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RESUMO

BARROS, Mariana de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2022. Sistemas de
Efluxo Multidrogas e Biofilmes em Bactérias Multirresistentes. Orientadora: Maria
Aparecida Scatamburlo Moreira. Coorientadores: Gustavo Costa Bressan, Luis Augusto Nero
e Ricardo Seiti Yamatogi.

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um desafio mundial ja declarado por diversos 6rgios e se
d4, principalmente, devido ao uso indiscriminado dessas drogas. Sistemas de efluxo
multidrogas sdo transportadores de membrana que podem expelir antimicrobianos de diferentes
classes conferindo multirressiténcia a seus hospedeiros e estdo também envolvidos na formacao
de biofilmes. Assim, os objetivos do presente trabalho incluiram compreender o papel
desempenhado por SEM na resisténcia aos antimicrobianos em Staphylococcus aureus e
Escherichia coli multirresistentes, detectar sua atividade e investigar seu envolvimento na
formacao de biofilmes nesses micro-organismos. Apos selecdo de S. aureus e E. coli MDR de
diferentes origens, foi detectada a presenca de genes de SEM por PCR, as concentracdes
inibitérias minimas (MICs) de alguns antimicrobianos foram determinadas na presenca e
auséncia de inibidores de SEM, bem como a formacgao de biofilme pelos isolados nessas duas
condi¢des. Ainda, verificou-se o efluxo de corantes fluorescentes para demonstragdo de
atividade de SEM. Ao final, tragou-se a relacdo filogenética dos isolados com o auxilio da
PFGE. Os genes de SEM estdo amplamente difundidos entre S. aureus e E. coli
multirresistentes. Cerca de 20% dos isolados de E. coli tiveram reducdo na MIC de ampicilina
e ciprofloxacina. Em S. aureus ndo houve reducdao na MIC de ciprofloxacina e tetraciclina.
Utilizando efluxo de corantes, aproximadamente 79% dos isolados de E. coli demonstraram
atividade de SEM, enquanto 56% de S. aureus o fizeram. O uso de inibidor de SEM nao reduziu
a formagdo de biofilme em E. coli mas a reduziu em S. aureus. Quanto a epidemiologia
molecular, os isolados de E. coli recuperados de humanos apresentaram um padrdo mais
diverso, enquanto aqueles obtidos de animais foram mais homogéneos. S. aureus de maneira
geral foram mais homogéneos, com similaridade superior a 84% dentro dos clusters. A
atividade de SEM € relevante entre bactérias multirresistentes, porém as tentativas de inibicao
nao culminaram em restituicao da sensibilidade, provavelmente devido a ocorréncia de outros
mecanismos de resisténcia simultaneamente. Em relagdo a formagdo de biofilmes, resultados
controversos foram encontrados, e novos estudos com diferentes concentragdes do inibidor sao

sugeridos para conclusdes mais contundentes. Além disso, a complementagao desses resultados



com estudos de sequenciamento completo dos isolados, ja em execucdo, pode fornecer novas
pistas para o esclarecimento do papel de SEM na resisténcia antimicrobiana e na formagao de

biofilmes em isolados multirresistentes.

Palavras-chave: Bombas de efluxo. Resisténcia aos antimicrobianos. Adesao. Escherichia coli.

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

BARROS, Mariana de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, January, 2022. Multidrug
Efflux Systems and Biofilms in Multidrug-Resistant Bacteria. Adviser: Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Gustavo Costa Bressan, Luis Augusto Nero and Ricardo
Seiti Yamatogi.

Antimicrobial resistance is a global challenge that has already been developed by several
agencies and is mainly due to the discriminatory use of drugs. Multidrug efflux systems (MES)
are membrane transporters that can expel antimicrobials of different classes conferring
multidrug resistance (MDR) to their hosts and are also involved in the formation of biofilms.
Thus, the objectives of the work include understanding the role played by MES in the resistance
to antimicrobials of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, detecting their activity and
investigating their involvement in the formation of biofilms in these microorganisms. After
selection of S. aureus and E. coli MDR from different origins, the presence of MES genes was
detected by PCR, the minimum inhibitory concentrations (MICs) of some antimicrobials were
determined in the presence and absence of SEM inhibitors, as well as the biofilm formation by
the isolates under these two conditions. In addition, the efflux of fluorescent dyes was measured
to demonstrate MES activity. At the end, the phylogenetic relationship of the isolates was traced
with the aid of PFGE. MES genes are widespread among multidrug resistant S. aureus and E.
coli. About 20% of the E. coli isolates had a reduction in the MIC of ampicillin and
ciprofloxacin. In S. aureus there was no reduction in the MIC of ciprofloxacin and tetracycline.
Using dye efflux, approximately 79% E. coli isolates had MES activity, while 56% S. aureus
did. The use of SEM inhibitor did not reduce biofilm formation in E. coli but reduced it in S.
aureus. Regarding molecular epidemiology, E. coli isolates recovered from humans showed a
more diverse pattern, while those obtained from animals were more homogeneous. S. aureus
were generally more homogeneous, with similarity greater than 84% within the clusters. MES
activity is relevant among multidrug-resistant bacteria, however, attempts at MES inhibition
did not lead to the restoration of resistance, probably due to the occurrence of other resistance
mechanisms simultaneously. Regarding the combination of biofilms, controversial results were
found and new studies with different concentrations of the inhibitor are suggested for stronger
conclusions. Furthermore, a complementation of these results with studies of whole genome
sequencing of the isolates, already running, may provide new clues to clarify the role of MES

in antimicrobial resistance and in the formation of biofilms in multidrug-resistant isolates.



Keywords: Efflux pumps. Antimicrobial resistance. Adhesion. Escherichia coli.

Staphylococcus aureus.
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INTRODUCAO GERAL

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (AMR) podem ser classificados em
trés categorias principais, as vezes parcialmente sobrepostas: resisténcia intrinseca que
compreende mecanismos intrinsecos a bactéria, que limitam a acdo do farmaco, por exemplo,
absorc¢do lenta ou extrusdo do antimicrobiano por sistemas de efluxo; resisténcia adquirida onde
uma mutacdo ou transferéncia horizontal de um gene de resisténcia conferem resisténcia,
tipicamente modificando/degradando o antimicrobiano ou modificando/protegendo o alvo do
farmaco; e resisténcia adaptativa, onde ocorre um aumento transitorio de resisténcia devido a
indugdo de um gene pelo proprio antimicrobiano, isto €, a interagdo com o antimicrobiano € o
desencadeante da resisténcia a esse antimicrobiano e as vezes a outros (HUGHES;
ANDERSSON, 2017; MORRISON; ZEMBOWER, 2020).

Avancos na ecologia microbiana levaram ao conceito de resistoma, reservatorio
ambiental de todos os genes de resisténcia a antimicrobianos e seus precursores em bactérias
patogénicas e nao patogénicas, para explicar como a resisténcia intrinseca pode se desenvolver
e se disseminar entre as bactérias (D’COSTA et al., 2006; GAZE et al., 2013). Diante dessa
ameaca, a resisténcia foi identificada como um dos desafios mais importantes para a saude
humana por uma ampla variedade de organismos nacionais e internacionais, incluindo a
Organiza¢do Mundial de Saide (WHO), o G8 e o Fundo Monetario Internacional (PAPKOU et
al., 2020).

O reconhecimento intersetorial da ligacdo intrincada entre a saide animal, a saude
humana e o meio ambiente € fundamental. Esfor¢cos combinados e colaborativos entre todas as
partes sdo essenciais para lidar com este complexo problema de resisténcia (POKHAREL,;
SHRESTHA; ADHIKARI, 2020).

Dessa maneira, selecionou-se as espécies bacterianas Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, como modelos das bactérias Gram positivas € Gram negativas,
respectivamente, para compreender como Sistemas de Efluxo Multidrogas se relacionam com
a resisténcia antimicrobiana e formacao de biofilmes em isolados multirresistentes.

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva que tem a forma de cocos e tende a se organizar
em cachos descritos como "parecidos com uvas". Em laboratério, esses organismos podem
crescer em até 10% de cloreto de sddio e as colOnias costumam ser douradas ou amarelas. Esses

organismos podem crescer aerobicamente ou anaerobicamente (facultativo) e em temperaturas
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entre 18 e 40 ° C. Os testes tipicos de identificacdo bioquimica incluem catalase positiva,
coagulase positiva, sensibilidade a novobiocina e fermentacdo de manitol (LOWY, 1998). S.
aureus € encontrado no meio ambiente e também na microbiota humana normal, localizado na
pele e nas membranas mucosas (mais frequentemente na area nasal) da maioria dos individuos
sauddveis (LOWY, 1998). S. aureus ¢ um importante patdgeno bacteriano humano que possui
uma gama de hospedeiros cosmopolita, incluindo animais domésticos, animais de produgdo e
selvagens (MATUSZEWSKA et al., 2020).

E. coli é uma bactéria anaerdbia facultativa Gram-negativa originalmente descoberta no
c6lon humano em 1885 pelo bacteriologista alemdao Theodor Escherich (PONTRELLI et al.,
2018). E um micro-organismo comensal do intestino de vertebrados e estd cada vez mais
envolvido em vdrias infeccdes intestinais e extra-intestinais como um patdgeno oportunista
(DENAMUR et al., 2021). Além disso, E. coli também pode causar infec¢des graves em
animais e existe a preocupacdo com a possivel transmissao de E. coli virulenta e/ou resistente
entre animais € humanos por meio de vdrias vias, como contato direto, contato com excre¢oes
animais ou via cadeia alimentar (POIREL et al.,, 2018). E. coli também representa um
importante reservatorio de genes de resisténcia que podem ser responsdveis por falhas no
tratamento tanto na medicina humana quanto na veterinaria (POIREL et al., 2018).

Dentre a gama de mecanismos de resisténcia que as bactérias apresentam, selecionou-se
os Sistemas de Efluxo Multidroga (SEM) para estudo. Essas bombas sdo encontradas em todos
espécies bacterianas e sdo complexos de proteinas capazes de transportar moléculas de varios
tamanhos e propriedades do interior da célula bacteriana para o espaco extracelular (BLAIR;
PIDDOCK, 2009). De acordo com a sua composi¢do, o nimero de regides transmembrana e
fontes de energia e substratos, os sistemas de efluxo s@o classificadas em seis familias: familia
Resistance-nodulation-division (RND), Major facilitator superfamily (MFS), superfamilia ATP
(adenosine triphosphate)-binding cassette (ABC), familia Small multidrug resistance (SMR),
familia Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) e superfamilia Drug metabolite
transporter (DMT) (UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012), sendo que as cinco primeiras
familias ja foram descritas em bactérias. MFS, SMR, MATE e RND usam energia préton-
motora enquanto os transportadores da familia ABC usam hidrolise direta de ATP para conduzir
o transporte (BLAIR; PIDDOCK, 2009). Exceto para a superfamilia RND que é encontrada
apenas em bactérias Gram-negativas, as outras familias sdo amplamente distribuidas tanto em
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas (SUN; DENG; YAN, 2014). A Figura 1

mostra um esquema das familias de SEM.
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Figura 1 — Representacido esquematica das familias de Sistemas de Efluxo Multidrogas presentes em
bactérias. A superfamilia ATP (adenosine triphosphate)-binding cassette (ABC), utiliza a energia derivada da
quebra do ATP para realizar o efluxo. As familias Resistance-nodulation-division (RND), Major facilitator
superfamily (MES) e Small multidrug resistance (SMR), utilizam o antiporte de prétons e a familia Multidrug and
toxic compound extrusion (MATE) o antiporte com fons Na*.

ABC RND MFS  Exterior

ABC SMR  MFS MATE ‘ ) e

EP
_—— |

MC
ATE Citoplasma

Gram positiva Gram negativa

ME: membrana externa; EP: espaco periplasmatico; MC: membrana citoplasmadtica. Fonte: elaborado pela autora.

Dentre os diversos papéis desempenhados pelos SEM, hé o envolvimento na formagao de
biofilmes. As bactérias exibem dois modos de crescimento: o modo planctonico de vida livre e
o modo séssil aderido a superficie em biofilmes, que sdo comunidades estruturadas encerradas
em uma matriz polimérica autoproduzida (RUMBAUGH; SAUER, 2020). As etapas de
formacdo do biofilme sdo mostradas na Figura 2.

O uso generalizado de antimicrobianos € o principal impulsionador da resisténcia
emergente. O combate a disseminag@o exige esforcos multidisciplinares para limitar o uso
desnecessario de antimicrobianos e implementar medidas de prevengdo e controle para limitar

a transmissao desses patégenos perigosos (MORRISON; ZEMBOWER, 2020).
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z

Figura 2 — Ciclo de formacdo de biofilmes. O processo € iniciado apds o contato superficial por células
planctdnicas através de uma ligacdo reversivel (etapa 1), seguida pela ligacdo irreversivel (etapa 2) e maturagao
do biofilme (etapas 3 e 4). O ciclo de vida do biofilme se completa quando os biofilmes se dispersam (etapa 5).

0

: Ligacgio
Célula 183
plancténica inicial
= N\ G
. Ligacdo
\ irreversivel
f | Dispersio
J Agregados

Maturacio

do biofilme
MO,

Fonte: adaptado de Rumbaugh e Sauer (2020).

Dessa maneira, os objetivos do presente trabalho incluem compreender o papel
desempenhado por SEM na resisténcia aos antimicrobianos em bactérias multirresistentes e seu

envolvimento na formacgao de biofilmes nesses micro-organismos.
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Capitulo 1 — Relacao de sistema de efluxo multidrogas na formacao de biofilmes em

isolados de Escherichia coli multirresistentes
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli € componente normal da microbiota do intestino de humanos e animais.
Porém é também a causa mais frequente de infec¢des em diferentes sistemas e é um dos
principais agentes veiculados por alimentos em todo o mundo (WHO, 2014).

Os sistemas ou bombas de efluxo estdo amplamente implicadas na resisténcia aos
antimicrobianos uma vez que sao capazes de expulsar a maioria dos antimicrobianos de dentro
das células para o ambiente extracelular (ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018). Um tnico
sistema de efluxo multidrogas (SEM) pode exportar varios antimicrobianos, contribuindo para
a multirresisténcia (MDR) bacteriana (NISHINO et al., 2021).

Acredita-se que a promiscuidade original dos sistemas de efluxo foi incidentalmente
explorada pelas bactérias para fornecer resisténcia antimicrobiana, uma vez que estdo sob
intensa pressao seletiva desde o inicio do seu uso (HENDERSON et al., 2021). Ainda, o uso
excessivo dessas drogas levou muitos micro-organismos a superexpressar esses sistemas de
efluxo (WILLERS et al., 2016), contribuindo com o perfil multirresistente.

Ha evidéncias que os SEM desempenham papel na formagdo de biofilme (ALAV;
SUTTON; RAHMAN, 2018), que é definido como uma populacdo bacteriana que estd
irreversivelmente ligada a um substrato e incorporadas em uma matriz de substincias
poliméricas extracelulares autoproduzidas (WANG et al., 2016).

Em geral, biofilmes sdo resistentes a antimicrobianos, desinfetantes e a alguns
tratamentos fisicos, também sdo capazes de se evadir do sistema imunoldgico do hospedeiro
(BANIN; HUGHES; KUIPERS, 2017; MATSUMURA et al., 2011). Os mecanismos desta
resisténcia sdo complexos e incluem presenca de células persistentes, heterogeneidade do
biofilme e acdo de diferentes genes que contribuem para a resisténcia e tolerdncia aos
antimicrobianos nessas comunidades (HALL; MAH, 2017).

Assim, objetivou-se no presente estudo identificar como SEM influenciam a formagao de

biofilmes em isolados de E. coli multirresistentes obtidos de humanos, animais e alimentos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados bacterianos e condicoes de multiplicacao

Foram selecionados isolados de Escherichia coli obtidos de humanos, alimentos e
animais provenientes de diferentes bacteriotecas de laboratérios parceiros de pesquisa. Os
isolados foram selecionados com base em testes prévios de resisténcia aos antimicrobianos.
Para participar do estudo, adotou-se o critério proposto por Magiorakos e colaboradores (2012)
para resisténcia multidroga (MDR): nio-sensibilidade a pelo menos uma droga em trés classes
antimicrobianas. As informagdes sobre a origem dos isolados selecionados estdao dispostas na
Tabela 1 e as informagdes resumidas sobre resisténcia aos antimicrobianos sdo mostradas na
Figura 1.

Tabela 1 — Isolados de Escherichia coli selecionados para estudo. Apresentacido dos isolados quanto ao
laboratério (LAB) cedente, identificacdo no estudo, fonte e origem de isolamento.

Laboratorio Identificacio Fonte de isolamento Origem
LAB A EC178 Urocultura Humano
LAB A EC253 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LAB A EC256 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LAB A EC264 Partes moles Humano
LAB A EC265 Partes moles Humano
LAB A EC286 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LAB A EC293 Urocultura Humano
LAB A EC294 Hemocultura Humano
LAB A EC295 Urocultura Humano
LAB A EC296 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LAB A EC300 Partes moles subcutinea Humano
LAB A EC304 Secrecdo + Fragmento de ferida Humano
LAB A EC308 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LAB A EC312 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LAB A EC327 Cultura de vigilancia - swab retal Humano
LABB AY1 Linguiga frescal suina Alimento
LABB AY4 Linguiga frescal suina Alimento
LABB AYS Linguica frescal suina Alimento
LABC 1UFV Mastite caprina Animal
LABC 1UFV14 Mastite caprina Animal
LABC 2RN Mastite caprina Animal
LABC 3UFV Mastite caprina Animal
LABC 3UFV14 Mastite caprina Animal
LABC 4CCC Mastite caprina Animal
LABC SRDR Mastite caprina Animal
LABC 28EU Mastite caprina Animal
LABC 11CP Mastite caprina Animal

LABC 91UFV Mastite caprina Animal
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Ap06s o recebimento, todos os isolados foram reativados em caldo Brain Heart Infusion —
BHI (Himedia) e congelado a -80 °C utilizando glicerol a 20% como crioprotetor. Foram
reativados em caldo BHI por incubacdo overnight a 37 °C para a realizacdo dos ensaios.

A confirmacdo da espécie foi realizada por meio de PCR para o gene uspA, utilizando os
CCGATACGCTGCCAATCAGT e uspA - d
ACGCAGACCGTAGGCCAGAT (CHEN; GRIFFITHS, 1998). Os ciclos foram: desnaturagao

primers uspA - u

inicial a 94 °C por 5 min, seguida por 30 ciclos com desnaturacio a 94 °C por 2 min, anelamento
a 65,6°C (temperatura determinada por gradiente) por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min. A
extensdo final ocorreu a 72 °C por 4 min e os produtos foram resfriados a 4 °C antes da corrida

eletroforética em gel de agarose a 1%.

Figura 1 — Mapa de calor da resisténcia aos antimicrobianos. Os isolados foram separados por laboratério
(LAB) de origem.
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SMT: sulfametoxazol trimetoprim
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2.2. Reagentes quimicos

Os inibidores de sistema de efluxo fenil-arginil-p-naftilamida (PABN), o desacoplador de
prétons carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP); os corantes Nile Red e brometo de
etideo e os antimicrobianos ciprofloxacina e ampicilina foram adquiridos da Sigma-Aldrich

Brasil.

2.3. Deteccao molecular dos sistemas de efluxo multidrogas

Foi utilizada a técnica de PCR para detectar os genes dos sistemas de efluxo multidrogas.
A extracdo do DNA foi realizada por fervura: cerca de cinco colonias isoladas em dgar BHI
foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo 150 pL de dgua ultrapura. O contetido
foil homogeneizado e os microtubos levados ao banho seco por 10 min a 95 °C. Em seguida os
tubos foram resfriados a 25 °C (2 min). Na sequéncia, foram centrifugados a 15000 rpm por 2
min e o sobrenadante transferido para um novo microtubo estéril previamente identificado. As
reacOes simples de amplificagdo foram conduzidas para cada isolado em 25 pL. de mistura de
reagdo contendo 12,5 pLL de GoTaq® Green Master Mix (Promega), 20 pmol de cada primer, 2
puL de material genético e 6,5 uLL de d4gua nucleasse free.

Os genes pesquisados, primers utilizados e tamanho dos produtos estdo especificados na
Tabela 2. O controle positivo para todas as reacdes foi o isolado E. coli 30 (OSPINA
BARRERO et al., 2014). Os ciclos, realizados para cada gene separadamente foram:
desnaturacdo inicial a 95 °C por 15 min, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 1
min, anelamento a 48,2 °C (temperatura definida por gradiente) por 1 min e polimerizagdo a 72
°C por 1 min. A extensao final ocorreu a 72 °C por 5 min. Os produtos das reagdes foram

resfriados a 4 °C antes da corrida eletroforética em gel de agarose a 1%.
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Tabela 2 - Primers usados para deteccao em Escherichia coli de genes de sistema de efluxo multidrogas
pertencentes a diferentes familias por meio da técnica de PCR (VIVEIROS et al., 2007).

Gene Familia Primer Sequéncia (5°-3°) Produto (bp)
acrA - f CTTAGCCCTAACAGGATGTG

acrA RND 189
acrA - r TTGAAATTACGCTTCAGGAT
acrB - f CGTACACAGAAAGTGCTCAA

acrB RND 183
acrB - r CGCTTCAACTTTGTTTTCTT
acrE - f GCCCTCCTTTATTCTGATCT

acrE RND 166
acrE - r GGCTATACGATAAGCATTGG
acrF - f TAGCAATTTCCTTTGTGGTT

acrF RND 247
acrF - r CCTTTACCCTCTTTCTCCAT
emrB - f ATTATGTATGCCGTCTGCTT

emrB MEFES 196
emrB - r TTCGCGTAAAGTTAGAGAGG
emrE - f GGATTGCTTATGCTATCTGG

emrE SMR 156
emrE - r GTGTGCTTCGTGACAATAAA
tehA - f TGCTTCATTCTGGAGTTTCT

tehA SMR 232
tehA - r TCATTCTTTGTCCTCTGCTT

MES: major facilitator superfamily; RND: resistance nodulation-cell division family; SMR: small multidrug resistance family.

2.4. Deteccao fenotipica dos sistemas de efluxo multidrogas

Os isolados que apresentaram genes relacionados aos SEM foram caracterizados
fenotipicamente através da avaliacdo da concentragdo inibitéria minima na auséncia e presenca
do inibidor de sistema de efluxo (EPI), PABN, e por meio da quantificagdo do efluxo de Nile
Red, para demonstrar a atividade de SEM.

2.4.1. Concentragdo Inibitoria Minima (MIC)

Foram determinadas as Concentracdes Inibitérias Minimas (MICs) na presenga e
auséncia do PABN a 50 pg/mL (OSPINA BARRERO et al., 2014) para os antimicrobianos,
ampicilina e ciprofloxacina, devido a importancia dos B-lactimicos e quinolonas na vigilancia
em resisténcia aos antimicrobianos em E. coli (WHO, 2014).

As concentragdes de ampicilina variaram de 8 a 128 pg/mL e de ciprofloxacina de 0,25 a
8 pug/mL. As MICs foram determinadas em placa de microtitulacio de 96 pogos por
microdiluicao em caldo conforme diretrizes do CLSI (2018) utilizando um indculo final de
5x10° UFC/mL padronizado anteriormente por contagem padrdo em placa, apds reativacio

overnight a 37 °C dos isolados. O teste de MIC foi feito em triplicata e repetido trés vezes,
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sendo considerada a MIC a menor concentracdo capaz de inibir a multiplicacdo bacteriana,
comparando-se a turbidez aos controles. E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de

qualidade dos testes.

2.4.2. Quantificacdo de efluxo

Seguiu-se o protocolo publicado por Bohnert, Karamian e Nikaido (2010) com algumas
modificagdes. Para tal, os isolados de E. coli foram reativados a 37 °C em caldo Luria Bertani
(LB) por 24 h, sob agitacdo (140 rpm). Em seguida, foram repicados em 3 mL de caldo LB
overnight (37 °C, 140 rpm). Depois os isolados foram centrifugados a 4400 rpm durante 10 min
a temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspenso em 1 mL de tampao fosfato de potdssio
20 mM contendo 1 mM de MgCl> (PPB, pH 7,0). Seguiu-se outra etapa de centrifugacdo e
ressuspensao, e as células foram ajustadas para uma ODeeo de 1,0 no PPB. As células foram
deixadas em repouso por 15 min e o volume ajustado para 1 mL. Na sequéncia, os tubos
receberam CCCP (solu¢do de estoque 5 mM em 50% de DMSO) a uma concentragdo final de
SuM e as culturas permaneceram em repouso por 15 min. Aliquotas de 100 uL foram
transferidas para trés microtubos de 0,5 mL, um contendo PABN (50 nug/mL), outro contendo
ampicilina (32 pg/mL) e outro vazio, formando-se, assim, trés tratamentos. As culturas
descansaram por 15 min. Em seguida, cada tratamento recebeu Nile Red (solu¢do estoque 5
mM em 10% de dimetilformamida-90% de etanol [vol/vol]) a uma concentracdo final de 5 uM
e a suspensdo celular foi incubada sob agitacdo (140 rpm; 37 °C) por 2,5 h. Posteriormente as
c€lulas foram deixadas a temperatura ambiente por 30 min e depois centrifugadas durante 5
min a 4400 rpm. Em seguida, a maior parte do sobrenadante foi descartada, e as células
ressuspensas em 100 uL. de PPB. Imediatamente apds, a fluorescéncia foi acompanhada em um
termociclador Rotor Gene Q® com os parametros: fonte a 530 nm e detec¢do a 630 nm, com
aquisi¢do a cada 5 segundos por 20 ciclos. Em seguida, o efluxo do Nile Red foi desencadeado

pela rdpida energiza¢do com 5 uL de glicose 1M e monitorado por mais 200 s.

2.5. Biofilme na auséncia e presenca de PABN

A presenca de SEM se relaciona a formagao de biofilmes, principalmente em condigdes
de estresse. Testou-se o comportamento dos isolados em relacdo a formagao de biofilmes em

diferentes condi¢des, mostradas na tabela 2.
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Tabela 3 — Tratamentos sob os quais foi avaliada a formacao de biofilmes por isolados de Escherichia coli
multirresistentes.

TRAMENTO CONCENTRACAO (uG/ML)
Meio LB -

PABN 20°

Ampicilina 320

PABN + ampicilina 20 + 32

LB: Luria-Bertani; PABN: fenilarginil-beta-naftilamida; * Concentracao estabelecida por Kvist;
Hancock e Klemm, 2008; ® dose subinibitdria para os isolados testados

Para esse ensaio foram selecionados os isolados sabidamente resistentes a ampicilina e
positivos para os genes de sistema de efluxo na PCR. Ampicilina foi selecionado para esse teste
por ser o antimicrobiano com maior nimero de isolados resistentes e pela sua importincia na
vigilancia em resisténcia aos antimicrobianos por E. coli (WHO, 2014).

Foram mensurados o crescimento planctonico dos isolados, a biomassa de biofilme e
verificada a viabilidade dos biofilmes, como descrito por Bay e colaboradores (2017). Para
realizacdo dos testes, colOnias isoladas foram cultivadas em caldo a 37°C overnight (18-20 h)
para preparar um inéculo padrio de 108 UFC/mL. Em seguida, os cultivos foram diluidos 1/20
em 3 mL de caldo LB, e 5 uL dessa diluicdo foram distribuidos em placas de microtitulacio de
96 pocos, onde os pocos tiveram o volume completado para 200 pL. com os diferentes
tratamentos (10" UFC/mL/pogo). Um pogo ndo inoculado serviu como controle de esterilidade.
Os isolados foram inoculados em duplicata.

Para determinacdo do crescimento planctonico, as placas foram incubadas sob agitacao
(100-150 rpm) a 37°C. Com 24 e 48 h, foram realizadas medidas da densidade 6tica a 550 nm,
em um espectrofotdmetro leitor de placas.

Para os testes de viabilidade de células de biofilme e quantificacdo de biomassa as placas
foram incubadas a 37°C sem agitacdo durante 24h e 48h.

Ap6s o periodo de incubagao, para a determinacao da viabilidade dos biofilmes, os pocos
foram lavados duas vezes com 200 uL/pogo de solucdo salina 0,9% (p/v) esterilizada. Os
biofilmes sobreviventes foram desalojados por sonicacdo (Banho Ultrassom Quimis Q33502)
durante 10 min, com 200 uL/poco de meio de recuperagdo estéril (LB com 1% [v/v] de Tween
80). Os biofilmes recuperados foram inoculados (20 puL/in6culo) em placas de dgar LB em
duplicata e incubados a 37°C por 24 h.

Os biofilmes crescidos 24 ou 48 h foram corados pelo método de coloracdo de Cristal
Violeta (CV) descrito por Stepanovic e colaboradores (2000) para quantificar a formagao de
biomassa do biofilme. Resumidamente, os pogos foram lavados duas vezes com 200 uL de dgua

destilada estéril e secos ao ar durante 10 min. Em seguida, cada pogo recebeu 200 uL. de metanol
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80% para fixagdo por 15 min. Apds descarte do metanol, as placas foram secas ao ar. Depois a
coloragdo foi realizada com 175 uL/po¢co de CV 0,5% (p/v) por 5 min. Os pocos foram
enxaguados duas vezes com 200 pl de dgua destilada estéril e depois descorados durante 2 min
com 200 pL de etanol 95%. A ODsso foi imediatamente medida para minimizar a evaporagao.
Os experimentos foram realizados em duplicata e com duas repeti¢coes.

Os resultados obtidos em meio de LB foram comparados ao controle negativo (meio ndo
inoculado) para classificar os isolados quanto a producao de biofilmes, utilizando-se os critérios
propostos por Stepanovic e colaboradores (2000): OD < ODc = nao produtor; ODc < OD <
2x0Dc = fraco produtor; 2xODc < OD < 4xODc = produtor moderado e 4xODc < OD = forte
produtor. Onde OD ¢é a média das densidades Oticas obtidas para o isolado avaliado e ODc a

média das densidades 6ticas do controle negativo.

2.6. Tipagem molecular

Para estabelecer a epidemiologia e tracar a relacdo filogenética entre os isolados
separados por origem foi utilizada a técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (Pulsed
Field Gel Eletrophoresis - PFGE).

A PFGE foi realizada seguindo o protocolo da PulseNet, conforme descrito por Ribot e
colaboradores (2006) com modificagdes. Para a confec¢ao dos plugs os isolados de E. coli
foram inoculados em caldo BHI a 37 °C por 18 h. A concentra¢ado bacteriana foi ajustada a uma
densidade 6ptica de 1,0 (DOg10nm). Em seguida, 400 pL da suspensdo bacteriana foi transferida
para microtubos de 1,5 mL e centrifugados a 15000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspenso em 400 uL. de Cell Suspension Buffer (50 mM de Tris-HCI,
100 mM de EDTA), posteriormente foi adicionado 20 pL de proteinase K (PK, 20 mg/mL) e
manteve-se em repouso por 10 min a temperatura ambiente. Na sequéncia, adicionou-se 400
pL agarose com baixo ponto de fusdo (Bio-Rad) a 1% a uma temperatura de 55 °C e a mistura
foi transferida para o molde de plugs, confeccionando-se quatro plugs por isolado. Apds a
solidificacao dos plugs (5 min a 4 °C), estes foram incubados com 5 mL de Cell Lysis Buffer
(50 mM Tris-HCI, 50 mM de EDTA; 1% sarcosil) e 25 pL. de PK em um tubo de centrifugagdo
de 15 mL por 1,5 h a 55 °C em banho-maria. Apds descarte do tampao, os plugs foram lavados
trés vezes com 10 mL de dgua ultrapura estéril a 55 °C por 10 min. Em seguida, a dgua foi
descartada, e foram realizadas quatro lavagens com 10 mL de TE Buffer (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA) a 55 °C por 10 min. Ao fim, adicionou-se 5 mL do TE Buffer em cada tubo para

armazenamento dos plugs a 4 °C. Para a digestdo enzimdtica, cerca de 1/3 do plug foi
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seccionado e transferido para microtubo de 1,5 mL contendo 20 uL. de MultiCore® 10x
(Promega), 1 uL de BSA (Promega), 5 uL. de Xbal (50 U - Promega) e 174 uL de 4gua nuclease
free (Sigma-Aldrich). Os microtubos foram incubados a 37 °C por 1,5 h em banho seco. O gel
de corrida foi preparado a 1% com agarose de baixo ponto de fusdo e a corrida realizada
utilizando o aparelho CHEF DR-III (BIO-RAD laboratories, Hercules, CA, USA) com 2 L de
TBE 0,5 X mantido a 14 °C. As condic¢des de corrida foram: tempo de troca inicial, 6,7 s; tempo
de troca final, 35,4s; tempo de execu¢do 18 h; 6 V/cm; angulo 120°. Foi utilizado como
marcador Salmonella enterica serotype Braenderup H9812 (CDC), digeridas com 50 U de Xbal
(HUNTER et al., 2005) e adicionado em trés canaletas por gel realizado. Os géis obtidos foram
corados em banho de imersdo com brometo de etideo a 1%, visualizados em transiluminador
sob luz ultravioleta e fotografados para anélise posterior. A relacdo entre os padrdes de bandas
foi calculada usando um coeficiente de similaridade baseado em banda (Dice) e agrupamento
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) (BioNumerics, Applied
Maths Sint-Martens-Latem, Bélgica) a configuracdo de tolerancia de posi¢do para 1,5% e

otimizacdo de 5 %. Os tipos PFGE foram atribuidos com base em padrdes > 80% semelhantes.

2.7. Analise estatistica

As médias obtidas nas contagens de colonias por plaqueamento, nas densidades Opticas
da determina¢do da biomassa de biofilme e de crescimento planctonico foram submetidas ao
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, apos, foram comparadas pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguida do teste de comparacdo multipla de Dunn. Para avaliar a associacdo entre
nimero de genes de efluxo e nimero de resisténcia a agentes antimicrobianos, formacao de
biofilmes e nimero de genes de efluxo, formacdo de biofilmes e quantidade de classes de
resisténcia aos antimicrobianos utilizou-se o teste de Chi-quadrado (Teste Exato de Fisher).

Sempre se adotou 95% de nivel de significancia (p<0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. Deteccao molecular de sistema de efluxo multidrogas

Os genes de SEM detectados nos isoladas de E. coli s@o apresentada na Figura 3, sendo
o gene mais frequentemente encontrado o acrB, positivo em todos os isolados. Na sequéncia,
acrF, ausente em apenas um isolado e os genes emrB e tehA ausentes em dois isolados. O gene
menos prevalente foi emrE encontrado em apenas 10 isolados, sete de origem humana e trés de
origem animal. O gene acrA foi encontrado em 18 isolados, sendo oito de origem animal, trés
de alimento e sete de origem humana. Considerando-se o nimero de genes nos isolados,
aproximadamente 90% dos isolados carreavam cinco genes ou mais simultaneamente, e
nenhum carreou apenas um gene. Dois isolados continham quatro genes e um isolado foi
positivo para dois dos genes testados (Figura 3). Nao houve diferenca significativa (p>0,05)
entre o nimero de genes de SEM e niimero de antimicrobianos para os quais os isolados eram

resistentes.

3.2. Deteccao fenotipica de sistema de efluxo
3.2.1. Concentragdo inibitoria minima (MIC)

Para realizacio da MIC da ampicilina e da ciprofloxacina foram selecionados os
isolados resistentes a essas drogas e que possuiam os genes acrA, acrB, acrE ou acrF, pois
estes genes estdo relacionados aos sistemas de efluxo AcrAB-TolC e AcrEF-TolC que t€m a
propriedade de expelir antimicrobianos das classes dos B-lactimicos e quinolonas (VAN
BAMBEKE; PAGES; LEE, 2006).

Foram testados 27 isolados com ampicilina e cinco (18,51%) tiveram redugdo da MIC
na presenca de PABN. Com ciprofloxacina, 11 isolados foram testados, e houve reducdo na
MIC de dois desses (18,18%). Houve em média uma reducdo em quatro vezes o valor da MIC.
Dentre os isolados que tiveram reduc@o na MIC, apenas um mudou sua categoria de “resistente”

a “intermediario” (CLSI, 2018).
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3.2.2. Quantificacdo de efluxo

Foi quantificado o efluxo de todos os 28 isolados. Do total, 22 (78,57%) mostraram
atividade de SEM, representado pelo rdpido transporte de Nile Red para fora das células apds

a adicdo de glicose. A Figura 2 mostra curvas representativas de efluxo de Nile Red.

Figura 2 — Curvas representativas de efluxo de Nile Red. Depois do pré-carregamento com Nile Red (5 uM)
as células foram energizadas aos 100 s com glicose (50 mM). Em A, observa-se na linha amarela rdpida diminui¢éo
de fluorescéncia apds adicao de glicose ao meio, evidenciando atividade de Sistema de Efluxo Multidroga (SEM).
Na linha azul, a fluorescéncia captada apds adicao de glicose continua elevada, deduzindo-se auséncia de atividade
de SEM. Em B, a linha cinza representa o efluxo de Ampicilina — AMP, que ndo foi capaz de impedir o efluxo de
Nile Red, apresentando comportamento semelhante ao controle (tampao fosfato de potdssio acrescido de MgCl,
ImM — PPB), representado pela linha laranja. Os niveis de fluorescéncia pré-energizacao foram ajustados para
100 unidades relativas de fluorescéncia (URF). As linhas representam as médias.
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A ampicilina ndo foi capaz de impedir o efluxo de Nile Red, tendo resultado semelhante
ao controle PPB (Figura 2) em todos os isolados. Os resultados de ampicilina e PPB se

assemelham as curvas de PABN dos isolados sem atividade de efluxo.
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3.3. Biofilme na presenca e auséncia de PABN

Todos os isolados formaram biofilmes, 17 foram classificados como forte produtores e
11 como produtores moderados. N@o houve diferenca significativa (p>0,05) na formagdo de
biofilme em relacdo a quantidade simultinea de genes de efluxo no isolado e em relagcdo ao
nimero de classes para as quais o isolado apresentou resisténcia.

Também se comparou a formagao de biofilmes na presenga de PABN, na presenga de
ampicilina, e na presenga de PABN + ampicilina em relagdo ao controle (caldo LB). Nao foi
possivel fazer a comparagdo entre os isolados e origem alimentar devido ao pequeno nimero
de isolados representantes dessa categoria. Os resultados obtidos para humanos e animais sdao

apresentados nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 4 - Médias obtidas nos diferentes ensaios para caracterizacdo da formacio de biofilmes por
Escherichia coli multirresistente isoladas de humanos. Foram comparados os tratamentos caldo Luria-Bertani
(LB), fenil-arginil-B-naftilamida (PAPN) a 20 pg/mL, ampicilina (AMP) a 32 pg/mL (dose subinibitdria) e PABN
+ AMP (20 + 32 pg/mL). Os resultados representam médias de absorbancia (densidade ética a 550 nm).

Tratamentos LB PABN AMP PABN + AMP
Biomassa de biofilme 24h 28,87a 25,93a 33,87a 33,33a
Biomassa de biofilme 48h 24,30b 25,40b 19,30b 53,00a

Crescimento planctonico 24h 41,33a 31,80a 26,80a 22,07b

UFC: Unidades formadoras de colonia. Médias seguidas de mesma letra na horizontal nao diferem entre si pelo
teste de Dunn (p <0, 05). n=15.

Com 24 horas nao houve diferenca significativa (p>0,05) na formag¢do de biofilme entre
os tratamentos, porém houve menor multiplicagdo bacteriana na presenca de PABN + AMP em
relacdo ao LB (controle). Com 48 horas, observou-se maior formacao de biofilme no tratamento

PAPBN + AMP pelos isolados de origem humana (Tabela 3).

Tabela 5 - Médias obtidas nos diferentes ensaios para caracterizacdo da formacdo de biofilmes por
Escherichia coli multirresistente isoladas de animais. Foram comparados os tratamentos caldo Luria-Bertani
(LB), fenil-arginil-B-naftilamida (PABN) a 20 ug/mL, ampicilina (AMP) a 32 ug/mL (dose subinibitéria) e PABN
+ AMP (20 + 32 pg/mL). Os resultados representam médias de absorbancia (densidade ética a 550 nm).

Tratamentos LB PABN AMP PABN + AMP
Biomassa de biofilme 24h 19,90a 15,20a 15,60a 31,30a
Biomassa de biofilme 48h 12,00b 16,30b 18,60b 35,10a

Crescimento planctonico 24h 31,90a 23,00a 14,20b 12,90b

UFC: Unidades formadoras de colonia. Médias seguidas de mesma letra na horizontal nao diferem entre si pelo
teste de Dunn (p <0, 05). n=15.

Analisando-se os isolados de origem animal, com 24 horas nao houve diferenca
significativa (p>0,05) na formacdo de biofilme entre os tratamentos, porém houve menor

multiplicacdo bacteriana na presenga de AMP e de PABN + AMP, comparado ao controle (LB).
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Com 48 horas, observou-se maior formacao de biofilme no tratamento PABN + AMP bem como

ocorreu com os isolados de origem humana (Tabela 4).

3.4. Tipagem molecular

Trés dendrogramas foram criados usando o programa BioNumerics versdo 6.6. para
comparar os isolados divididos por origem (Figura 3).

Os isolados obtidos de humanos (Laboratério A), apresentaram a maior diversidade,
formando 11 clusters (I a XI), sendo a maioria deles, formado por um tnico isolado.

Os trés isolados obtidos de alimentos (Laboratério B) formaram um tnico pulsotipo,
sendo considerados um tnico clone. Além do mesmo pulsotipo, também apresentaram o mesmo
perfil de resisténcia e os mesmos genes de SEM, o que corrobora a identificacdo de um utnico
clone.

Dos isolados de origem animal (Laboratério C), obtiveram-se quatro clusters, sendo o

cluster IV o maior, formado por seis isolados.

Figura 3 - Dendogramas dos isolados de Escherichia coli baseados nos padroes de PFGE pés-digestao com
XBal. O agrupamento foi baseado em coeficiente de similaridade de Dice com Tolerancia de 1,5% e otimizagdo
de 5,0% e UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) usando o software BioNumerics 6.6.
A linha vermelha representa o coeficiente de similaridade de 80%. Os clusters formados foram designados por
algarismos romanos. Os isolados oriundos do Laboratério A foram recuperados de humanos, enquanto os do
Laboratério B vieram de alimentos e os do Laboratério C foram obtidos de animais.
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4. DISCUSSAO

A tolerancia intrinseca a uma ampla gama de agentes antimicrobianos € frequentemente
causada por sistemas de efluxo ativos (NIKAIDO, 1996). Para esse estudo foram selecionados
isolados multirresistentes (MDR) selecionados de bacteriotecas mantidas por laboratérios
parceiros com o perfil de resisténcia ja definido numa tentativa de elucidar o papel de SEM na
formacdo de biofilmes por esses micro-organismos.

Em relacdo a presenca de genes que codificam para SEM, acrB foi encontrado em 100%
dos isolados e acrA em 64,4%, sabendo-se que AcrAB-TolC, é constitutivamente expresso em
E. coli (CHOWDHURY et al., 2019), esperava-se alto nimero de positivos para esses genes,
resultado que encontra consonancia em outros (GAWAD et al., 2018; WENG; M1, 2010).

De maneira geral, a prevaléncia de todos os genes de SEM analisados foi elevada nos
isolados selecionados, e todos os isolados carreavam mais de um gene que codifica para SEM
(Figura 3), reforcando a hip6tese que a presenca de SEM gera um perfil MDR.

Quando explorado o aspecto fenotipico da presenca de SEM, a comparacdo das MICs
na presenca e auséncia de PAPN nao revelou grandes modificagdes. Tanto para o beta-lactamico
ampicilina, quanto para a fluorquinolona ciprofloxacina, a diminui¢do da MIC ocorreu em
menos de 20% dos isolados testados. Bohnert e colaboradores (2010) alegaram também nédo
conseguirem sucesso em demostrar competi¢do entre antimicrobianos e EPIs por meio da
determina¢ao da MIC, da mesma forma que ocorreu no presente trabalho. Essa dificuldade pode
ser decorrente do fato da metodologia de MIC nao ser refinada o bastante para detectar
modificagdes sutis no perfil de resisténcia dos isolados.

Além disso, a regulacdo dos genes de sistema de efluxo € complexa e ocorre de maneira
local, global, pés-transcricional e pds-traducional e Mar € um ativador da transcricao de acrAB
que também controla outros genes envolvidos em resisténcia (WESTON et al., 2018). Dessa
maneira, na presen¢a de PABN, pode ter ocorrido ativacdo de outros mecanismos de resisténcia
relacionados a ampicilina e ciprofloxacina, como a presenca de beta-lactamases e modificacio
de alvo, respectivamente.

Cunrath e colaboradores (2019) afirmam que se outros mecanismos de resisténcia estao
presentes, a inibicdo de SEM sozinha frequentemente ndo € capaz de restaurar completamente
a sensibilidade aos antimicrobianos. Assim, o uso do EPI sozinho em isolados MDR pode nédo
ser capaz de reverter a resisténcia e outras estratégias devem ser pensadas para

reestabelecimento da sensibilidade. No caso da ampicilina, talvez uma associagdo com um
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inibidor de B-lactamase, enzima que confere resisténcia aos B-lactamicos, através da quebra do
anel B-lactimico (SCHWARZ; LOEFFLER; KADLEC, 2017) possa colaborar com a
restauracdo da sensibilidade, visto que todos os isolados de origem humana (LAB A) sdo
também resistentes a associacao B-lactamico com inibidor de B-lactamase, além de resistentes
a cefalosporinas de 3% e 4* geracoes (Figura 1).

Além disso, a resisténcia foi determinada por meio de MIC, o que nio reflete a expressao
do efluxo das drogas nas diferentes fases de crescimento bacteriano (KOBAYASHI et al.,
2006). Se medidas em menores tempos fossem tomadas, como, por exemplo, de hora em hora,
poderia ter sido evidenciada alguma competi¢do entre PABN e os antimicrobianos ampicilina e
ciprofloxacina. Ainda, outras combinacdes EPI-droga poderiam resultar na restauracdo da
sensibilidade (CUNRATH et al., 2019), visto que os isolados sio MDR, diversos
antimicrobianos poderiam ter sido testados, bem como diversos EPIs ja que possuem também
outros SEM e o PABN ¢ capaz de interagir apenas com AcrAB e AcrEF (MISRA et al., 2015).
Ainda, inibir AcrB ndo significa necessariamente inibir completamente o efluxo (CUNRATH
et al., 2019), assim uma outra estratégia que poderia ser empregada seria a combinagdo de EPIs,
de modo a ter uma inibi¢do do efluxo mais efetiva, refletindo no aumento de sensibilidade aos
antimicrobianos testados.

Whittle e colaboradores (2019) trabalhando com bactérias Gram negativas, concluiram
que o efluxo de Nile Red é um ensaio para mostrar a presenca de SEM. No presente estudo,
aproximadamente 70% dos isolados exibiram atividade de SEM por meio do efluxo de Nile
Red utilizando o inibidor PABN. A diferenga encontrada entre os testes fenotipicos (efluxo de
Nile Red e MIC) reforca a hipétese de que outros mecanismos de resisténcia aos beta-
lactamicos e fluorquinolonas estdo presentes e ativos nos isolados testados, uma vez que a MIC
nao foi significativamente alterada e a maioria dos isolados demonstrou atividade de efluxo.

Da mesma maneira que descrito por Bohnert, Karamian e Nikaido(2010), ampicilina
nao foi capaz de impedir o efluxo de Nile Red, apesar de ser um substrato conhecido de AcrAb-
TolC e de ActEF-TolC (BAMBEKE; PAGES; LEE, 2010).

E conhecido que SEM contribuem com a formacio de biofilme em E. coli (GAWAD et
al., 2018; MATSUMURA et al., 2011; REZA; MARK SUTTON; RAHMAN, 2019). No
presente estudo o uso de PAPBN associado a ampicilina em dose subinibitéria e ampicilina
sozinha reduziram o crescimento planctonico dos isolados em relagdo ao controle (p<0,05) e
houve aumento na producdo de biofilme na presenca de PABN+AMP em relacdo ao controle

(p<0,05), assim, entende-se que a associagdo de PABN com ampicilina estimula a formacao de
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biofilme, porque uma menor concentracdo de bactérias é capaz de formar mais biofilmes em
sua presenca em relacio ao controle (meio LB).

Estudando cepas de E. coli com delecoes de genes de SEM, Bay e colaboradores (2017)
encontraram diminui¢do do crescimento planctonico, redu¢do da formacdo de biofilme e
aumento da susceptibilidade a antimicrobianos. Aqui, foi avaliada a estratégia de se usar um
inibidor de sistema de efluxo (PABPN) com o intuito de se reduzir a formacao de biofilme pelos
isolados, porém nao foi alcangado esse efeito. No presente estudo, utilizou-se PABN a 20
pg/mL, concentracdo preconizada por Kvist, Hancock e Klemm (2008), que alcangaram
reducdo de 50% na formacdo de biofilmes. Esperava-se alcancar uma reducido ainda maior em
relac@o ao reportado por estes pesquisadores quando na combinagdo com ampicilina, porém os
resultados foram contrdrios. Uma vez que a inibicdo de AcrAB-TolC por PABN ¢ dose-
dependente (BOHNERT; KARAMIAN; NIKAIDO, 2010), utilizar uma concentracdo maior
desse inibidor poderia resultar na reducdo da formacao de biofilme. S3o necessédrios mais testes
para avaliar o impacto da variacdo da concentracdo de PAPN na presenga de ampicilina na
formacao de biofilme.

H4 também que se pensar nos complexos mecanismos regulatrios de vérios estagios
da formacgdo de biofilmes em E. coli. Uma vez que condicdes adversas sdo percebidas pelas
bactérias, sistemas de sinalizacio de dois componentes cumprem sua transducio para o genoma,
transferindo as populagdes microbianas para o modo de existéncia estruturado através da
construcdo de biofilmes (MARKOVA et al., 2018). Assim, a presenca de PABN junto com
ampicilina pode ter levado a ativacdo de alguma das vias de sinalizacdo que culminou na
mudancga para o modo de vida séssil.

Quanto a tipagem molecular por PFGE, houve alta diversidade clonal entre os isolados
de origem humana mesmo adotando-se um cutoff abrangente de 80%. Formaram-se entre esses
11 clusters entre os quais oito inclufam apenas um isolado, ou seja, houve grande diversidade
genética, mesmo com todos os isolados sendo obtidos em um tnico hospital, em ambiente de
tratamento intensivo. Sendo E. coli tipicamente associada a infeccdo em sistema urindrio e
sepse, ainda € agente causal de meningite em neonatos e estd associada a infeccdes em pele e
tecidos moles (WHO, 2014); infere-se, assim, que essas bactérias foram oriundas dos
portadores das diferentes infec¢des, que provavelmente vinham de distintas regides e nao se
caracterizam como uma contaminacao hospitalar.

Dentre os isolados animais, formaram-se quatro clusters, e apenas dois foram formados

por um unico isolado. Diferente do que foi demonstrado para os isolados de origem humana, os
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isolados de origem animal foram mais homogéneos, com um cluster formado por seis isolados
com similaridade superior a 94%. Sendo E. coli considerado um patégeno ambiental para
mastite (RADOSTITS et al., 2002), se deduz que clones similares estao presentes nas diferentes
fazendas de onde os isolados foram obtidos.

Apesar de ter sido demonstrada a atividade de efluxo nos isolados aqui estudados, as
tentativas de inibi-la ndo resultaram em diminuicdo da resisténcia a ampicilina e a
ciprofloxacina, bem como nao diminuiram a formacgao de biofilme. Uma vez que as bactérias
possuem um amplo repertdrio de estratégias para superar os antimicrobianos (BYRD et al.,
2021), acredita-se que outros mecanismos de resisténcia possam estar atuando simultaneamente

nos isolados do presente estudo. Assim, mais estudos serdo necessarios para definir o papel de

SEM na formagdo de biofilmes em isolados de E. coli multirresistentes.
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Capitulo 2 — Resisténcia mediada por Sistema de Efluxo Multidrogas em Staphylococcus

aureus multirresistentes
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1. INTRODUCAO

Staphylococcus aureus desenvolve resisténcia a antimicrobianos por diferentes
mecanismos. Esses mecanismos incluem limitacdo da absor¢do, modificacio do alvo,
inativacdio enzimdtica e efluxo ativo da droga (YILMAZ; OZCENGIZ, 2017).

Sistemas de efluxo multidrogas (SEM) evitam o acimulo de drogas dentro da bactéria
por meio de sistemas de transporte ativo que transportam substincias tdxicas, como
antimicrobianos, para o meio extracelular (LI; NIKAIDO, 2009). Segundo Shamkhi e
colaboradores (2019), SEM tém papel vital na multirresisténcia aos antimicrobianos (MDR)
em S. aureus, sendo MDR definida como nao-suscetibilidade a pelo menos um agente em trés
ou mais classes antimicrobianas (MAGIORAKOS et al., 2012).

Evidéncias sugerem que SEM também desempenham um papel na formacao de biofilme
(ALAV; SUTTON; RAHMAN, 2018), que é definido como uma comunidade séssil,
caracterizada por células que estdo irreversivelmente ligadas a um substrato ou interface ou
entre si, incorporadas em uma matriz de substincias poliméricas extracelulares autoproduzidas
e exibem um fenotipo alterado em relacdo a taxa de crescimento e transcri¢ao de genes (SOTO,
2013). O crescimento na forma de biofilme desempenha um papel importante durante a
infeccdo, fornecendo defesa contra varios mecanismos de eliminagdo, protegendo as bactérias
(LISTER; HORSWILL, 2014).

Assim, os objetivos do estudo foram detectar a atividade de Sistemas de Efluxo
Multidrogas em S. aureus multirresistentes obtidos de diferentes bacteriotecas, averiguar sua
influéncia na multirresisténcia e verificar sua interferéncia na producao de biofilmes por esses

isolados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao dos isolados bacterianos e condi¢oes de multiplicacao

Foram selecionados isolados de Staphylococcus aureus multirresistentes pertencentes a
diferentes bacteriotecas de laboratdrios de pesquisa parceiros (Tabela 1). As informagdes sobre
resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de origem humana e de alimento estdo resumidas
na Figura 1. O isolado de origem animal (St 754), foi resistente a oxacilina, ciprofloxacina,
eritromicina e tetraciclina. Todos os isolados selecionados para o estudo sdo resistentes a

meticilina (MRSA).
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Tabela 1 — Isolados de Staphylococcus aureus multirresistentes selecionados para o estudo.

Identificacio Laboratério Fonte de isolamento Origem
St 05 A Secre¢do de ferida Humano
St 08 A Tecido 6sseo Humano
St 09 A Tecido 6sseo Humano
St 10 A Parafuso ortopédico Humano
St 14 A Fragmento 6sseo Humano
St 18 A Hemocultura Humano
St 30 A Cultura de vigilancia -Swab Nasal Humano
St33 A Secrecdo subdural Humano
St 37 A Sintese Humano
St 38 A Partes moles Humano
St 39 A Cultura de vigilancia - swab nasal Humano
St 67 A Hemocultura Humano
St 74 A Secregdo traqueal Humano
St 77 A Hemocultura Humano
St78 A Hemocultura Humano
St 80 A Cultura de vigilancia - swab nasal Humano
St 82 A Secre¢do traqueal Humano
St 92 A Cultura de vigilancia - swab retal Humano
St 104 A Cultura de vigilancia - swab nasal Humano
St112 A Secrecao traqueal Humano
St 261 A Osso cranio Humano
St 262 A Secrecao Humano
St 282 A Fragmento de ferida de mie Humano
St319 A Tecido fistuloso Humano
St 331 A Secre¢do traqueal Humano
St574 A Swab nasal Animal
RP 01 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 03 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 05 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 06 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 07 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 09 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 27 B Queijo coalho de cabra Alimento
RP 28 B Queijo coalho de cabra Alimento

Todos os isolados foram reativados em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Himedia) para,
em seguida, serem congelados, utilizando glicerol a 20% como crioprotetor. Todos os isolados
foram mantidos a -80 °C e foram reativados em caldo por incubac¢do overnight a 37 °C para a

realizacdo dos ensaios.
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A confirmagdo da espécie foi realizada por meio de PCR para o gene nuc, utilizando os
primers nuc — I 5-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3> e nuc - 2 5'-
AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' (YANG et al., 2007).

Figura 1 - Mapa de calor de resisténcia aos antimicrobianos para isolados de Staphylococcus aureus
multirresistentes. Os isolados foram divididos por laboratério (LAB) de origem.

LABA LABB
HUMANOS ALIMENTOS
n=25 n=8

Vancomicina ot
Doxiciclina
Tetraciclina

Minociclina

Sulfazotrim

Rinfampim

Gentamicina

Sulfonamida

Sulfazotrim
Trimetorpim

Daptomicina

Cloranfenicol

Linezolida Nitrofurantoina

Tigecilina Ceftiofur

Percentual de isolados resistentes ao antimicrobiano

° s

Fonte: elaborado pela autora.

2.2. Reagentes quimicos

O desacoplador de prétons carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP); o corante
brometo de etideo (EtBr) e os antimicrobianos ciprofloxacina (CIP) e tetraciclina (TET) foram

adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil.
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2.3. Deteccao molecular dos sistemas de efluxo multidrogas

Foi utilizada a técnica de PCR para detectar os genes dos sistemas de efluxo multidrogas.
A extracdo do DNA gendmico foi realizada por meio do Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega) seguindo as orientacdes do fabricante. As reacdes de amplificagdo foram
conduzidas para cada isolado em 25 puL de mistura de reacdo contendo 12,5 uL de GoTaq®
Green Master Mix (Promega), 20 pmol de cada primer, 2 uL. de material genético e 6,5 pL de
dgua nucleasse free. A mistura de reacdo foi submetida a termociclagem. Ao final, o produto
da reagdo foi separado em corrida eletroforética a 75V em gel de agarose a 1% corado com
UniSafe Dye® (Uniscience). Os géis foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados
utilizando-se o L-Pix EX. O tamanho dos amplicons foi estimado por comparaciao a um padrdo
de peso molecular de 50 pb.

Os genes pesquisados, primers utilizados, tamanho dos produtos e programas estao
especificados na Tabela 2. O controle utilizado nas reagdes de norA, norC, ImrS e tet38 foi o
isolado S. aureus 4° (LIMA et al., 2020). Para os genes norB e msrA utilizou-se como controle,

o tamanho do amplicon formado.

Tabela 2 - Primers para deteccio de genes de sistema de efluxo multidrogas de Staphylococcus aureus através
da técnica de PCR.

Gene Familia Primer  Sequéncia (5°-3’) Pr((;(::;to Referéncia
tet38 -1 TTCAGTTTGGTTATAGACAA (TRUONG-
ret3§  MES 1382 CGTAGAAATAAATCCACCTG 0 Dy et
norAl ~ TGCAATTTCATATGATCAATCCC (TRUONG-
BOLDUC;
norA  MFS 150 ZHANG;
norA2  AGATTGCAATTCATGCTAAATATT HOOPER.
2003)
norBl  GAAGATAGTTTCAATACAGA (TRUONG-
norB MES B> ATTATAAATGATAGGATGAA 400 E&E?UC etal,
norC-f  AAATGGTTCTAAGCGACCAA (TRUONG-
nre MBS orcor ATAAATACCTGAAGCAACGCCAAC %0 TELBUCet
Lrs -y GCAAGCTTATGGCTAAAGTTGAATTA
S MES M= ACAAC 1400 (FLOYD et al.,
mr Lo GCGGATCCTTAAAATTTCCTTCTATT 2010)
M =T ACTTT
oA Apc  MSrA-f  TCCAATCATTGCACAAAATC 163 (MARTINEAU
msrA - r  AATTCCCTCTATTTGGTGGT et al., 2000)

ABC: ATP-Binding Cassette; MFS: Major Facilitator Superfamily
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2.4. Deteccao fenotipica dos sistemas de efluxo multidrogas

Os isolados confirmados como S. aureus e que apresentaram genes relacionados aos
Sistemas de Efluxo foram caracterizados fenotipicamente através da avaliagdo da concentracao
inibitéria minima na auséncia e presenca de CCCP e através da quantificacdo do efluxo de

brometo de etideo para verificar a atividade de SEM pelos isolados.

2.4.1. Concentragdo Inibitoria Minima (MIC)

Foram determinadas as Concentragdes Inibitorias Minimas (MICs) de ciprofloxacina e
tetraciclina na presenca e auséncia do inibidor de sistema de efluxo CCCP. Esses
antimicrobianos foram escolhidos pelo grande nimero de isolados resistentes a eles e que
possuiam genes de SEM relacionados a seu efluxo (Figuras 1 e 3). As MICs foram determinadas
em placa de microtitulagdo de 96 pogos por microdiluicdo em caldo conforme diretrizes do
CLSI (2018) utilizando um inéculo final de 5x103 UFC/mL apés reativacio overnight a 37 °C
dos isolados. O teste de MIC foi feito em duplicata e repetido trés vezes, sendo considerada a
MIC a menor concentracdo capaz de inibir a multiplicagdo bacteriana, comparando-se 0s

resultados aos controles.

2.4.2. Quantificacdo de efluxo

Foi utilizado o corante EtBr conforme protocolo descrito por Kaatz e col. (2000) com
algumas modificacOes. Para o ensaio, as cepas de S. aureus foram cultivadas overnight em caldo
BHI. O cultivo fo1 diluido a uma DOesso de 0,7 a 0,8, e permaneceu em repouso a temperatura
ambiente por 20 minutos. Em seguida a DOggo foi ajustada a 0,4 com caldo BHI contendo CCCP
(100 uM) e EtBr (10 pg/mL). As culturas permaneceram em repouso por uma hora a
temperatura ambiente para possibilitar o carregamento das bactérias com EtBr. Depois da
incubagcdo, 400 pL da cultura foram sedimentadas (4000 rpm/5 min), o sobrenadante
descartado, e entdo ressuspensas em 400 puL de tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,2. Na
sequéncia, 50 uL da cultura foi distribuida em microtubos de 500 uLL que previamente haviam
recebido 50 uLL de PBS, ou 50 uL de BHI com CCCP ou 50 pL de glicose (1M), uma duplicata
por tratamento. A fluorescéncia da suspensdo foi acompanhada através da aquisi¢cdo por 60
ciclos de 10 segundos em um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen), utilizando-se os

comprimentos de onda de excitagdao e emissao de 530 e 610 nm, respectivamente.
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2.5. Biofilme na presenca e auséncia de CCCP

Foram avaliadas a formacdo de biofilmes pelos isolados de S. aureus na presenca e
auséncia de CCCP, para verificar a influéncia dos SEM em sua formacao. Os biofilmes foram
avaliados quanto a quantidade de biomassa formada e a viabilidade. Também se analisou o
crescimento planctonicos dos isolados submetidos aos mesmos tratamentos.

Para representar o crescimento planctonico, os isolados foram cultivados Tryptic Soy
Broth (TSB) adicionado de glicose (1%) com ou sem CCCP (0,78 uL/mL). Colonias isoladas
foram cultivadas em a 37 °C overnight (18-20 h) para preparar um inéculo padrio de 108
UFC/mL. Em seguida, os cultivos foram diluidos 1/20 em 3 mL de TSB, e 100 puL dessa
diluicao foram distribuidos em placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde os pogos tiveram o
volume completado para 200 uL com TSB estéril (107 UFC/mL/poco). Um poco ndo inoculado
serviu como controle de esterilidade. Os isolados foram inoculados em triplicata, e incubados
sob agitacdo (100-150 rpm) a 37 °C. Ap6s 24 horas, foi realizada medida da densidade 6tica a
550 nm, em um espectrofotometro leitor de placas.

Para os testes de viabilidade de células de biofilme e quantificagdo da biomassa de
biofilme as placas foram incubadas a 37 °C sem agitacdo durante 24h. Os biofilmes crescidos
24 h foram corados pelo método de coloracdo de Cristal Violeta (CV), descrito por Stepanovic
et al. (2000), para quantificar a biomassa. Em resumo, apds o periodo de incubac¢ao, os pogos
foram enxaguados com 200 puL tampao PBS estéril e secos ao ar durante 10 minutos. Os
biofilmes foram fixados adicionando 150 pL/pog¢o de metanol 99% por 15 minutos. A coloragao
foi feita com 150 pL/poco de CV 2% (p/v) por 15 minutos. Os pogos foram enxaguados em
dgua corrente até a retirada de todo o corante livre e depois descorados durante 30 minutos com
200 pL de etanol 95%. A ODsso foi medida em seguida.

Para verificar a viabilidade dos biofilmes, apds o periodo de incubagio, os pogos foram
lavados duas vezes com 200 puL/pogo de solugdo salina 0,9% (p/v) esterilizada. Os biofilmes
sobreviventes foram desalojados por sonica¢do durante 10 min, com 200 uL/po¢o de meio de
recuperagdo estéril (TSB com 1% (v/v) de Tween 80). Os biofilmes recuperados foram
inoculados (10 pL/in6culo) em placas de a4gar BHI e incubados a 37°C por 24 h para determinar
a viabilidade das células de biofilme de acordo com a sua UFC/poco.

Os resultados obtidos em TSB foram comparados ao controle negativo (meio nao
inoculado) para classificar os isolados quanto a producao de biofilmes, utilizando-se os critérios
propostos por Stepanovic e col. (2000): OD < ODc = ndo produtor; ODc < OD < 2xODc =
fraco produtor; 2xODc < OD < 4xODc = produtor moderado e 4xODc < OD = forte produtor.
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Onde OD ¢ a média das densidades 6ticas obtidas para o isolado avaliado e ODc a média das

densidades 6ticas do controle negativo.

2.6. Tipagem molecular

As andlises de macrorrestricio do DNA foram realizadas seguindo o protocolo descrito
por André e col. (2008) com algumas modifica¢des. Para a confec¢do dos plugs, os isolados
foram inoculados em caldo BHI e incubados a 37 °C por 16 a 18 horas até a obten¢ao da
densidade 6ptica 0,8-1 (DOs9onm). Apds o ajuste da DO, 200 pl da suspensdo bacteriana foram
transferidos para microtubos de 1,5 mL e centrifugados a 15000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 150 pl de solucdo Cell Suspension
Buffer (10 mM Tris-HCI pH 7,2, 20 mM NaCl, 50 mM EDTA). Em seguida adicionou-se 7 pl
de lisostafina (1 mg/ml) e 7 pl de lisozima (10 mg/ml). Apés homogeinizagdo, 150 pul de agarose
de baixo ponto de fusdo a 2% e foi adicionada a solugdo, e a mistura foi transferida para o molde
de plug, preenchendo-se dois pocos por isolado. O molde foi mantido a 4 °C por 5 minutos para
solidificacdo. Depois os plugs foram transferidos para microtubos de 2,0 mL contendo 1,0 mL
de Lysis Buffer (10 mM Tris-HCI pH 7,2, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, 0,2% deoxycholate,
0,5% sarkosyl) e incubados por 1 h a 37 °C em banho-maria. Apds a incubagdo removeu-se o
Lysis Buffer e adicionou-se 500 uL. de PK-PK Buffer (60 U/mL — 250 mM EDTA pH 9,0, 1%
sarkosyl). Seguiu-se uma incubagdo a 50 °C por 30 min. Depois o PK-PK Buffer foi descartado
e os plugs enxaguados com 1,4 mL de Wash Buffer (10 mM Tris-HC1 pH 7,6, 0,1 mM EDTA).
Depois, seguiram-se trés lavagens com 1,4 mL de Wash Buffer a 50 °C por 30 min. Ao final
das lavagens, adicionou-se 1,4 mL de Wash Buffer aos microtubos para armazenamento a 4 °C.
Para a restricdo enzimatica, cerca de 1/3 do plug original foi seccionado e adicionado em
microtubos de 1,5 mL devidamente identificados. Os plugs foram submetidos a equilibrio
inicial em 300 pL do tampdo da enzima (MultiCore®, Promega) 1X por 10 min a temperatura
ambiente. Apds descarte do tampao de equilibrio, 150 pL do tampao 1X adicionado de 25 U da
enzima de restricdo Smal (Promega Corporation, Madison, EUA), foi transferido para os
microtubos. Os plugs foram incubados a 25 °C por 4 h em banho seco. O DNA presente nos
plugs, foi separado utilizando o aparelho CHEF-DRIII (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
EUA), seguindo o protocolo de corrida: 5,3 a 34,9 segundos, por 18 horas, em angulo de 120°,
6V/cm, em tampao TBE 0,5 X mantido a 14 °C. Foi utilizado como marcador Salmonella
enterica serotype Braenderup H9812 (CDC), restringidas com 20 UI de Xbal (HUNTER et al.,

2005) e adicionado em trés canaletas por gel realizado. Os géis obtidos foram revelados em
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banho de imersdo com brometo de etideo 1% e visualizados em transiluminador sob luz
ultravioleta e fotografados para andlise posterior (L-PIX EX). As bandas obtidas foram
analisadas usando o software BioNumerics v.6.6.4 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Para a
andlise e interpretacdo dos resultados foi construido um dendrograma, utilizando-se o
coeficiente de similaridade de Dice e Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA) com grau de tolerancia de 1,5% e otimizacao de 5%. Para agrupamento dos isolados,

adotou-se 80% de similaridade como ponto de corte.

2.7. Estatistica

A prevaléncia dos genes e a quantidade simultanea de genes foi compara quanto a origem
(humano ou alimento) pelo Teste Exato de Fisher. A classifica¢do da producado de biofilmes foi
comparada em relacao ao numero de genes de resisténcia, nimero de classes de antimicrobianos
resistentes e em relacdo a origem também pelo Teste Exato de Fisher.

As médias dos dados de crescimento planctdonico e biomassa de biofilme foram
submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e depois comparadas pelo teste

de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. Sempre se adotou 95% de significancia.
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3. RESULTADOS

3.1. Deteccao molecular de sistemas de efluxo

Os genes detectados por isolado sdo apresentados na Figura 3. O gene mais prevalente foi
o norC, detectado em todos os 34 isolados estudados, seguido de norA em 33 e ImrS em 32
isolados. O gene menos prevalente foi o msrA, encontrado em dois isolados, ambos de origem
humana. O gene norB foi o tnico a apresentar diferenca na prevaléncia quanto a origem, tendo
sido mais detectado entre os isolados de humanos (p<0,05).

Em relagdo a quantidade de genes carreados ao mesmo tempo pelos isolados,
aproximadamente 41% carreavam cinco genes € 47% carreavam quatro. Um isolado foi
positivo para um tnico gene e também um isolado foi positivo para todos os genes pesquisados.
Nao houve diferenca significativa quanto ao ndmero simultaneo de genes carreados em relacio

a origem (humano ou alimento) de isolamento (p>0,05).

3.2. Deteccao fenotipica de sistemas de efluxo

Foram comparadas as MICs de ciprofloxacina e tetraciclina na auséncia e presenca de
CCCP. Com ciprofloxacina foram testados 21 isolados (um de alimento, 19 de humano e o
isolado de origem animal). Com tetraciclina foram testados sete isolados de origem alimentar,
20 de humano e o isolado animal, totalizando 28 isolados. Nao houve redu¢dao na MIC de
nenhum deles, tanto para ciprofloxacina quanto para tetraciclina.

Utilizando o efluxo de EtBr, 19 (55,9%) isolados demonstraram atividade de SEM, sendo
trés (37,5%) de origem alimentar, 15 (60%) de humano e o tnico (100%) isolado animal. A

Figura 2, mostra curvas representativas de isolados sem efluxo e isolados com efluxo de EtBr.
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Figura 2 - Curvas representativas de efluxo de brometo de etideo por isolados de Staphylococcus aureus
multirresistentes recuperados de humanos, animais e alimentos. Em A, hd um isolado com atividade de
Sistema de Efluxo Multidrogas (SEM) e em B, sem atividade de SEM. A linha laranja marca a fluorescéncia
captada na presenga de carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP). Observe que em A, a linha laranja se
mantém acima da linha azul (tampao fosfato-salino — PBS). Em B, a linha laranja fica abaixo. Os dados de
fluorescéncia foram normalizados em relacdo a fluorescéncia emitida quando ha glicose no meio, e representam
os dois primeiros minutos de acompanhamento. Aqui apresentamos as linhas de tendéncia obtidas a partir das
médias de duplicatas.
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3.3. Biofilmes na presenca e auséncia de CCCP

Os 19 isolados de S. aureus que demostraram atividade de efluxo de EtBr foram avaliados
em relacdo a formacdo de biofilme.

Na presenga de CCCP o crescimento planctonico dos isolados foi menor que o do controle
positivo e maior que o do controle negativo (p<0,05). Em relacdo a quantificacdo de biomassa

de biofilmes, quando submetidos ao CCCP os isolados produziram menos biofilme que o
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controle positivo (p<0,05), com resultados semelhantes aos obtidos no controle negativo

(Figura 3).

Figura 3 - Box plot das médias de crescimento planctonico (A) e biomassa de biofilme (B) de 19 isolados de
Staphylococcus aureus multirresistentes obtidos de humanos, animais e alimentos na presenca e auséncia do
inibidor de sistema de efluxo multidrogas carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP).
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C+: controle positivo, meio TSB adicionado de glicose; CCCP a 0,78 pg/mL; C-: Controle negativo, meio TSB
nao inoculado.

Quanto a producgio de biofilme, a classificagdo dos isolados testados € apresentada na

Tabela 3, segundo sua origem de isolamento.

Tabela 3 - Nimero de isolados de Staphylococcus aureus multirresistentes classificados quanto a producio
de biofilme de acordo com sua origem de isolamento.

CLASSIFICACAO
ORIGEM TOTAL
Forte Moderado Fraco Nao produtor
Humano 1 5 8 1 15
Animal 0 0 1 0 1
Alimento 1 1 0 1 3

Nao houve diferenca estatistica na classificacao dos isolados quanto a formagao de biofilme

em relacdo a origem de isolamento (p>0,05).

3.4. Tipagem molecular

Dois dendrogramas foram criados usando o programa BioNumerics versdo 6.6, um para os

isolados obtidos de humanos e outros para aqueles oriundos de alimentos (Figura 4).
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Figura 4 - Dendogramas dos isolados de Staphylococcus aureus multirresistentes baseados nos padroes de
PFGE pés-digestao com Smal associado com genes de Sistema de Efluxo Multidrogas. O agrupamento foi
baseado em coeficiente de similaridade de Dice com Tolerancia de 1,5% e otimizagcdo de 5,0% e UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) usando o software BioNumerics 6.6. A linha vermelha
pontilhada representa o coeficiente de similaridade de 80%. Os clusters foram designados por algarismos romanos
e separados por linhas pontilhadas azuis. Os isolados do Laboratério A foram recuperados de humanos enquanto
os do Laboratério B foram recuperados de alimentos.
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Fonte: elaborado pela autora.

Os isolados obtidos de humanos (Laboratério A), foram bastante homogéneos se
distribuindo em 4 clusters (I a IV). O cluster 111 foi o maior, abrangendo 15 isolados. Houve
também a formacgdo de um singleton (II), conforme ilustra a Figura 4.

Os isolados obtidos de alimento foram mais diversos, com oito isolados distribuindo-se em
cinco clusters. Desses, trés sdo formados por apenas um isolado — singletons (II, IV e V). O

cluster 1 compreende trés isolados e o cluster 111, dois isolados (Figura 4).
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4. DISCUSSAO

O uso ndo planejado e excessivo de antimicrobianos nos setores agricola, veterinario e
médico contribuem para o aumento epidémico global da resisténcia antimicrobiana (AMR)
(SAMREEN et al., 2021). Uma vez que os antimicrobianos usados na saide humana e animal
compreendem em grande parte as mesmas classes, pode ocorrer transmissdo de genes de
resisténcia entre animais e pessoas, diretamente ou através do meio ambiente (ROBINSON et
al., 2016).

Dentre os isolados selecionados, verificou-se alta resisténcia (94,1%) a eritromicina, um
antimicrobiano da classe dos macrolideos (Figura 1), uma das classes de escolha para o
tratamento de infec¢des por S. aureus devido as suas propriedades farmacocinéticas e seu perfil
antimicrobiano. De acordo com Fiebelkorn e col. (2003), em Staphylococci, a resisténcia a
macrolideos pode ser devido ao efluxo ativo (codificado por msrA) ou modificagdo do alvo
ribossOmico (resisténcia a macrolideo-lincosamida-estreptogramina B [MLSB]; geralmente
codificado por ermA ou ermC). Em nosso estudo apenas dois (5,9%) isolados apresentaram o
gene msrA. Evidéncias mostram que a modificacdo de alvo codificada por ermA, ermB e ermC
€ o principal mecanismo em S. aureus para a resisténcia cruzada aos antimicrobianos MLSB,
incluindo resisténcia a eritromicina e resisténcia cruzada a lincosamida clindamicina (SUN et
al., 2018). Assim, acredita-se que no presente estudo, a resisténcia da maior parte dos isolados
deu-se por modificacdo de alvo, uma vez que houve pouca amplificacdo de msrA e ha elevada
resisténcia a clindamicina (Figura 1).

Quanto a ciprofloxacina, um dos mecanismos de resisténcia em S. aureus € a presenca de
bombas de efluxo (RAJABI et al., 2020), e os SEM NorA, NorB e NorC tém a capacidade de
expelir essa fluorquinolona (BAMBEKE; PAGES; LEE, 2010; TRUONG-BOLDUC et al.,
2006). A deteccdo dos genes norA, norB e norC foi de 97,1, 76,5 e 100%, respectivamente, e
em todos os isolados do estudo pelo menos um desses genes foi detectado (Figura 4), o que
pode explicar a alta resisténcia a ciprofloxacina (Figura 1).

NorA, NorB e NorC pertencem a Major Facilitator Superfamily (MFES), familia de
transportadores ativos secunddrios impulsionados por gradientes de fons. Sendo CCCP, um
desacoplador de energia, é capaz de atuar como um inibidor desses SEM. No entanto, seu uso
nao foi capaz de diminuir a MIC em nenhum dos isolados resistentes a ciprofloxacina.

Outro mecanismo que causa resisténcia a fluoroquinolona, sdo mutagdes que ocorrem na

regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR) da topoisomerase IV codificada por
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grlA/grlB e DNA girase codificada por gyrA/gyrB, essas mutacdes diminuem a afinidade da
droga (HASSANZADEH et al., 2017) e podem estar presentes nos isolados estudados.

Em relacio a tetraciclina, 44,1% de S. aureus estudados apresentaram resisténcia (Figura
1). Segundo Wendlant e colaboradores (2013), dois mecanismos de resisténcia as tetraciclinas
foram identificados entre os estafilococos: o efluxo ativo e a protecao ribossomal. O SEM Tet38
da familia MFS, confere, entre outros, resisténcia a tetraciclina (TRUONG-BOLDUC; WANG:;
HOOPER, 2021). NorB também € capaz de efluxar tetraciclinas (BAMBEKE; PAGES: LEE,
2010). Porém, da mesma maneira que aconteceu com ciprofloxacina, o uso de CCCP ndo foi
capaz de reduzir a MIC de tetraciclina em nenhum dos isolados avaliados. Assim, a protecdo
ribossomal pode ser a estratégia utilizada por esses isolados.

Ainda, em S. aureus MgrA atua como um regulador indireto da expressao de norA, norB,
norC e tet38, regulando negativamente a transcri¢cdo desses genes (TRUONG-BOLDUC;
STRAHILEVITZ; HOOPER, 2006). Assim, a dificuldade em diminuir as MICs dos isolados
resistentes e positivos para os genes de SEM com o uso de EPI também pode ter ocorrido devido
a baixa transcri¢do desses, o que implicaria em poucos sistemas de efluxo atuantes e passiveis
de serem inibidos.

O gene ImrS que codificam para essa proteina estd localizado no cromossomo bacteriano
e foi detectado em 94,1% dos S. aureus multirresistentes selecionados para esse estudo (Figura
4). O SEM LmrS também pertence a familia MFS e possui como substratos linezolida,
cloranfenicol, florfenicol, trimetoprim, eritromicina, canamicina, dcido fusidico, lincomicina,
estreptomicina, tetrafenilfosfonio e brometo de etideo.

Brometo de etideo € substrato para diferentes SEM, dentre os pesquisados no presente
trabalho, € efluxado por NorA e LmrS (HASSANZADEH et al., 2017). Comparando-se seu
efluxo na presenca e auséncia de CCCP, 55,9% dos isolados exibiram atividade de SEM.
Brometo de etideo € particularmente adequado para ser usado como uma sonda para esses
estudos porque emite fluorescéncia fraca em solugdo aquosa e torna-se fortemente fluorescentes
em ambientes ndo polares e hidrofébicos, especialmente quando penetram na parede celular
bacteriana e se acumulam no citoplasma (VIVEIROS et al., 2010).

Nao é de nosso conhecimento o uso dessa ferramenta como screening para detectar
atividade de efluxo em S. aureus, sendo mais comumente utilizada para comparar a atividade
de SEM em isolados alterados geneticamente para superexpressar ou nocaute para genes de
SEM. Também ha relatos de seu uso na comparacao da fluorescéncia emitida para determinar

atividade de novos compostos como EPI (DE SOUSA ANDRADE et al., 2020; ESPINOZA et
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al.,, 2019). No entanto, utilizar o efluxo de EtBr em nossa bacterioteca nos possibilitou
evidenciar a atividade de SEM mesmo quando ndao conseguimos esse feito por meio do uso da
MIC, a técnica mais tradicionalmante utilizada. Descrevemos aqui, portanto, uma nova
aplicacdo da técnica que pode ser utilizada como suporte as técnicas tradicionais para deteccao
de atividade de SEM.

Para determinar o efeito da inibi¢do do efluxo na formacao de biofilme, utilizamos CCCP.
Em comparagao ao controle, a presenca de CCCP diminuiu a formagao de biofilme dos isolados
que tiveram atividade de SEM (Figura 3). Diminui¢do da formacdo de biofilme de S. aureus
utilizando CCCP havia sido relatada previamente (BAUGH et al., 2014; GARRISON et al.,
2015). A inibicdo da formacdo de biofilme ndo foi resultado de ag¢do antibacteriana, uma vez
que os isolados foram capazes de se multiplicar na presenga de CCCP. Assim, a inibi¢do do
efluxo € uma estratégia antibiofilme promissora.

Em relacdo a epidemiologia molecular, o padrdo de restricio obtidos com Smal dos
isolados submetidos a PFGE foram avaliados de acordo com a origem: humanos ou alimento.

Dentre aqueles de origem humana, houve grande homogeneidade, com distribui¢ao de 23
isolados entre apenas quatro clusters com similaridade superior a 84% entre os isolados
agrupados (Figura 4). Todos os isolados de origem humana foram recuperados do mesmo
hospital, dentro de ambiente de terapia intensiva. Tendo em vista a grande semelhanca
encontrada nos padrdes de restricdo, acredita-se que esses isolados sejam residentes do
ambiente e capazes de causar infeccOes hospitalares. Além disso, pode-se pensar adocao do
modo de vida séssil por esses isolados, que dificulta a sua eliminagdo do ambiente, mesmo
utilizando técnicas corretas de desinfec¢do e assepsia.

Analisando-se os isolados de origem alimentar, oito isolados foram distribuidos em cinco
cluster. Diferente do demostrado nos isolados de origem humana, nesse caso o padrao foi
bastante heterogéneo. Essa diversidade provavelmente reflete as multiplas fontes de
contaminacdo por S. aureus, ou seja, animais e seu leite cru, ambiente de processamento e
pessoal envolvido na cadeia de produ¢do (LONCAREVIC et al., 2005).

Assim, isolados de S. aureus multirresistentes de humanos, animal e alimento carreiam
distintos genes de SEM, e tiveram sua atividade detectada através do efluxo de brometo de
etideo. A inibicdo dessa atividade ndo alterou a resisténcia aos antimicrobianos ciprofloxacina
e tetraciclina, porém resultou na diminui¢ao da formacao de biofilme por esses isolados. Essa
pode ser uma estratégia adotada na tentativa de diminuir as infec¢des hospitalares causadas por

essa bactéria, que pode estar se mantendo no ambiente através de biofilmes. Destacamos ainda,



60

a utilizagcdo da quantificacio do efluxo de brometo de etideo como uma ferramenta de triagem

para deteccdo de atividade de SEM em S. aureus.
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CONCLUSOES GERAIS

Em isolados multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli recuperados
de humanos e animais, os sistemas de efluxo multidrogas estdo amplamente difundidos. Nesses
isolados, essas bombas sdo funcionais e tém atividade relevante. No entanto, as tentativas de
inibi¢do desses sistemas ndo culminaram em restituicdo da sensibilidade aos antimicrobianos
avaliados, provavelmente devido a ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia
simultaneamente, embora para E. coli tenha havido diminui¢cao da MIC.

Em relagdo a formacio de biofilmes, resultados controversos foram encontrados: em E.
coli, 0 uso do inibidor de SEM ndo resultou na diminui¢do da formagado de biofilme enquanto
em S. aureus, sim. Novos estudos com diferentes concentracdes de EPIs sdo sugeridos para
conclusdes mais contundentes em E. coli.

Sobre o perfil genético dos isolados, verificou-se grande heterogeneidade dentre os
isolados de E. coli humanos e mais homogeneidade dentre aqueles advindos de animais,
sugerindo contaminagdo ambiental no grupo dos animais. Em relagdo a S. aureus, de uma
maneira geral, os isolados foram semelhantes geneticamente, com formacao de poucos clusters
como homogeneidade elevada, inferindo-se dispersao ambiental dos isolados, com posterior
infec¢do ou contaminagdo dos pacientes e alimentos, respectivamente.

Esse estudo trouxe dados inéditos e relevantes sobre o papel de sistemas de efluxo
multidrogas em isolados multirresistentes. Destaca-se ainda a utilizacdo de maneira original da
de quantificacdo de efluxo como triagem para a deteccao de atividade de sistemas de efluxo
multidrogas em isolados multirresistentes.

A complementacdo dos resultados aqui publicados com estudos de sequenciamento
completo (Whole Genome Sequencing) dos isolados, ja em andamento, ird fornecer ainda mais
pistas para o esclarecimento do papel de SEM na resisténcia antimicrobiana e na formacao de

biofilmes em bactérias modelo multirresistentes.
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