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RESUMO

A multirresisténcia aos antibidticos € actualmentea questdo de enorme
relevancia clinica, que coloca sérias limitacfestemmos de opc¢des terapéuticas.
Este problema tem ganho particular visibilidade Eemerobacteriaceas, assistindo-
se a um aumento de infec¢des por estirpdssdberichia colmultirresistentes.

Com este trabalho pretendem-se estudar os mecanidisiologicos de
resisténcia aos antibioticos em. coli, com particular énfase na deteccdo e
guantificacdo da componente de efluxo nesta resisté

Foram estudadas 8 estirpes clinicasEdecoli multirresistentes, isoladas no
servico de Patologia Clinica do Hospital dos SAMS& pacientes internados neste
hospitalentre o ultimo semestre de 2007 e o primeiro semdst 2008. A presenca
de actividade de bombas de efluxo nestas estigbevdliada por:

(1) Determinagdo de concentracdes minimas inibgopara a ciprofloxacina,
trimetoprim e gentamicina na presenca/auséncianiiedores de bombas de
efluxo (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazonéempylalanyl arginyB-
naphthylamide, verapamil, tioridazina e clorpromay,

(2) Deteccdo da possivel sobre-expressdo de boddafluxo por aumento da

extrusdo de brometo de etideo, um substrato de domé efluxo, por métodos

gualitativos em placa e quantitativos por fluorineeem tempo real, utilizando um
termociclador em tempo real (Rotor-Gene 3008a Corbett).

(3) Quantificacao relativa dos niveis de expresEmRNA (qRT-PCR) dos genes

acrA, acrB, acrg, acrF, marA yhiV e emrB codificantes e reguladores de bombas

de efluxo relacionadas com a resisténcia aos atitibs enk. coli.

XV
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Das 8 estirpes de. colitestadas, 4 demonstraram possuir um efluxo auneciad
brometo de etideo, que é fortemente inibido pehiisidores de bombas de efluxo
testados, tendo-se verificado concomitante revaediocdo da resisténcia aos
antibiéticos nestas estirpes quando na presengailddores de bombas de efluxo. A
analise por gRT-PCR das 2 estirpes com maior detid de efluxo, foi possivel
verificar a sobre-expresséo dos genes codificgrdes as bombas de efluxo estudados,
destacando-se a sobre-expresséo (50x aumentagondipal sistema de efluxo ek
coli, o sistema acrAB, numa das estirpes altamentesteagt aos antibioticos.
Igualmente foi possivel caracterizar uma estirpeiael deE.coli multirresistente com
actividade de efluxo aumentada devido & sobre sgficedo sistema AcrEF.

Verificou-se que a sobre-expressdo de bombas deoe# uma realidade nas
estirpes clinicas dE. coli, contribuindo significativamente para a multirsé&ncia aos
antibioticos. A utilizacdo de técnicas simples eidas com recurso a substratos
fluorescentes, poderd contribuir para detectar goesnente a resisténcia aos
antibioticos por sobre-expressao de bombas deafNa futuro, o uso de inibidores de
bombas de efluxo como compostos adjuvantes daéigtiep podera vir a constituir
uma opcao clinica a considerar de forma a recuewmmtividade de antibidticos em

estirpes resistentes.
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ABSTRACT

The multidrug resistance to antibiotics is in noasl an important issue with
clinical significance, and that brings restrictiangherapeutic options. This problem
has gained visibility mostly iknterobactereaceaavyith an increase ifEscherichia

coli (E. coli)multidrug resistant infections.

The aim of this work is to study physiologic mecisams of antibiotic resistance
in E. coli, with particular emphasis in the detection andngjfiaation of efflux

component in bacterial resistance.

We have studied 8 multidrug resistdat coli strains, isolated in the Clinical
Pathology Laboratory of SAMS Hospital, Lisbon frévospitalized patients between
the last semester of 2007 and the first semest@008. The presence of efflux

pumps activity in these strains was evaluated diifierent methods:

(1) Determination of the Minimum inhibitory conceation (MICs) for
ciprofloxacin, gentamicin, trimethoprim in the peese/absence of efflux pump
inhibitors (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydragpphenylalanyl arginyf-

naphthylamide, verapamil, thioridazine e chlorprame);

(2) Detection of the efflux pumps over expressiae tb an increase in expulsion of
ethidium bromide, that is an efflux pump substratgh qualitative (solid medium
plates) and quantitative methods (real time fluetiy, with the use of the Rotor-

Gene 3000 Corbetttermocycler).

(3) Relative quantification of mMRNAs (qRT-PCR) atrA, acrB, acrE, acrF, marA

yhiV eemrBefflux pumps encoded genesEncol..
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From the 8 strains d&. coli studied, 4 showed increased ethidium bromide efflu
and we were able to observe reversion/reductiothaf antibiotic resistance when in
presence of efflux pump inhibitors. The qQRT-PCR Igsia of the two strains that
showed the most active efflux activity revealed alrer expression of their efflux-pump
genes, with particular importance on the most irtgrarefflux system ok. coli, the
AcrAB efflux system (50x increasedlf was also demonstrated and characterized a
clinical E. coli MDR strain with its MDR phenotype associated witie over-
expression and increased activity of the AcrEFesyst

The methods used in this work allowed the deteabiotihe increase efflux activity
in multidrug resistanE. coli clinical strains and this increased activity wasreated
with the over expression of their efflux-pump sysse with direct relation to their
multidrug resistance. Therefore, over expressioreftix pump is a fact irgE. coli
clinical strains and this has direct implications their multidrug resistance. The
application of simple and fast techniques mighttebuate to early detect antibiotic
resistance due to efflux pumps over expressionlimcal strains. In the future, the
application of efflux pump inhibitors as helper qooands in antibiotherapy might be a

clinical option to consider.

XViii



Tese de Mestrach Ciéncias Biomédicas de Nadia Borges Charepe

“Antimicrobial resistance will always be with ush& challenge before us
Is to transform this increasingly urgent threabiatmanageable problem.”
J. Todd Weber

National Center for Infectious Gises, Center for Disease Control and Preventionntatl&eorgia, USA



Tese de Mestrach Ciéncias Biomédicas de Nadia Borges Charepe

INTRODUCAO

1. A importancia do fenbmeno da infeccdo associad®s cuidados

de saude e a emergéncia da multirresisténcia aostidnndticos

A infeccdo associada aos cuidados de saude (IAGE¥iéida como sendo uma
infeccdo adquirida pelos doentes em consequénaacdidados e procedimentos de
saude prestados, e que também pode afectar osswofiis de salde durante o
exercicio da sua actividade (DGS, 2007). Previamargsta definicdo, estas infeccbes
eram também designadas como infec¢Bes nosocomiaimra este conceito ndo fosse
abrangente, pois excluia as infec¢des adquiridaarebulatério. Desta forma tornou-se
fundamental, definir este problema de forma maisgalda, permitindo uma articulagéo
entre todas as unidades prestadoras de cuidadmgide, com a finalidade de reduzir o

risco de infecgéo cruzada.

A preocupacdo com as infec¢cdes adquiridas em mespitalar surgiu com o0s
trabalhos pioneiros de Semmelweiss, Lister e Nigialie, nos quais se estabeleceram
0S primeiros esboc¢os da prevencao e controlo @agéab hospitalar, numa era em que

0s hospitais exerciam uma vertente mais humaniaeecientifica (DGS, 2007).

Em Portugal, a infeccdo hospitalar foi abordada peimeira vez em 1930, pela
Direccdo-Geral da Saude e em 1979 pela Direccdal@es Hospitais. Em 1993, a
Direccdo-Geral dos Hospitais, difundiu a neces&dath institucionalizacdo de
comissdes de controlo da infeccdo nos hospitaisankodesenvolvidos sectores
orientadores para minimizar o risco e controlarfad¢cdo nos hospitais, como foi o caso

da criacdo de Comissdes de Controlo da Infeccad) (@S unidades de saude publicas
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ou privadas, integradas na rede nacional de pésstate cuidados de saude.

Posteriormente, a Direc¢do-Geral da Saude em 1888uiu o Programa Nacional de

Controlo da Infeccdo (PNCI), com o objectivo de @arconhecer a dimensédo do
problema e promover as medidas necessérias pasvenpao da infeccdo, através da
identificacdo e modificag&o das praticas de rifGg, 2007).

A IACS, ndo sendo um problema novo, assume cadamaar importancia em
Portugal e no mundo. A medida que a esperancaddeatimenta e que dispomos de
tecnologias cada vez mais avancadas e invasivasctmo de terapéuticas antibidticas
agressivas e ainda a terapéutica imunossupressongnta também o risco de infeccao,
quer em unidades de cuidados intensivos quer erasouhidades hospitalares. Estudos
internacionais revelam que cerca de um terco dasgdes adquiridas no decurso da
prestacdo de cuidados sdo seguramente evitaveiSY@¢ acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), um em cada quatro doentesnados numa Unidade de
Cuidados Intensivos (UCI) tem um risco acrescidadaguirir uma IACS, sabendo-se

ainda, que esta estimativa pode duplicar nos paisess desenvolvidos (DGS, 2007).

Por todos os aspectos acima referidos, a IACS pexidtar em gastos elevados na
saude, pelo aumento da taxa de ocupacdo em unidbElesalde, aumento da
morbilidade e mortalidade e ainda um decréscimquadidade de vida dos individuos,

sendo um problema de saude publica (DGS, 2007).

O uso alargado e muitas vezes indiscriminado dbiétitos desde o aparecimento
em 1940 da penicilina tem conduzido ao aparecimeletanfeccbes graves e que
colocam em risco a vida humana, devido ao fenongenultirresisténcia. O termo
antibiotico refere-se originalmente a compostosunaé& produzidos por fungos ou
outros microrganismos que Sa8o0 responsaveis porinaiimbactérias, tendo sido

introduzido em 1942 por Waksman (Waksman, S.A.|@érishM.,1942). Alguns
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antibioticos podem ser compostos sintéticos queébéampodem matar ou inibir o
crescimentodemicrorganismos (www.cdc.gov). Os &ittdms podem actuar de duas
formas distintas: por efeito bacteriostatico (ageunir as bactérias de se dividirem,
como o caso do cloranfenicol) e por efeito bad@gic(agentes que eliminam as

bactérias, como a penicilina) (Yoneyama & Katsumzb@6).

A resisténcia aos antibioticos é definida comopacmlade da bactéria de se manter
viavel permanente ou temporariamente, sob condigfies destroem ou inibem o
crescimento da maioria dos membros da populacogjsquando a populacdo néao €
susceptivel a concentracdo do antibiotico que dausa pratica clinica, impedindo a

sua eliminacéo total (Cloete, 2003).

Como definicho de multirresisténciangltidrug resistancéMDR) entende-se a
resisténcia a duas ou mais classes de antibiotioos estrutura diferente entre si
(Mahamoud, Chevalier, Alibert-Franco; Kern, Pagg307). A multirresisténcia nao
consegue ser corrigida facilmente uma vez instalpdis existem varios mecanismos
de resisténcia que, uma vez estabelecidos, nadtperra sua reversao, mesmo com a
reducdo ou abolicdo do uso de determinado antibidfiois o fendétipo de resisténcia é

estabilizado ao longo do tempo (Barbosa & Levy, (00

Porque este fendmeno se encontra actualmente em¥psnencial em unidades de
cuidados de saude, é premente que se tente desammacanismos de controlo do uso
de antibioticos, como guias de utilizacdo e manudaisboas praticas, assim como
manter a vigilancia epidemiolégica nos diferentesaisonde o seu uso é frequente
(Tabela 1.1). Os programas de vigilancia epidengjici® devem ser centrados em cada
instituicdo e depois comparados com outras ingigg, isto porque, cada instituicdo
tem as suas proprias caracteristicas no que dpeitesaos microrganismos mais

frequentes e politicas de uso dos antibiéticosh@s=a & Levy, 2000).
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No sentido de limitar 0 seu abuso, os antibiétidee vindo a ser de declaracéo
obrigatoria em termos de prescricédo, tendo quéeamrfundamentada a escolha de um
em detrimento de outros, sendo frequente o apagetintde novas estirpes resistentes,
imediatamente apods a introducao de novos antib®{Barbosa & Levy, 2000; Jones

al, 2004).

Medidas de controlo da resisténcia aos antibiéticos

Prescricdo apropriada do antibiotico:

- Utilizacao deguidelinespara a administragdo dos antibidticos
- Terapéutica combinada

- Rotacéo de antibidticos

- Antibidticos restritamente seleccionados

Programas de vigilancia epidemioldgica:
- Deteccgéo de novos padrdes de resisténcia

- Deteccao rapida de microrganismos resistentes

Controlo da infeccéo:
- Isolamento de doentes e uso de barreiras de cgémie em doentes

infectados/colonizados com microrganismos resisgent

Educacéo dos profissionais de saude

Monitorizacdo computorizada e feedback administoatha prescricdo dags

antibiéticos

Enfase numa abordagem multidisciplinar para coatrlnfeccdo

Reviséo das politicas hospitalares e acreditag@iesgmissdes externas

Tabela I.1 - Medidas de controlo da resisténcia aos antimiarais. Adaptada: Karam &

Heffner,2000.
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A multirresisténcia emerge sobretudo nos casos antds sob antibioterapia
prolongada, como por exemplo, um doente com infexcgi@inarias de repeticdo sujeito
a antibioterapia repetida ao longo do tempo. Muiteges estes doentes ndo sabem
especificar a antibioterapia prévia, ou esta n&wsteonos registos clinicos, e ao ser
internado devido a uma infeccdo sistémica graveyocama septicémia de ponto de
partida urinario, sera tratado empiricamente coiibi@ticos muitas vezes de largo
espectro, sem antes ter sido identificado o orgamie 0 seu perfil de resisténcia aos
farmacos, o que conduz a eliminacéao da flora stisetgomensal. Esta situacéo pode
conduzir a outras co-infec¢des por microrganisnaiegenicos ou por microrganismos
habitualmente comensais, cujo numero de efectieohat aumentado por pressao
selectiva do antibidtico, pois normalmente nas UCts doentes tornam-se
imunossuprimidos devido a factores como a malradrie a necessidade de usar

dispositivos invasivos para administracao de teraggmonitorizacdo/ventilacao.

Esta probleméatica deve- se sobretudo por cada \@g se& manterem doentes
imunossuprimidos em UCIs, sendo este facto potdacipor uso de produtos
antissépticos para a realizacédo da higiene dogemerda propria unidade. Igualmente,
0s procedimentos invasivos e a cateterizacdo deste® ndo ocorrem, por vezes, nas
condicOes ideais de assepsia uma vez que a suEcatné urgente em doentes nestas
unidades, o que aumenta o risco de infeccdo. Quandoente é transferido apos
estabilizacdo, permite a disseminacdo dos micragenrs resistentes que adquiriu ou
desenvolveu durante a passagem pela UCI, dissednnastes microrganismos no

hospital (Karam & Heffner, 2000).

Normalmente neste cenério, as infeccbes sdo causpda mais que um
microrganismo. Esta preconizado p&larviving Sepsis CampaidB8SC), que se deve

colher amostras biolégicas dos locais possiveisféecdo, prévio a administracdo do
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antibiotico e assim que os resultados sdo obtidisslado o agente, sdo retirados o0s
antibioticos de largo espectro que devem ser sulikis por antibioticos de espectro
menos amplo e mais especifico, de forma a reduzirpressdo selectiva

(Www.survivingsepsis.org).

O uso de antibiéticos como profilaxia sobretudo pas-operatérios cirargicos,
quando de forma prolongada, é também um dos factpredisponentes para a
multirresisténcia (Barbosa & Levy, 2000). Assimytdizacdo de terapéutica dirigida
para 0 microrganismo causador da infeccdo é cruwal primeiras horas para a

sobrevivéncia do doente com infeccbes bacteridagsrscas.

Vérios sdo os factores que contribuem para o apagato da multirresisténcia aos
antibioticos em doentes infectados, e como tal enttodeve ser analisado como um
todo onde varias possibilidades devem ser consldera&omo seja 0 uso indevido de
antibiéticos para tratar infec¢des virais, ou dosgmeriodos de tempo incorrectos que
potenciam a multirresisténcia, sendo 0s antecesleptssoais fulcrais para o

desenvolvimento de infecgbes multirresistentesuffaid.1).

No entanto, o fendmeno da multirresisténcia pode rseitas vezes evitado,
efectuando-se um rigoroso controlo microbiol6giCabe aos profissionais de saude na
cadeia multidisciplinar estarem informados e eladas sobre os mecanismos de
resisténcia, sobre a farmacocinética dos antilmgtaentro das varias classes, sobre as
formas de prevencdo da infeccdo e sobre as medelasontrolo face a mesma,
microbiologia dos agentes e por fim, a execucdalide técnicas para identificar o

microrganismo causador da infec¢ao.

Contudo, para que estes procedimentos se mantesgrandisrupcdes, € necessario

que a informacgéo seja partilhada por todos e gpedpria instituicdo fomente essa
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partiiha nas suas praticas locais através de mio®coperacionais e manuais de

procedimentos que necessitam de actualizacdo ovegBarbosa & Levy, 2000).

Uma visao global do fenomeno da multirresisténgamite igualmente identificar
os factores socioeconémicos, como a educacao, Zmhnaiene e condi¢cdes de vida,
como sendo potenciadores desta problematica. Batd#am o aparecimento de
reservatorios de estirpes MDR, na comunidade, tatwale bactérias comensais como
Escherichia coli(E. col) em individuos saudaveis, sem ter havido consumadquoe

antibioticos (Cavat al, 1996).

Os factores ambientais, alimentares e o abusosiefeetantes domésticos e outros
agentes antibacterianos, também sdo apontados cqutenciadores da
multirresisténcia, embora sejam escassos 0s estielosorrelacdo directa entre a
emergéncia de estirpes MDR em animais, na agrieukuagua, e as infecgcbes em

humanos (Barbosa & Levy, 2000).

No entanto, sabe-se que 0s antibidticos podemstieraa natureza, em muitos
locais como na agua e o solo de forma estavelotend efeito pds-utilizagdo muito
duradouro, devido aos detritos excretados pelosaisie residuos sanitarios. Dai a
importancia de ndo se instituir antibidticos parso thumano na promoc¢do do

crescimento veterinério (Barbosa & Levy, 2000).

Se se proporcionarem condi¢gdes para uma presengtnte de concentragdes sub-
terapéuticas e sub-inibitorias de antibidtico nutederminada populacdo bacteriana,
esta situacdo ird conduzir a seleccao da resiat§Bairbosa & Levy, 2000). Esta € a

situacao tipica do ambiente hospitalar e em pdaticia UCI.
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Figura 1.1 - Eventos para a multirresisténcia aos antibiétidegenda: UCI- Unidade de

Cuidados Intensivos; MDR- Multirresistentes.

Joneset al (2004) demonstrou num estudo de vigilancia eurapearte-americano
de emergéncia da resisténcia em bactérias em U 2800 e 2002, que houve um
aumento na resisténcia as fluoroquinolonas entréasséespécies Gram-negativas,
devido ao seu uso indiscriminado, embora com v@esentre paises.

Especificamente na actualidade, assiste-se a urardaargradual da resisténcia nas
UCIs as fluoroquinolonas nas bactérias Gram-negmtie doentes internados nestas
unidades, devido ao abuso destes farmacos, candtitasEnterobacteriaceaeerca de
30% dos isolados com significancia clinica em U@Isibora a estatistica ndo seja

homogénea entre paises (Josiesl, 2004).
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O principal microrganismo causador de infec¢cOeemicas éE. coli com 5% de
frequéncia, segundo dados @enters for Disease Contr@CDC), sendo esta bactéria
uma das mais comuns causas de infeccao nos dbesigtalizados (Karam & Heffner,
2000).

Na comunidade este agente é o responsavel pela paaie das infeccdes urinarias,
e observa-se um grande aumento de estirpes nsikteptes, o que torna dificil o seu
tratamento. Estima-se que em cerca de 11% das reslnes Estados Unidos é-lhes
diagnosticado pelo menos uma infeccdo do tractmand por ano, sendo a
probabilidade de ocorréncia deste tipo de infea@ddongo da vida, cerca de 60%
(Mangeset al, 2001).

Num estudo realizado num hospital de referéncig@eman Royal Hospita), com o
principal objectivo de descrever a prevaléncia e&sténcia aos antibidticos entre
bactérias Gram-negativas em relacdo ao uso deditils numa UCI, observou-se que
entre 0s microrganismos mais comuns encontra\&a-seli em terceiro lugar com 13
isolados em 100 amostras colhidas, sendo 7 destasrentes de infec¢des urinarias
(Al-Lawati, Crouch, Elhag, 2000).

Em outro estudo realizado entre 1986 e 1997, vetifse qué=. coli, era uma das
quatro principais espécies de agentes causadoiafededo associada aos cuidados de
saude, e no que diz respeito as infec¢des do teairtario, era o primeiro agente com
cerca de 19.2% (Weber, Raasch, Rutala, 1999).

Por esta razao, torna-se premente estudar as Gefe@ausadas por esta bactéria
comensal, que quando pressionada pelos antibidtaoiisnente adquire fendétipos de

multirresisténcia colocando grandes dificuldadeseotratamento e erradicacao.
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2.As Enterobacteriaceae e Escherichia coli

As Enterobacteriaceasdo um grupo heterogéneo de bacilos Gram-negajwes
constituem uma familia onde se incluem génerogécess clinicamente importantes,
algumas das quais sempre associadas a infeccOess gcamo Salmonella typhi
Shigella spp.Yersinia pestise outras pertencentes a flora comensal coiielasiella
pneumoniag Proteus mirabilis e E. coli, que podem ainda causar infeccdes

oportunistas

E. coli foi descrita pela primeira vez por Theodor Esdierem 1885 como
Bacterium coli communeajue a isolou nas fezes de recém-nascidos, tendefsas
atribuido o nome pelo qual até hoje é conhecidad&et al, 2005). E. colifaz parte
da flora normal do tracto gastrointestinal anineat) conjunto com outras bactérias
entéricas, ndo sendo por norma causadora de deefgetando o normal

funcionamento intestinal e nutrigao.

Como caracteristicas bioquimicas salienta-se stwrdas fermentadoras da glucose,
oxidase negativas, catalase positivas e reduziremmitbatos a nitritos. Podem ser
aerobios ou anaerdbios facultativos, méveis ou eisde com distribuicdo ubiquitaria.
E anaerdbia facultativa, ou seja, pode cresceresepca ou auséncia de oxigénio, s&o
bacilos com cerca de 1 um de diametro e 2 a 6 poomg@rimento, sendo geralmente
moveis por flagelos peritricos, e possuem adesingige lhes permite aderir a mucosa
intestinal (Brookset al, 2005). O genoma dE. coli é conhecido na totalidade desde
1997. Nao apresenta requerimentos de crescimergptaamtio-se bem a diferentes
habitats (aerdbios ou anaerdbios), podendo transfometabolicamente glucose nos

componentes macro-moleculares que constituem &célu
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Em relacéo a sua estrutura, caracteriza-se paladaequantidade de ribossomas o

que lhe confere um elevado nivel metabdlico. A gaiede celular é constituida por

duas membranas (citoplasmatica e externa) com uaraada intermédia de

peptidoglicano que confere rigidez e forma a célblgura 1.2). A membrana externa €
constituida por lipidos, proteinas e lipopolissacd (LPS), e € responsavel pela
impermeabilidade da bactéria a muitos compostosdéx enquanto a membrana
citoplasmatica € a camada mais interna, seguida ggdaco periplasmatico onde se
encontram as moléculas que sofrem seleccao dedafsaéda da célula, existindo neste

espaco alta actividade enzimatica (Prescott, Hakkyn, 1999).

Membrana externg-s nm)
15 a 80nm
Parede celul
2a3nm
Membrana Membrana
citoplasmatice7-8 nm citoplasmaticgz- 8 nm
Gram-positiva aBr-negativa

Figura 1.2 - Esquema representativo da parede celular em c@®ram-positivas e Gram-

negativas.

Na membrana externa também é possivel observarepesjcanais hidrofilicos,
denominados porinas e também designadas por Ooyisr (membrane proteihs
destacando-se a OmpC e a OmpF, constituidas padro de 16 folha$, formando
um poro transmembranar na membrana externa (Nika@@3). Nem todas as Omps
tém funcdes de transporte mas as porinas tém exguassao e actividade relacionada
com as condigdes nutritivas e ambientais existerttasendo um aumento desta
expressdo o que conduz a entrada de substancrés/asit e a uma diminuicdo para

evitar a entrada de substancias nocivas (Vivetad 2007).
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Entre os antigénios da parede celular, encontaagigénio O (lipopolissacéarido-
estrutura antigénica da bactéria), K ou Vi (prasiou lipopolissacarido da capsula que

previne a fagocitose), H (proteinas flagelares)ssificacéo esta que permite diferenciar

serotipos e constituem os factores de viruléncstageestirpes bacterianas, assim como
as toxinas e as fimbrias (ligacao e persisténBiaokset al, 2001).

Esta bactéria apresenta varios mecanismos de sgdvela, em ambientes adversos
como por exemplo, consegue variar a sua estrutcomportamento sendo sensivel aos
quimicos, pH, temperatura, osmolaridade, entre osutfactores. As alteracOes
estruturais incluem o desenvolvimento de fimbriagapse fixarem a uma célula ou
receptor, variacao do didmetro das porinas paraipea entrada de moléculas maiores
para a sua nutricdo, ou ainda sintetizar enzimes @ecluir determinados compostos

toxicos (Brookset al, 2005).

Apesar de serem bactérias habitualmente comeradierd humana, quando estas
invadem locais ndo habituais para a sua existépodem ser causadoras de infec¢des,
produzindo varias manifestacbes ndo especificasaabedo com o local. Assim
clinicamente, os locais de infeccdo mais comuns edtracto urinario e o tracto
gastrointestinal, podendo ocasionalmente provocangh sistémica (sepsis) sobretudo
em meio hospitalar e em doentes imunossuprimidasoi@et al, 2005).

No caso das infeccfes do tracto urindgocoli é responsavel por cerca de 90% das
primeiras infeccdes em mulheres jovens e causans@iblogia especifica que inclui
disuria, hematuaria, polidria e dor nos flancos @& quode indicar infeccdo das vias
urinarias superiores. Também séo causadoras deEde® urinarias em UCI (Brooks
al, 2005).

No que diz respeito as infec¢bes do tracto gaséstinal salientamos 5 classes

(serotipos), sao eles (Broo&sal, 2005):

31



Tese de Mestrach Ciéncias Biomédicas de Nadia Borges Charepe

- E. coli enteropatogénica (EPEC) responsavel pela diarreia em lactentes,
principalmente em paises em desenvolvimento, pendir diarreia aquosa
normalmente auto limitada.

- E. coli enterotoxigénica (ETEC) mais frequentemente designada como “diarreia
do viajante”.

- E. coli enterohemorragica (EHEC) que esta associada a colite hemorragica,
sindrome hemolitico-urémico, anemia hemolitica a@ogiopatica e trombocitopénia.

- E. coli enteroinvasiva (EIEC), que provoca patologia semelhante a shigelose.

- E. coli enteroagregativa (EAEC) que conduz a diarreia crénica e aguda, em
paises em desenvolvimento mas também transmitida afimentos em paises
industrializados.

A via de transmissdo das estirpes patogénicasEdecoli causadoras de
sintomatologia intestinal, € sobretudo alimentarquainto as infec¢des sistémicas
devem-se sobretudo a uma infec¢do oportunista iagsoao estado imunolégico do
individuo, ou ainda a patologia de base. Por velbentes submetidos a tratamento
cirirgico abdominal podem desencadear um quadroalitdmen agudo com a
proliferacdo de bactérias entéricas pelo organis@otratamento destes quadros
clinicos, encontra-se sobretudo a cargo de argitasipia, no entanto, a susceptibilidade
destes microrganismos é muito variavel, e € marida#orealizagdo do antibiograma
para uma terapéutica mais dirigida.

Em relagdo ao diagnoéstico laboratorial, as estirdesE. coli sdo isoladas
normalmente em meios selectivos como o0 meio de Mak€y, entre outros. A sua
identificacdo pode ser feita através de testesulaigos com kits comerciais (APl 20
E) ou automatizados (VITEK). A utilizacdo da colgia Gram é comum, mas é pouco

sensivel. Este método foi proposto por ChristiaanGem 1884, para categorizar as
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bactérias na base das diferencas estruturais dgaede celular, sendo as Gram-
positivas as bactérias que ficam coradas com urnmeagdo roxo escura e as Gram-
negativas coradas de vermelho vivo, devido as dalifgrs de espessura das suas

camadas de peptidoglicano (Figura 1.3) (Broekal, 2005).

A B

C. D.
Figura 1.3 - Coloracdo de Gram de estirpes clinicagdeoli estudadas neste trabalho cedidas
pelo Hospital dos SAMS, Lisboa. A. (5) Isolada emmbcultura. B. (16) Isolada em

hemocultura. C. (13) Hemocultura. D. (19) Urina.

Entre os antibioticos disponiveis para o tratametdoinfeccfes urinarias e em
particular causadas pdE. coli, 0os que mais sdo prescritos na clinica séo, as
sulfonamidas, fluoroquinolonas, ampicilina, cefalm$nas e aminoglicosideos (Brooks
et al 2005). A maior parte dos antibidticos sdo exdatana urina, assim sendo,

diferentes regimes podem ser usados para curarfes;des urinarias. O antibiotico
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mais comum para o tratamento das cistites é umabioagéo de sulfonamida e

trimetoprim (TMP), e ainda amoxacilina, ciprofloxae (CIP) e outras quinolonas.

No entanto, a amoxacilina hoje em dia tem-se tarnaéficaz no combate as
infeccdes urinarias, pelos padrdes de resistémsareados em infecgbes causadas por
E. coli. Os aminoglicosideos e as cefalosporinas sdo tamteguentemente utilizados
na pratica clinica. Tem-se provado que regimepéertecos de longa duracdo, sao tao
efectivos como os de curta duracao (3 dias). Odesantibioticos endovenosos apenas
se justifica em casos de infeccdo grave das viaanas como o caso da pielonefrite ou

prostatite (Brooket al, 2005).

3. Antibidticos e mecanismos responsaveis pela mésisténcia

Entre 1940 e 1960, foram descobertos inUmerosiatitibs de forma empirica, sem
pré-seleccdo dos alvos, tendo sido utilizados panaonoterapia sistémica e a partir
destes, novos compostos foram desenvolvidos. Nmtnta falta de conhecimento dos
mecanismos de accédo e de actuacdo destes compmsidsiziu ao aparecimento de
toxicidade, espectro de accédo reduzido ou desenvehio de resisténcias, e assim
muitos destes compostos foram excluidos da sudaaté clinica, ou apenas utilizados
em esquemas terapéuticos combinados ou em us® tgilger, 2007). Ao longo do
tempo, a resisténcia aos antibiéticos tem vindoraemtar, o que tem conduzido a total

ineficicia de alguns dos antibiéticos para comlegenfeccdes.

Para que se possam compreender 0S mecanismos isi€n@sa, tem que se
compreender como € que os antibidticos actuammAsgiresenta-se na Tabela I. 2, um

resumo dos mecanismos de accéo e respectiva nesasé®s antibidticos.
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Mecanismos de acg¢éo
dos antibidticos

Mecanismos de resisténcia

Referéncias

Interferéncia na sintese
da parede celular:
- B-lactdmicos,
penicilinas, cefalosporinas,
carbapenems,
monobactamicos
- Glicopéptidos:
vancomicina, teicoplanina

Reducéo da afinidade das PBPs
(penicilin binding proteins) pelo
antibidtico;
Producgéo d@-lactamases

Blancet al, 2006
Brifaset al, 2005
Fluit, Visser,
Schmidz, 2001
Paterson, 2006
Samaha & Araj, 2003

Inibicdo da sintese proteica:

- Ligacdo a subunidade
50S ribossomal: macrélidos
cloranfenicol, clindamicina,

linezolide.

- Ligacao a subunidade
30S ribossomal:
aminoglicosideos,
tetraciclinas.

-Ligacao a
tRNA_sintetaséRNA
transferéncia): mupirocina.

- Impermeabilidade da membrana celu

(efluxo) - (macrdlidos).

- Producéo de enzimas que provocam
alteragGes estruturais no antibiotico, eflux

(aminoglicosideos).

- Alteracéo da permeabilidade celulal
(efluxo) — tetraciclinas.

lahollet, Chevalier,
Bryskier, Pages, 2004

Fluit, Visser,
0 Schmidz, 2001
Retsema & FU,
2001

Bambeke, Pages,
Lee, 2006

Davies & Wright,
1997

Interferéncia na sintese dos
acidos nucleicos:

D

- Inibicdo da sintese do
DNA: fluoroquinolonas.

- Inibicéo de sintese
RNA: rifampicina.

Mutacdes no gene que codifica a enzim
DNA girase e topoisomerase IV

Modificacdo da permeabilidade celuld

(efluxo/porinas).

a Collignon & Angulo,
2006

r Fluit,Visser,Schmid

z 2001
Li, 2005

Paterson, 2006

Inibic&o de vias
metabdlicas: sulfonamidas,
inibicdo da sintese de &cidg

félico.

Mutacdes no gene associado a sintes
acido folico (enzima DHPS (dihidropteroat
sintetase). Plasmideos com genes
codificantes DHPS que séo resistentes 3
sulfamidas.

1S

e de
(0]

Skold, 2000

Disrupcao da estrutura
membranar bacteriana:
daptomicina (polimixinas).

Modificacdo estrutural da parede celular q
por mutacao, quer por adaptacéo.

uerFalagas & Kasiakou,

2005

Tabela I. 2 — Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos. Adaptde Tenover, 2006.

Mechanisms of antimicrobial Resistence in Bacteoia119, S5.
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Do ponto de vista da aquisicdo dos mecanismos sistéacia anteriormente
expostos, existem duas formas de estes emergiresn populacbes bacterianas
infectantes: por aumento da resisténcia intrinf@eganismos de resisténcia fisioldgica
e genética inatos a bactéria) e por resisténcialiada (aquisicdo de informacgéo
genética nova na forma de determinantes genétiaos @ resisténcia) (Anderson,

2004).

No que diz respeito a resisténcia intrinseca, pstle ser aumentada impedindo o
antibiotico de entrar na célula, ndo se incluindsta tipo de resisténcia as mutacdes
cromossOmicas ou a aquisicdo de elementos genétideeis, mas sim, o controlo
através da permeabilidade da membrana externa éatabas de efluxo (BE) que
expelem o antibiotico do interior da célula (Anaers2004). Exemplo classico deste
tipo de resisténcia é a eficacia da membrana exwas bactérias Gram-negativas que
atrasa o influxo de varios antibidticos, detergente corantes através da sua
impermeabilidade estrutural e da actividade das. BESssBEs séo responsaveis pela
extrusdo do antibidtico ou qualquer agente nociaapa bactéria do espaco
periplasmatico para o ambiente, permitindo a sitaestvéncia (Viveiroset al, 2007)
ou ainda a sobre-expressao de enzimas de degraplagé@ie a viabilidade da célula

bacteriana (Silver, 2007).

Pode-se definir este tipo de resisténcia como samala e presente em todas as
estirpes dentro da mesma espécie bacteriana, parau mais classes de antibibticos

(Tenover, 2006).

Por exemplo, a inactivacdo do antibiotico é o ppalcmecanismo de resisténcia aos
antibidticos p-lactamicos, sendo a sua inactivacdo mediada peagilinases que
promovem a catalise da hidrélise do apdactamico (Spratt, 1994). Existem outras

enzimas que promovem a inactivacdo do antibiét@moca as transferases no caso do
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cloranfenicol (Alton & Vapnek, 1979) e as enzimasodificadoras dos

aminoglicosideos (Chevereatial, 1974).

A proteccdo da bactéria pela alteracdo do alvordibiético pode impedir a sua
interaccdo estando estas alteracdes relacionadassustituicbes de aminoacidos, o
gue diminui a afinidade dos antibi6ticos. Por exiemp resisténcia a penicilina pode
ser devida a alteracdes nBenicilin Binding Proteins(PBPs) formando complexos
irreversiveis impedindo a sintese do peptidoglicé®wratt, 1994). Modificacdes nos
ribossomas podem tornar as bactérias menos susgis@tds antibidticos, como no caso

da resisténcia a eritromicina e tetraciclina (Takatal, 1970; Speeet al, 1992).

Como ja referido anteriormente, a principal baargjue impede a entrada de muitos
antibioticos € a membrana celular, que se torna ificil de ultrapassar no caso da
membrana das bactérias Gram-negativas, enquasizeasa camada de peptidoglicano
das bactérias Gram-positivas é menos efectivatdimialteracbes membranares como a
quantidade de porinas e lipopolissacaridos na memabexterna que potenciam a
resisténcia aos antibidticos, embora ndo eviteraln@nte a sua entrada (Jarlier &

Nikaido, 1994).

Por outro lado, a extrusédo activa dos antibiétmmsduz a reducdo da concentracao
citoplasmatica do antibidtico e aumenta a suatégig intrinseca (Levy, 1992). Em
estudos onde se recorreu a isolados clinicos cemtativa de demonstrar o efeito do
uso de antibiéticos em doentes ao nivel da floraersal e emergéncia da resisténcia,
observou-se que isolados fecais de uma determiesgiecie, tinham uma resisténcia
elevada as fluroquinolonas comparativamente a susolados da mesma espécie a
partir de outras localizagbes, como por exemplopdke. Estes resultados foram

explicados pelo facto de grande parte das fluormjonas ligarem-se a diversos
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compostos nas fezes, o que provoca a manutencémaeconcentracdo reduzida do
antibiotico nestes locais.

Assim, foi hipotetizado que exista uma mais foetescdo para a resisténcia nas
fezes do que na transpiracdo porque a bactériapésex a janela selectiva de
concentracdes sub-inibitérias de antibidtico por ymriodo de tempo longo,
entendendo-se como janela selectiva, o periodowEnagoncentracdo de antibidtico é
elevada o suficiente para eliminar a flora suseeptiGustafssoret al, 2003).Assim
existem 4 mecanismos gerais que sao responsavaisepssténcia aos antibiéticos em
bactérias (Figura 1.4):

- Producéo de enzimas responsaveis pela inactivdgamtibioticos pela hidrélise
destes, (1)

- Alteracdo do alvo celular por mutacdo ou moddéma enzimatica, reduzindo a
apeténcia deste alvo para o antibiotico, (2)

- Inibicdo da entrada do antibiético na célula fpegbilidade da célula bacteriana),
3)

- Presenca das BEs. (4)
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Figura 1.4 - Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos eméhast Adaptado: Andersson,
2004. The Ways in which bacteria resist antibiotics

E possivel que os microrganismos desenvolvam urdtifende MDR através da
sobre-expressdo de BEs, que bombeiam uma graniedade de antibiticos de
diferentes classes. Este fendmeno € hoje recomhecaimo responsavel pela
multirresisténcia em muitos isolados clinicos com sem determinantes genéticos
conhecidos para a resisténcia as diferentes cldssastibioticos (Viveirogt al, 2007).
Este fendmeno esta também associado a reducédrddaedos antibidticos na célula,
através da reducdo no namero de porinas e tambl@nalferacdo das caracteristicas da
membrana externa, levando a diminuicdo da entradacdmpostos toxicos para a
bactéria, ndo os impedindo totalmente, podendoedsit® ser sinergético com a tarefa

executada pelas BEs (Hooper, 2005).
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A membrana externa, sendo composta por uma bicarfeslalipidica e de
lipopolissacaridos, é selectiva quanto as molécglas permite entrar, sendo mais
permeavel & passagem através das porinas, dos stampgadrofilicos, enquanto os

agentes hidrofébicos sdo excluidos pelas proteiesta membrana (Figura 1.5).
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Figura I. 5 - Representacdo esquematica dos sistemas exportagocempostos em bactérias
Gram-negativasa) Bombas localizadas na membrana citoplasmabic&ombas de efluxo na
parede celular. FQ, fluoroquinolona, CM, cloranéehi TC, tetraciclina, ML, macrdlidos, BL,
B-lactamicos. Adaptado de Poole, 2005, Efflux-mediantimicrobial resistance, 56, 20-51.

A resisténcia adquirida baseia-se na aquisicdo deerial genético através de
mecanismos de conjugacéo, transformacéo ou trafsdBarbosa & Levy, 2000). A
conjugacéao diz respeito a passagem de plasmidesaptenham genes de resisténcia
para uma bactéria adjacente, através de uma eataggignada pagpilus que liga as

duas bactérias. Por outro lado, o fendbmeno daduad® € devido a passagem de

elementos de resisténcia, via bactériofagos (\dacserianos), e a transformacdo é um
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processo em que a bactéria adquire e incorporaesggamde outras bactérias no seu
DNA, pela sua captura do ambiente aquando da &hdac de bactérias resistentes
(Barbosa & Levy, 2000).

Este processo também se designa por evolucdo htaizocorrendo entre estirpes
da mesma espécie ou entre espécies bacterianentife A transferéncia de material
genético pode ocorrer devido a presenca de plassjittansposdes e cassetes génicas.

A evolucéo vertical deve-se a mutacdes cromoss@npae se desenvolvem na
presenca do antibiético, eliminando alguns indig&klude uma populacdo mas
permitindo que outros sobrevivam, ou seja, aqugles apresentem mutacfes que

confiram resisténcia a determinado antibiotico @hem, 2006).

4.Multirresisténcia por sistemas de efluxo. A estrwra dos sistemas

de efluxo parietal em bactérias e sua caracterizagéioquimica.

Entre os mecanismos de resisténcia anteriormenserids, encontra-se a
multirresisténcia por sistemas de efluxo, sende @stbjectivo de estudo deste trabalho.

As BEs séo proteinas que se encontram presentésdesios organismos, embora
guando se encontram sobre-expressas, tornam-seoposianecanismos de resisténcia
aos antibidticos. As primeiras BEs a serem descritgam as bombas Tet, que
bombeiam especificamente tetraciclinas e sdo cadifis por genes que se podem
encontrar no cromossoma ou em plasmideok ewoli. Os genes mais comuns s&tB
e tetA (Levy, McMurry, Petrucci 1980). O influxo da tetrema pelos membros da
familia Enterobacteriacea@ bifasico, sendo uma fase inicial independentendegia,
em gque o antibiético se liga a superficie da cé&utmssa por difusdo de forma rapida

pelas camadas externas da célula. Numa fase seeumidgendente de energia, a
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tetraciclina atravessa a membrana citoplasmatbaez pela forca motriz de protdes ou
pelo potencial protdnico, pois este transporte @fipe ainda nao foi identificado. A
resisténcia a tetraciclina € devida a diminuicée mioeis de acumulagéo do antibiotico
por diminuicdo do influxo e aumento do efluxo padienambos participar em
simultaneo. Este é um problema major porque selizaceem plasmideos na
proximidade de locais de insercdo, podendo as fiect@dquirir outro tipo de
informacdo genética e aumentar assim o espectsudaesisténcia. Esta resisténcia

pode ser transferida em plasmideos intra e infe¥aéss (Chopra, 2001).

O conhecimento destas BEs permitiu assim entenderaanismo de resisténcia e a
especificidade de determinadas BEs e 0s seus ctospalso, tendo sido identificadas
nove BEs emE. coli (dependentes de energia), muitas delas designcola®
transportadores/BE MDR, podendo bombear uma graadedade de compostos sem

relacéo aparente (Paulsetal 1996).

Algumas das BEs ndo sdo apenas responsaveis paladexde antibidticos mas
também compostos como a hemolisinakengoli (TolC) (Piddock, 2006), ou esteroides
como a progesterona e o cortisol, que sédo substdEoAcrAB-TolC deE. coli, ou
ainda exportar adesinas, toxinas e outras proteinpsrtantes para a colonizacéo e

infeccdo de células humanas e animais (Elkins &lik&y12006).

Com base no critério bioenergético e estruturaBBs podem ser catalogadas em
duas grandes classesecondary multidrug transportergjue utilizam o gradiente
transmembranar electroquimico de protées e sodi@ eonduzir os antibidticos para
fora da célula, e a&TP (adenosina trifosfato) binding cassette supeitfg (ABC), que
usam a energia da hidrélise de ATP, constituindsistemas de transporte primarios

(Lage, 2003).
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Os transportadores da clas#elP-binding cassette superfamilfABC) sé&o
complexos multi-proteicos (formando um canal dendpmrte pela membrana
citoplasmatica) e proteinas citoplasmaticas cornvidatle de ATPases, envolvidos no
efluxo de toxinas, metabolitos e antibiéticos (Fegu6). Um dos transportadores ABC
mais bem estudados é a P-glicoproteina dos mami{@ap, MDR1), cuja sobre-

expressao confere resisténcia aos compostos diotdnsados na quimioterapia (Lage,

2003).

Proteina de ligagdo Substancia transportada

periplasmatica

Periplasma
Exterior
” Transportador
1 i transmembranar
Proteina Interior

hidrolizadora ATP

ATH

ADP-P

Figura 1.6 - Sistema ABC em bactérias Gram-negativas. Adapdasiovw.ugr.es.

Os transportadores da classe slesondary multidrug transporteenglobam quatro
familias fundamentais de BEs (Putnsral, 2000):
1-Major facilitator superfamily(MFS),
2-Multidrug and toxic compound extrusion famiMATE),
3-Small multidrug resistance fami{$MR),

4-Resistance nodulation division fam{igND).
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A sua caracterizacdo estrutural e bioquimica depetal nimero de regides
transmembranares proteicas, numero de componeatésrdba, da fonte de energia

utilizada e do tipo de substratos que a bomba &xpassim temos:

1. Major facilitator superfamily (MFS)

As proteinas transmembranares que pertencem a fastdia participam no
simporte, antiporte e uniporte de varios substratomo acucares, oligossacarideos e
antibioticos (Saieet al, 1999). As proteinas de membrana interna das BEenzendo
a esta superfamilia, apresentam normalmente 124csedmentos transmembranares
(transmenbranar segmertd MS), dividindo-se assim em duas subfamiliascés 12
TMS apresentam aproximadamente 400 amino&cidosrreafo um arranjo de 12
hélices membranares com uaop citoplasmatico entre as hélices 6 e 7, e um sagund
grupo, mais pequeno destes transportadores queeapaen uma topologia de 14 hélices

com umloop citoplasmético inferior (Saiet al, 1999).

S&o descritas como bombas com um Unico componmenatanto podem funcionar
associadas a outras proteinas como € o caso daB=fol®€ emE. coli, que é o
transportador mais importante da familia MFS pata espécie (Lomovskaya & Lewis,

1990).

Outros importantes transportadores da familia MEE .dcoli sdo o MdfA (Cmr),
gue é descrito como sendo responsavel pela ressi@&n cloranfenicol e a uma grande
variedade de compostos com carga positiva e né¢bttgar & Bibi, 1997; Nilsen,
Bakke, Vader, Olsvik, EI- Gewely, 1996), e o Emde esta envolvido na resposta
adaptativa de choque de baixa energia. A exprededBmrD confere proteccdo a

desacopladores como aarbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazo(@CCP), que é
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responsavel por dissipar o gradiente de protéeshmaar, inibindo o efluxo, mas néo
afecta a resisténcia ao cloranfenicol ou as flusragonas (Nagata, 1995).

Acessoriamente e ainda mal descritos temos ospwoaasiores EmrB de 513
aminoacidos e o EmrA, que é uma proteina membidamdnsdo com 42.7 kDa, tidos
como responsaveis por conferir resisténcia a dekatares e antibidticos (Furukawa,
Jackowski, Takamura, Rock, 1993; Lomovskaya & Led@92).

Um grupo importante da familia MFS é os transpamasl Tet, em que ja foram
descritos 10 tipos diferentes, codificados por meiteantes genéticos transportados por
plasmideos e transposfes (¥éiral, 2000, Butaye 2003).

As BEs dividem-se em seis grupos, sendo esta dibs&eada na sequéncia de
aminodacidos. Assim sendo, no grupo 1 encontra-$@\)[€ret(B), Tet(C), Tet(D), e
Tet(E), onde € possivel identificar semelhancasivel os aminoacidos (Roberts,
2005). A maior parte das BH®t conferem resisténcia apenas a tetraciclinantanto,
tet (B), permite a extrusao de tetraciclina e minac&(Petersen; Jacobus; Weiss; Sum;

Testa; 1999).

Transportadores MDR deE. coli da familia Major facilitator superfamily (MFS):

- Ber (Bentley, Hyatt, Aimley, Parish, Herbert, ihi1993)

- EmrD (Naroditskaya, Schlosser, Fang, Lewis, 1993)

- MdfA (Cmr/Cm1A) (Edgar & Bibi, 1997; Nilsen, Bakk Vader, Olsvik, El-
Gewely, 1996)

- EmrB (Lomovskaya & Lewis, 1992)

-TetA (B) Tet(A), Tet(B), Tet(C), Tet(D), Tet(E),et(G), Tet(H), Tet(J), Tet(Y),

Tet(Z), (Yinet al, 2000, Butaye 2003)
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2 Multidrug and toxic-compound extrusion family (MATE)

Inicialmente, as proteinas pertencentes a estalidafram identificadas como
fazendo parte da superfamilia MFS, contudo naosaptam uma homologia de
sequéncia com as proteinas desta familia. Fazete gasta classe, o transportador
YdhE para &. coli,que € homologo de NorM débrio parahaemolyticusjue por sua
vez € responsavel pela resisténcia a corantesrofjumolonas hidrofilicas e
aminoglicosideos (Moritat al, 1998).

Estas proteinas sao constituidas por cerca dee$tups de aminoacidos e contém
12 TMS. As proteinas pertencentes a esta famisimusgradiente de sddio como fonte
de energia para efluxar as fluoroquinolonas e ¢esafMoritaet al, 1998). Pouco mais
se sabe acerca da estrutura desta familia, maa-pertgie tém importancia no que diz

respeito a resisténcia a fluoroquinolonas.

3. Small multidrug resistance family (SMR)

S&o constituidos tipicamente por cerca de 107 ueside aminoacidos e 4 TMS, e
devido ao seu tamanho, estas proteinas funcionano ¢etrameros (Ma & Chang,
2004). A fonte de energia é a forca motriz de metKumar & Schweizer, 2005). A
proteina EmrE (MvrC) (Morimyo, Hongo, Hama-Inabaad¥iida, 1992) é a melhor
representante desta familia &ncoli sendo responsavel pela extrusdo de brometo de
etideo (EtBr) e compostos relacionados. Um segetelnento ainda mal estudado € a
proteina de 36 kDa com 10 TMS codificada pelo gehé,que também é responsavel

pelo transporte de EtBr. A proteina TehA apenastéoonuma das trés regides
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conservadas da familia SMR e é maior que os tratesimyes desta familia, podendo

representar um membro distante da mesma (Pael st 996).

4. Resistance nodulation division superfamily (RND).

Os transportadores RND séo compostos tipicamem&itdgdos por 1000 residuos
de aminoacidos (Tsengt al, 2003) e funcionam formando complexos proteico® q
consistem numa proteina de transporte de memb@mal® TMS, com funcbes de
facilitacdo no transporte, uma segunda proteina pgapel acessorio, proteina de fusao
membranar (MPF), e ainda uma OMP que faz a cagalizaos substratos para o

exterior.

7

Uma caracteristica destes transportadores é angeesde 2 grandesoops
periplasmicos entre 0 TMS 1 e 2, 0 TMS 7 e 8. Aesteutura tripartida atravessa todo
0 envelope celular e exerce um papel sinergétioo @aeducdo da permeabilidade da
membrana externa, razdo pela qual € uma das fandidiaransportadores com mais

importancia na resisténcia em estirpes clinicas.

Nas bactérias Gram-negativas, as BEs desta fat@itiauma importante funcéo na
resisténcia intrinseca a uma grande variedade rdeaéés. Observa-se ainda que as
bombas da familia RND tém uma grande afinidade pausais biliares, efluxando-os, o
que explica a adaptacéao fisiologica ecoli ao tracto gastrointestinal, uma vez que

este habitat apresenta sais biliares (Tharasdi 1997).

Foram revelados sete transportadores desta faeri&. coli, cinco dos quais
funcionalmente caracterizados, AcrEF, AcrD, YhiUMdtABC, AcrAB, todos eles

com associacao ao canal TolC (Kumar & Schweizéd5P0
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O sistema AcrAB é considerado o sistema multicoraptamais importante de
coli sendo constituido por uma proteina membranar d&ofwu proteina acesséria
(MFP -membrane fusion protéina AcrA, uma proteina membranar externa ou OMP, a
proteina TolC, e uma proteina transportadora contaamacteristicas classicas das
proteinas da familia RND, o transportador AcrB (Kur& Schweizer, 2005). A AcrA é
uma proteina altamente assimétrica e considerags@ta, enquanto que AcrB, é um
homotrimero com 12 hélices e um grande dominio periplasmatico. E tripartidma
regido superior em forma de funil, numa regido reérmomposta por trés vestibulos e
em um dominio inferior em forma de poro (PiddocRD&. Em relagdo a proteina
TolC, esta apresenta trés promotores que formantUnel continuo que atravessa a
membrana externa e o espaco periplasmatico. Estepgade transitoriamente abrir pela
interaccdo com um transportador membranar intermergezado, possibilitando a
comunicacao do citoplasma e o exterior (PutmannyVkenings, 2000). A estrutura de
TolC é composta por trés mondmeros, que contribcem dois residuos de aspartato
para formar um grupo de seis que rodeiam a regi&talmleste transportador. Mutacdes
a este nivel podem conduzir a um alargamento degi&o, aumentando assim o efluxo
(Andersenret al, 2002). Este processo de abertura/encerramentdédo também por
alteragbes do pH, encerrando com a diminuicdo déstdersen, Koronakis, Hughes,
Koronakis, 2002). Insercbes de mutacbes a esté adéveonstraram que € necessario
este conjunto AcrA-AcrB-TolC para que haja resisi@naos antibidticos e outros

compostos (Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Heat995) (Figuras 1.7 e 1.8).
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Membrana externa

TolC

ALTh

AcrB

Membrana interna

Mature Reviews | Drug Discovery

Figura I. 7 - Modelo do complexo tripartido de efluxo AcrAB- Tolde Escherichia coli
Adaptado: Lomovskaya, Zgurskaya, Totrov, Watkin@D72 Waltzing transporters and ‘the

dance macabre' between humans and bagtéria6-65.

Mature Reviews | Drug Discovery

Figural.8 - Estrutura das proteinas AcrA, AcrB and TolC Hscherichia coli Adaptado:
Lomovskaya, Zgurskaya, Totrov, Watkins, 200&altzing transporters and ‘the dance
macabre' between humans and bactesigb6-65.
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Em E. coli existem ainda transportadores homologos do sisfetrnaB que sédo o
acrkEF, yhiUV e ainda o genacrD, este ultimo sendo homdlogo dorB e que se cré
gque opere em conjugacédo caerAe TolC, na sua funcdo de transportador (Rosenberg,
Ma, Nikaido, 2000; Elkins & Nikaido, 2002).

Evidéncias relatadas demonstram que AcrEF quandaivado, conduz a uma
reducdo da resisténcia para determinados compalgti@sgentes e corantes (Ma, Cook,
Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1993), assim comatagdes em YhiUV conduzem a
uma hipersensibilidade a determinados farmacos @&@k, Hearst, Nikaido, 1994;
Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 1995).

Os genesacrEF e acrAB tém semelhancas na especificidade dos substiatus,
estes dois transportadores permitem o intercamdasgdoteinas de fusdo de membrana
entre os complexos, podendo funcionar em conjuadcA(e acrF), necessitando ambos
do mesmo canal de membrana externa TolC (Elkinsk&itlo, 2003). Em células de
coli deficientes em AcrEF, a sobre-expressdo de AcrAmB A& tdxica para as células
logo a existéncia do complexo AcrEF é fundamentaipa fisiologia normal das
mesmas, mas no entanto, ndo contribui por si s& paesisténcia intrinseca a varios
antibidticos.

E proposto, que o complexo AcrEF seja importanta padiviséo celular, tendo a
funcdo de eliminar os produtos toxicos resultande$idrolise no periplasma, logo, a
sua expressao € aumentada para conseguir eflutear mgbstancias de forma a nao
interferir neste processo (Lau & Zgurskaya, 2005).

A bomba AcrD, que necessita de AcrA e TolC paraxail aminoglicésideos, sais

biliares e novobiocina funciona como BE acesséAardB (Elkins & Nikaido, 2002).
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Transportadores MDR deE. coli da familia RND:

- AcrF (EnvD) (Klein, Henrich, Plapp, 1991)
- YhiV (Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 9%)
- AcrB (Ma, Cook, Alberti, Pon, Nikaido, Hearst, 93

- AcrD (Rosenberg, Ma, Nikaido, 2000; Elkins & Niéta, 2002)

No que diz respeito a regulacdo do operdo AcrABeéteada pelo repressor AcrR,
e sobretudo pelo sistema regulador univemsal O AcrR é um modulador especifico
secundario da transcricdo do AcrAB (Ma, Alberti,nck, Nikaido, Hearst, 1996). O
regulador universalmar (multiple antibiotic resistange compreende os operdes
marRABe marC. MarA conduz a sobre-producéo de proteinas dersastAcrAB-TolC,
mas também a diminuicdo da permeabilidade, atrdeédiminuicdo da producdo de
porinas, pela activacdo do gemécF, que por sua vez diminui a expressaocodgF

(Kumar & Schweizer, 2005; Piddock, 2006; Viveigisal, 2007).

O reguladorquorum-sensingde E. coli SdiA controla a bomba AcrAB, em
combinag&do com os activadores globais de transcridarA, SoxS e Rob (Viveirost
al, 2007). O processo dguorum-sensingpermite a comunicacdo entre bactérias, e
consiste no uso de moléculas quimicas. A acumulde&inais dejuorum-sensingo
meio de cultura inibe a densidade celular. Esteqa®n estad associado ao controlo de
compostos toxicos no ambiente, a bioluminosidaxieressdo de factores de viruléncia,
formacdo de biofilmes, entrada na fase estacign&aasferéncia de plasmideos e

formacgao de esporos (Yargal 2005).
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Assim, o sistema AcrAB-TolC é identificado com serwdprincipal mecanismo de
efluxo emE. coli, apresentando uma amplitude de substratos acs po@e apresentar
resisténcia como: macrolido$-lactamicos, sais biliares, cloranfenicol, violeda
cristal, EtBr, acidos gordos, solventes organitlasyoquinolonas e SDS. E essencial &
sobrevivéncia deE. coli e quando se encontra na presenca de sais bibarede
antibioticos, ocorre a sobre-expressao desta b@kbaar & Schweizer, 2005; Putman
et al, 2000).

Na Tabela 1.3 encontram-se descritas as princiB&s deE. coli e os seus

respectivos substratos.
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Substratos das bombas

Referéncias

=

Genes Familia
de efluxo
o Morimyo, Hongo, Hama-
Tetraciclinas, )
. ) Inaba, Machida, 1992
SMR macrolidos, sulfamidas, ] )
Emrg (MvrC) o Yerushalmi, Lebendiker,
EtBr, acriflavina, )
Schuldiner, 1995
Cloranfenicol, Morita et al, 1998
YdhE i
MATE fluoroquinolonas, Poole, 2005
(NorE) : : . -~ :
trimetoprim, canamicina, Nishino & Yamaguchi, 2001
Tet(A),
Tet(B), Tet(C),
Tet(D), Butaye, Cloeckaert, Schwarz
Tet(E), Tet(G), o 2003
MFS Tetraciclinas )
Tet(H), Agersg & Guardabassi, 2006
Tet(J), Roberts, 1996
Tet(Y),
Tet(2)
o . Bentley, Hyatt, Ainley, Parish,
Ber MFS Tetraciclinas, sulfamidas ]
Herbert, White, 1993
) o Poole, 2004
Aminoglicésidos,
Poole, 2000
tetraciclinas, macrolidos, o
) ) o Yang, Clayton, Zechiedrich,
cloranfenicol, rifampicina,
MdfA MFS ) 2003
fluoroquinolonas, ) .
. ] Nilsen, Bakke,Vader, Olsvik,
trimetoprim, EtBr,
] o o El-Gewely,1996
eritromicina, neomicina, o
Edgar & Bibi, 1997
YcelL MFS Fluoroquinolonas Bambeke, Pages, Lee, 20
YidY MFS Cloranfenicol Nishino & Yamaguchi, 200
Tetraciclinas,
cloranfenicol, Lomovskaya & Lewis, 1992
emrAB MFS

fluroquinolonas, acido
nalidixico, CCCP,

Bambeke, Pages, Lee, 200¢

\°Z4

Tabela 1.3 - Transportadores principais de efluxo e seus réispscsubstratos. Adaptado de

Bambekeet al, 2003; Borges - Walmslest al, 2003.
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] Substratos das bombas Referéncias
Genes Familia
de efluxo
Naroditskaya, Schlosser,
emrD MF CCCP _
Fang, Lewis, 1993
YebQ MFS Trimetoprim Nishino & Yamaguchi, 2001
SetA MFS Aminoglicésidos Saier, 2000
Fsr MFS Trimetoprim Nishino & Yamaguchi, 2001
Penicilinas, acido
fusidico, tetraciclinas, Poole, 2004
oxazolidinonas, macrolidos Cholletet al, 2004
rifampicina, EtBr, violeta de Jellen-Ritter & Kern, 2001
AcrAB- TolC RND ) ) N )
cristal, SDS, acidos bhiliosos|, Fralick, 1996
solventes organicos, Ma, Cook, Alberti, Pon,
fluoroquinolonas, Nikaido, Hearst,1993

trimetoprim, acido nalidixico

Poole, 2004
AcrD RND Aminoglicésidos Rosenberg, Ma, Nikaido, 2000
Elkins & Nikaido, 2002
Penicilinas, acido Ma, Cook, Alberti, Pon,
AcrEF- TolC RND fusidico, tetraciclinas, Nikaido, Hearst, 1994
macrélidos, rifampicina Klein, Henrich, Plapp, 1991
YeGEN RND Acido nalidixico, Bambeke, Pages, Lee, 2006
fluoroquinolonas
Yhiuv RND Macrolidos Nishino, Yamaguchi, 2002
Macrolidos,

Kobayashi, Nishino,

MacAB-TolC ABC azitromicina, eritromicina, )
Yamaguchi, 2001

cloranfenicol,

Transportador major de
MsbA ABC lipidos do citoplasma para a Chang & Roth, 2001

membrana externa

Tabela 1.3 — (Continuagdo da Tabela anterior) Transportadorgxipais de efluxo e seus
respectivos substratos. Adaptado de Bamie¢lked 2003; Borges - Walmslest al, 2003.

Como anteriormente referido, a resisténcia poresekpressao de BEs, constitui
uma das causas de resisténcia encontrada nososatddicos, sobretudo por sobre-

expressao de BEs da familia RND Emterobactereaceae
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Por este motivo, torna-se essencial o estudo npacfulmdado destas BEs, da sua
estrutura e substratos, de forma a testar novaécoiak que possam vir a constituir
novos antibiéticos e/ou a restabelecer a eficaom ahtibidticos usados na pratica
clinica.

Tem-se realizado muitos estudaosvitro, onde se utilizam compostos designados
como inibidores de BEfflux pump inhibitorsEPIs), que actuam blogueando o efluxo
e desta forma conduzem a uma reducdo da concemtrégéma inibitoria (CMI) para
os isolados clinicos MDR em laboratério. O uso elesbmpostos pode ser importante
na reversao da resisténcia, no entanto, teria guebservar efeito com concentracdes
nao téxicas para as células eucariotas, o quensaléeonstrado dificil, assim como
tem sido dificil encontrar um inibidor especificarg todas as bombas que se encontrem

sobre-expressas nas estirpes clinicas MDR.

5. Os compostos inibidores de BEsefflux pumpsinhibitors (EPIS)

Ao nivel do laboratério de microbiologia médica éeifminante confirmar quer
fenotipicamente, quer genotipicamente a causagilst&éacia aos antibidticos de forma a
antecipar a ocorréncia de resisténcias durante,a&mBparticular no caso de resisténcia
devida a actividade de BEs, uma vez que esta buande a agravar-se durante a AB,
dando lugar a que com maior facilidade surjammagicom resisténcia genética de alto
nivel que tornam a terapéutica totalmente inefi@ambeke, Glupczynski, Plésiat,
Pechére, Tulkens, 2003).

Existem varias estratégias descritas para ultrapassesisténcia aos antibioticos
mediada pelo efluxo. Uma dessas estratégias, éseolgerta de novas moléculas,

constituindo novos antibiéticos, como € o casoigkciclina (Wyeth), que ultrapassa a
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resisténcia a tetraciclina, com a vantagem de mtageor si sO, ser suficiente para
ultrapassar o efluxo, embora mutacdes possam snogirgenes responsaveis pelo
mesmo (Pankey, 2005).

A inibicdo do efluxo é outra estratégia levada laogaelos inibidores especificos de
locais de ligacdo de substratos, embora ainda sengem em fase de optimizacao.
Podem inibir varias BEs que partiihem o mesmo satwst mas também podem ser
especificos para um determinado antibidtico ou aimbdem ser eles proprios os
substratos, podendo necessitar de longo tempo piEsigdo. A inibicdo da expressao
dos genes responsaveis pela regulacdo do efluxssivel, por exemplo tendo como
alvo o locusmar que regula o sistema AcrAB-TolC (conservado emosows
organismos entéricos) e assim comprometer a ewaeks gene em muitas bactérias
Gram-negativas.

Por outro lado, estes genes sao especificos pata bamba, logo seriam
necessarios inibidores para cada uma delas (Alekst899). O efeito dos inibidores
sobre os genes que regulam a sobre-expresséao masadHé outro mecanismo possivel
de actuacdo, como é o casondarA na regulacédo do sistema AcrAB-TolC é&mcoli
(Poole & Lomovskaya, 2006).

Varios compostos nao antibidticos tém sido utilsadio sentido de se obter uma
reversdo ou diminuicdo da resisténcia aos antdo®ti O objectivo do uso destes
compostos € o de reverter ou diminuir a resistégoia 0 uso concomitante de

antibioticos, potenciando o seu efeito.
Os efeitos desejados do uso dos EPIs sé&o:
- Diminuicéo da resisténcia intrinseca da bacegantibioticos,
- Reversao da resisténcia adquirida mesmo em estaftamente resistentes com

multiplos alvos,
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- Reduzir a frequéncia da emergéncia de estirpéantas (Marquez, 2005).

Podemos entdo diferenciar dois grupos de EPIs: hedpér compoundsou

adjuvantes da antibioterapia que séo responsaeeialigerar a susceptibilidade de um

microrganismo aos antimicrobianos, e ostrophage modulatér®u moduladores da
reposta imunitaria, que activam a actividade dmiehcdo das bactérias fagocitadas
pelos macrofagos por inactivacdo de BEs (MarBhsal, 2008). Muitos dos EPIs
pertencem as duas categorias, uma vez que promawaios os efeitos.

Um grupo importante de EPIs, as fenotiazinas, dstnaun capacidade de inibir o
transporte de calcio, prevenindo a ligacdo degi®i@inas transportadoras deste catido,
como a calmodulina. Isto conduz, por sua vez aeguénas que estdo dependentes do
calcio, como as intervenientes nos processos delisiel do ATP, sejam inibidas
conduzindo assim a um aumento da acidificacdo dolifmssoma do macroéfago,
actuando como moduladores da actividade liticaadastportantes células do sistema
imune (Martinset al, 2008). As fenotiazinas mais utilizadas séo gpctomazina (CPZ)

e a tioridazina (TZ), tendo estas a capacidadecmicde permitir o efluxo de potassio
do exterior para o interior dos compartimentos laeés, como o0s canais de transporte
cardiacos e os globulos vermelhos, mecanismo esteagxilia a acidificacdo destes

compartimentos (Suet al, 2006 & Kim, Kim, 2005).

Igualmente, as fenotiazinas conseguem inibir oxeflintrinseco dos compostos
nocivos para a bactéria, pela diminuicdo da didplkiciade energética para as BES, 0
que eventualmente permite que o antibidtico atngzu alvo sem ser efluxado (Kaatz,
Moudgal, Seo, Kristiansen, 2003, Martetsal, 2008).

Verificou-se que criangas com pielonefrites reauss devido a infeccdes pbt
coli podem ser curadas com associacbes de CPZ e geinar(GEN), enquanto o

tratamento apenas com o antibiético é ineficiektar{inset al, 2008).
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Outro composto muito utilizado como EPI é o deskatngy CCCP que actua a nivel
energético na membrana bacteriana, abolindo assfiuxo de varios compostos pela
dissipacéo da forca motriz de protdes devida aenpal protonico. No entanto, coloca-
se em questdo se o seu efeito se baseia na cajmcddaaumentar a penetracdo do
antibiético, ou se deve a alteracdo do envelopdaselresultando na morte da célula,

sendo este composto considerado altamente citotoxic

Existem ainda outros compostos como a reserpinaverapamil (VP), que sao
inibidores de BEs de largo espectro, sendo o ViBjdor de BEs MDR em células
neoplasicas e parasitas assim como promove o @fitobramicina, considerado um
antagonista dos canais de célcio (Nikaido, 2004). édtanto, no seu uso clinico
associado sobretudo ao controlo da hipertensdoneentracdo para este fim € muito
reduzida comparativamente aquela necesséaria paguedr o efluxo bacteriano,

tornando-se neurotoxica (Li & Nikaido, 2004).

O L-Phe-L-Argg-naphthylamidgPAN), € outro composto capaz de alterar a funcéo
das BEs, tendo sido o primeiro EPI identificadoapegstaurar a susceptibilidade a
levofloxacina em estirpes clinicas &e aeruginosasendo também responséavel pela
reversao da resisténcia a outros antibioticos corolmranfenicol e macrélidos (Pages,
2007), e ainda com efeito sobre o sistema AcrAB=TdE E. coli (Mazzariol et al,

2000).

A capacidade deste agente de repor a actividadentibiético em bactérias
resistentes ao mesmo deve-se ao facto de inibiéfluxo de mais que um antibiotico,
sendo assim considerado inibidor de largo espeé&oale actuar como um agente
competitivo pois € substrato de BEs, impossibititarassim a ligacdo do antibidtico

(Lomovskaya & Bostian, 2006).
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Nas bombas RND, os inibidores competitivos podemesar a actividade de
varios antibiéticos, pois esta provado que estasbldg apresentam multiplos locais de

ligacdo e uma estrutura tripartida, logo, os irebéd podem dissipar os seus elementos

constituintes e inibir o efluxo, dificultando aaxgéo de resisténcia a estes compostos

por mutacdes nas BEs (Poole & Lomovskaya, 2006).

Uma das desvantagens do uso de inibidores compstié a sua reduzida afinidade
ao alvo, o que conduz ao uso de elevadas dosgmsigko temporal prolongada. Outra
desvantagem relaciona-se com o facto destes imdsdao serem especificos para
determinadas BEs, tornam complexa a gestdo do famdmie MDR, por nele estarem

envolvidos diversas BEs de diferentes familias.

Uma das apostas futuras, é o desenvolvimento desrieR1s com base na estrutura
tridimensional das BEs, obtida por cristalogradiendo possivel desenvolver compostos
que inibam o seu efeito, ou ainda obter novas tes&sl de antibidticos ja existentes no
mercado, de forma a ndo serem efluxados. Com ateepesolucdo da estrutura 3D dos
transportadores de drogas, como a co-cristalizdgdscrAB com alguns substratos e a
analise dos efeitos biolégicos de mutacbes ao davélomba, no futuro sera possivel o
desenvolvimento de um desenho racional de alvoalitaclos no interior da BE e

assim, o desenvolvimento de novas moléculas iniaglde efluxo.

Moléculas que apresentam uma estrutura semelhsuqigirfolonas tém sido testadas
como EPIs ou quimiosintetizadores, com efeito wagéo da resisténcia ao antibiotico
(Martins et al, 2007), como é o caso da aminoquinolona que amioe inibidor da
bomba de efluxo AcrAB-TolC. Outra abordagem altémaaconsiste na sintese de
péptidos que mimetizem o efeito de proteinas eimadvna sobre-expressao do efluxo e
assim competir com estas (Mallea, Mahamoud, Chayallibert - Franco, Brouant,

Barbe, Pages, 2003).
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Para além do uso dos compostos aceites como ERias @lternativas também tém

sido testadas como a utilizacdo de quelantes. Odessubstancias quelantes de

determinados i6es como o célcio, e para este igecdgo o acido etileno diamino
tetracético (EDTA), tem sido reportado como mufioag no controlo de biofilmes em
cateteres venosos centrais usados em doentesammsrmas UCIs, hemodialise e
sujeitos a quimioterapia (Raatlal, 2003).

As referéncias a este composto como tendo posaitigidade inibitoria sobre as
BEs, associa-se ao facto deste possuir um efeitdvab do ido calcio assim como as
fenotiazinas e o verapamil, podendo afectar a hdkoie bacteriana. O quelante e
permeabilizador da membrana externa bacteriana AHGDbtonet al, 1989), mostra-se
eficaz no aumento da actividade de varios agemttsiiarobianos enPseudomonas
aeruginosa (Richards & Cavill, 1976); (Suginakat al 1979). A adicdo de uma
concentracdo sub-inibitéria de EDTA, reduz a CMIcedprozil pareE. coli e Serratia
marcescengUshimotoet al, 1991). O uso de EDTA e minociclina foi demonsiraer

um efeito sinergético na erradicacédo de microrgaosse biofilmes.

Num estudo levado a cabo por Raad em 2003, varfeoque o uso apenas de
EDTA nédo teve efeito na erradicacdo de MRSA emilbies. No entanto, ao se
adicionar minociclina com ou sem EDTA, era obseovatha reducdo do crescimento
dos microrganismos, com maior eficacia quando sSkzawia a combinacdo de

minociclina e EDTA, mesmo apos 24 horas de incubac2/7°C (Raadt al, 2003).

Os EPIs, sé@o hoje em dia utilizados sobretudo geterminar a susceptibilidade da
estirpe bacterianm vitro, verificando a existéncia de padrées de resisémigvido a
sobre- expressao de BEs. No entanto, espera-seodfuéuro seja possivel desenvolver
ensaios clinicos de forma a determinar o efeitotedegsompostos em infeccdes

bacterianas.
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6.Metodologias aplicadas na deteccdo dos mecanisnuesefluxo em

bactérias

Como a presenca de multirresisténcia devido a sotpeessdo de BEs é hoje um
dos mecanismos de resisténcia mais importantesctdéts em estirpes clinicas,
sobretudo em doentes sob antibioterapias prolosgadianportante o desenvolvimento
de métodos de detecgdo desta sobre-expressdo,eeasbes ainda se encontrem numa

fase de investigagéo e desenvolvimento.

N&o havendo ainda disponivel, metodologias e tegd que permitam detectar
rapidamente a presenca de fendmenos de sobre-s&prés BES nas estirpes isoladas
de doentes sob AB, o Unico recurso disponivel telm 8 determinacdo das CMIs de
cada estirpe para cada antibiotico na presencaéneia de EPIs. Sendo um método

indirecto e pouco preciso, apenas permite umafqaagéo indirecta da estirpe.

Métodos que permitam a qualificacdo/deteccdo r4pida estirpes MDR que
permitam a quantificacdo do efluxo sdo hoje umassdade premente no laboratorio
de Microbiologia Médica. As metodologias de detecgkd transporte parietal do
composto quaternario fluorescente EtBr, usado coraador visual da actividade de
efluxo devido as suas caracteristicas de baixaefe@ncia quando no exterior das
células, e méxima fluorescéncia aquando a suadligag interior das mesmas, sédo hoje
uma das metodologias experimentais mais desenaslviy/iveiros, 2008). Este
composto fluorescente pode-se ligar transientemant&rios niveis no interior da
bactéria como seja ao RNA de cadeia dupla, RNAadieia simples, DNA de cadeia

simples, oligonucleétidos e proteinas (Mar&ésl, 2006) entrando por difusdo passiva
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a favor do gradiente de concentracdo e sendo exsmsso extruido das células pelos

7

mecanismos de efluxo pois é substrato de varidensés de efluxo, em particular
do sistema AcrAB-TolC (Jernaes & Steem, 1994; Yogi 2008).

As metodologias foram desenvolvidas no laboratdadJnidade de Micobactérias
do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Unisidade Nova de Lisboa
(IHMT/UNL) e serdo expostas e utilizadas ao longetd trabalho, aplicadas a estirpes

com fenétipo MDR provenientes de doentes internadddospital dos SAMS.

Os métodos fenotipicos de deteccao de sobre-eRpreesBEs utilizando o efluxo

de EtBr, aplicados neste trabalho, sao:

1) EB-Agar Cartwheelem que se utiliza placas de agar com EtBr incagm
podendo ainda ser adicionados varios EPIs. O dabjecto método baseia-se na
observacao da fluorescéncia emitida pelas coldraaterianas apés a entrada de EtBr
na célula e ligacdo aos diferentes componenteaceitrlares que fazem com que a
molécula fluoresca, permitindo a avaliacdo da selpessao das BEs pela diminuicéo
da fluorescéncia face a estirpe de referéncia. 90kdos bacterianos que exibam
fluorescéncia a uma concentracao elevada de EbBrparativamente a fluorescéncia a
concentracdes mais baixas de EtBr para a estinpeotm, apresentam sinais de sobre-
expressao de BEs. Isto porque é necessario umartdoagao de EtBr no meio gelosado
mais elevada para se obter o mesmo nivel de fl@éme® das colonias
comparativamente a estirpe controlo.que € tida cameferéncia para a resisténcia
intrinseca por efluxo. (Martiret al, 2006).

2) Utilizacdo do termociclador em tempo real Rddemé" 3000 (Corbett
Research, Sydney, Australia), em que é possivadrodsa actividade de efluxo em
tempo real por medicao fluorimétrica directa davedl de EtBr das células bacterianas

(Viveiros et al, 2008).
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Estas metodologias sdo ainda complementadas jpéilzagio do Método de
Screeningda actividade dos EPIs que procura avaliar o ef#o® EPIs nas estirpes e
assim confirmar, por uma metodologia mais simplesjge a determinacdo das CMls,
na presenca dos EPIs, a presenca de sobre-expoes&fes e a possivel reversdo da
resisténcia pelos mesmos.

3) Para a determinagdo genotipica desta sobressgureutilizou-se a Reaccdo de
Polimerizacdo em Cadeia (Polimerase Chain ReaetiB€R) por transcricdo reversa
em tempo real quantitativo (QRT - PCRjuantitative Reverse Trascription- Polimerase
Chain Reactio)) para a determinacdo da expressao dos genesodifieam para as
BEs que estdo sobre-expressas nos isolados eno €¥iudiroset al, 2005).

Os fundamentos tedricos e praticos de cada umasdéstnicas e metodologias

encontra-se exposto na sec¢do Materiais e Métodos.
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II. OBJECTIVOS

- Objectivo geral
Caracterizacdo bioldgica, fenotipica e genotipd@s mecanismos de resisténcia
intrinseca aos antibiéticos por sobre-expressa®kieem estirpes de. coli, sujeitas a

pressédo antibiética prolongada em ambiente hoapital

- Objectivos especificos

Detectar, quantificar e caracterizar a componenteftixo activo de antibioticos
nos mecanismos de resisténcia presentes nas sdiiieas déc. colicom fendétipo de

MDR isoladas no Servi¢co de Patologia Clinica dogitatdos SAMS;

- Determinar as CMIs para diversos antibioticos qoais os isoladds. coli em
estudo séo resistentes (estirpes multirresistéiER) e usar EPIs, com o objectivo de
avaliar o seu potencial efeito na diminuicdo owers&o da resisténcia aos antibiéticos

nestas estirpes MDR,;

- Melhorar o conhecimento sobre 0os mecanismos édredos quais as BEs actuam
ao nivel da bactéria, aumentando a sua resisténtilnseca aos antibioticos.
Desenvolver e aplicar, em situagfes reais, nowa®l@gias que permitam a deteccao e
quantificacdo deste fendmeno e contribuir para aliay@o de possiveis novas
alternativas terapéuticas que permitam evitar aurdiir este fenomeno em estirpes de

E. colicausadoras de infeccdo em ambiente hospitalar.
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IILMATERIAL E METODOS

1.Estirpes clinicas e controlo

As estirpes clinicas utilizadas no estudo séo miemes de diferentes servigcos do
Hospital dos SAMS como dos Servicos Ambulatorios.HOspital dos SAMS é
constituido por 11 pisos, e dispoe:

- 121 Camas de internamento;

- Bloco Operatério com 4 salas de grande e médiagia, mais uma sala de
pequena cirurgia no Hospital Ambulatério;

- UCIP (Unidade de Cuidados Intensivos Polivaleota) capacidade de 8 camas
de internamento, duas das quais permitem o isokanu®s doentes, admitindo doentes
quer do foro médico quer do foro cirdrgico;

3 Unidades de Cuidados Intermédios;
Maternidade com 3 salas de parto, 1 sala de dpesat sala de recobro.
- Neonatologia com UCI e bercario;
Atendimento Permanente em Ginecologia/Obstetricia;
Nefrologia e Didlise;
Meios Complementares de Diagndstico (Analises €4/ Anatomia Patoldgica,
Imagiologia incluindo TAC e RM, Cardiologia);

- Exames especiais, incluindo endoscopias, CPRatigiegrafias.

Urgéncia referenciada (pelo Atendimento Permanéat€entro Clinico, Médico
Assistente, Unidade Hospitalar e INEM). Nao exigtgéncia Pediatrica, Uroldgica,

Oftalmolégica, Neurocirurgica, de Otorrinolaringgia e de Cirurgia Vascular.
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Foram cedidas pelo Laboratdrio de Patologia Clide&AMS, 8 estirpes de. coli
MDR representativas do periodo temporal iniciado Ofttmo semestre de 2007 e

terminado no primeiro semestre de 2008.

As estirpes foram isoladas nos meios de culturasidds para isolamento de
Enterobactereaceas, nomeadamente Gelose de Sakiguw€eonkey Agar (bioMérieux,
La Balme, Franca), de acordo com o protocolo death@ que € utilizado na rotina do
laborat6rio para isolamento de microrganismos #rp#e amostras clinicas. Para a sua
identificacdo, apds re-isolamento em meio gelogzata obtencdo de um isolamento
puro, utilizou-se o sistema VITER (bioMérieux) e restantes técnicas de identifioaca
de acordo com as recomendacOes Glmical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 20086).

As estirpes dé&. coli foram codificadas como: estirpe 5, 9, 12, 13,164,18, 19.
Esta numeracdo foi efectuada pelo servico de foam@ermitir a codificacdo das
amostras, assegurando assim a confidencialidadessigisados e proteccao dos doentes
de onde as estirpes foram isoladas, tendo siddambticonsentimento da direc¢cdo do

Hospital dos SAMS.

Segundo os dados da vigilancia epidemiologica @®a2006), fornecidos pelo

Laboratério de Patologia Clinica do Hospital dogviges de Assisténcia Médico-

Social do Sindicato dos Bancarios do Sul e Ilhasgital dos SAMS, a estirpe isolada
em maior percentagem durante o ano de 2006 nespitelofoi E. coli com 219%,
seguida dos fungos leveduriformes com 13%. No quze relspeito as infecgbes
sistémicas nosocomiaig, coli posicionou-se no 6° lugar com 9%, sendo que esij@ao

0 1° lugar com 16%, nas amostras de pus isoladi@swgina com cerca de 31%. No
respeitante a infec¢des do trato respiratiricoli ocupou o 3° lugar com 11% de todos

0s agentes de infecgdo respiratoria isolados hesgtal em 2006. De entre os isolados
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deE. colidurante 2006 mais de 20% evidenciava resisténdizaa ou mais classes de
antibioticos com estrutura diferente entre si (Bag®07), o que as qualifica como
MDR (SAMS, comunicacao pessoal).

Comparando com estatisticas equivalentes para @s @oventa, para 0 mesmo
hospital, verificou-se um significativo aumento defeccbes aE. coli, com
multirresisténcia associada, com diminuicdo propoad de outros agentes
multirresistentes, como o Methicillin-resistaBtaphylococcus aureuU®RSA) ou os
Enterococcus, devido as rigorosas medidas de ¢omtnmonitorizacdo destas infeccdes
implementadas no hospital desde essa data (SAMSyrdoacéo pessoal).

Na tabela Ill.1 encontram-se sumariados os daddgla® pelo Laboratério de

Patologia Clinica do Hospital dos SAMS referentesigpes clinicas isoladas.
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Estirpe
E. coli

Produto

Provenién-
cia

Antibiético

Dados/
Diagnostico

TSA

Classes de
antibiéticos
(resisténcia)

Sangue
(hemo-
cultura)

Dialise

Sem AB prévia

64 anos,
Hemo
dialisado,
suspeita de
colangite

Ampicilina
(>=32R)
trimethoprim/
sulfa
(>=320R)

Penicilina
Blactamicos
Sulfonamidas

Urina
jacto médio

Urgéncia

Ciprofloxacina

35 anos,
Q,Infeccéo
urinaria

Ampicilina
(>=32R)
Amoxicilina/CA
(>=32R)
Piperacilina
(>=128 R)
Cephalotin
(>=64 R)
Cefoxitina (32R)
Trimetoprim
/sulfa
(>=320R)
Ceclacor(R)

Sulfonamidas
Penicilinas
Cefalosporinas

12

Urina
jacto médio

Medicina

Sem AB prévig

3
doente
neoplasico
(quimio-
terapia),
Infeccao
urinaria

Ampicilina
(>=32R)
Amoxicilina/CA
(R)
Cephalotin
(>=64 R)
Trimetoprim
/sulfa
(>=320R)
Ceclacor(R)

Penicilina
(B-lactamicos)
sulfonamidas
Cefalosporinas

13

Sangue

Medicina

Sem AB prév

a

3
64 anos,
pionefrose

Ampicilina
(>=32R)
Gentamicina
(>016R)
Trimetoprim/
sulfa
(>=320R)

Penicilina
(B-lactamicos)
sulfonamidas
aminoglico-
sidos

14

Pus de ferida
opera-téria

UcCiP

Cefazolina+
Netilmicina
Piperacilina+
Tazobactam

@

Colecistecto-mia

Ampicilina
(>=32 R)
Amoxicilina/CA
(>=32R)
Piperacilina
(>=128 R)
Cephalotin
(32R)
Gentamicina
(>=16R)
Tobramicina
(>=16R)
Norfloxacina
(>=16R)
Ofloxacina
(>=8R)
Ciprofloxacina
(>=4R)
Trimetoprim
[sulfa
(>=320R)
Ceflacor (R)

Penicilina
(B-lactdmicos)
sulfonamidas
aminoglicé-sidos
fluoroquino-
lonas
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. A Classes de
Estlrpe Produto Provgmen Antibiético .Dad,o S( TSA antibiéticos
E. coli -cia Diagnostico PR

(resisténcia)
Ampicilina
(>=32R)
Norfloxacina Penicilina
(>= 16 R) (B-lactamicos)
Sangue Ofloxacina Sulfonamidas
16 | (hemo- Cirurgia Q (>=8R) Fluoro-
cultura) Ciprofloxacina .
(>= 4R) quinolonas
Trimetoprim/
sulfa
(>=320R)
Ampicilina
. 3 (>=32R) .
Urina , et Penicilina
18 | jacto Urgéncia C|pro-_ ~ Arr_10xm|llna/CA (B-lactamicos)
5 floxacina Infeccao (>=32R) .
médio N . Cefalosporinas
urinaria Cephalotin
(32 R)
Ampicilina
0 (>=32R)
Norfloxacina L
2 (>=16 R) Penicilina
Urina Neonatolo- AB prévia Episodios Ofloxacina (Blactamicos)
19 | jacto i nao infeccao (>= 8R) Fluoroquinolo
médio 9 especificada urinaria- - . nas
suspeita Ciprofloxacina
. . (>=4R)
Pielonefrite Nitrofurantoina
(128 R)

Tabela lll. 1 - Perfil de resisténcia e dados clinicos das esticpaicas dé. coli cedidas pelo
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital dosViSA Legenda: AB (antibioterapia), TSA
(teste de sensibilidade aos antibidticos), R (resis), @ (feminino), & (masculino),>

(superior), = (igual)

Todas as estirpes foram repicadas e inoculadalemilde Mueller Hinton Broth
(MHB) (Oxoid, Basingstoke Hampshire), a 37°C conitag@go (220 rpm), tendo-se
observado a morfologia colonial em placas de Mudflimton Agar (MHA) (Oxoid).
Foram feitos doistocksdas estirpes em meio MHB suplementado com 10% (lgv
glicerol(J. T. Baker, Philipsburg, E.U.A.), e estes margide 80°C.

As estirpes laboratoriais utilizadas como controkgativo e positivo de efluxo
foram respectivamente: AG100 ou K12- ATCC23716 €lACA adaptada a tetraciclina

(AG100AreT). A estirpe AG100 corresponde a estirpeEdenli K-12 selvagemdrgE3
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thi-1 rpsL xyl mtlA (gal-uvrB) supE44)que contém a BE AcrAB intacta e funcional
(George & Levy, 1983), tendo sido gentilmente cadidr Hiroshi Nikaido (University
ofCalifornia Berkeley, CA). A estirpe AG10Q4r (argE3 thi-1 rpsL xyl mtl galK
SupE441 A(gal-uvrBA” AacrAB:kan) possui resisténcia fenotipica induzida a
tetraciclina por sobre-expressao de BEs e resist@enética a canamicina por insercao
do gene Kahdo transposdo Tn903, tendo assim sido crescidaadigéio de canamicina

(100 pg/mL) e tetraciclina (8 pg/mL) em MHB (Okuetual, 1996; Viveiros, 2005).

2. Antibidticos e compostos antimicrobianos

Os antibioticos usados para a realizacdo dos enkai@mm seleccionados com base
no perfil de resisténcia das estirpes clinicas MBIRido pelo antibiograma realizado
no servico de patologia clinica do Hospital dos SAMelo uso do sistema de
identificacdo automatizado VITEK2 (bioMérieux), sendo representativos das classes
de antibidticos a qual a estirpe exibia resistélatiaratorial e clinica.

Os antibidticos seleccionados foram: ampicilina @M gentamicina (GEN),
ciprofloxacina (CIP), trimetoprim/sulfametoxazol€MP); pertencendo as classes de
antibioticos B-lactamicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas elfosamidas
respectivamente, que foram fornecidos pela Signthidkl Quimica S.A. (St Louis,

EUA), preparados em agua bidestilada estéril eezsgados a -20°C.
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Antibidtico Solucéo stock Carga do Disco
(concentrag&o) (M9)
Ampicilina 2 mg/mL 10
Gentamicina 1024ug/mL 10
Ciprofloxacina 640pug/mL 5
Trimetoprim/ 12 mg/mL 1.25/23.75
sulfametoxazole

Tabela lll.2 - Solugdes e discos de antibibtico utilizados e sesysectivas concentracoes.

Os compostos antimicrobianos seleccionados corbalores de bombas de efluxo
(EPIs) foram: clorpromazina (CPZ), tioridazina (T¥grapamil (VP)L-Phe-L-Arg#-
naphthylamidéPAN), carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazod€CCP), acido
etileno diamino tetracético (EDTA), adquiridos gi8a- Aldrich Quimica S.A.Todas as
solugbes/diluicbes preparadas foram armazenadadadssnte a -20°C, excepto as

solucdes de EDTA que foram armazenadas a tempeeanbiente (Tabela 111.3).

Composto Solucaastock
CCCP 0.5 mg/mL em agua bidestilada estéril e métariol
(preparacéo sob aguecimento a 45°C)

CPz 10 mg/mL em agua bidestilada estéril

PAN 25 mg/mL em agua bidestilada estéril

TZ 19 mg/mL em agua bidestilada estéril

VP 15 mg/mL, 32 mg/mL em agua destilada
EDTA 0.5 M em agua bidestilada estéril, e pH ajustad®.@

(preparacéo sob aguecimento a 45°C)

Tabela lll. 3 - Solu¢cbestockdos compostos antimicrobianos utilizadas nestaltnab
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3. Reagentes utilizados na actividade experimental

Os reagentes utilizados na actividade experimematontram-se descritos na

seguinte Tabela Ill.4.

Solugao Composigéo/Preparagao da solugatmck
PBS 10 mM tampéo fosfato; 2.7 mM KCL; 137 mM Nac],
(Sigma-Aldrich) pH 7.4
TAE 1x 40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8.0
TE 1x Tris-HCL 10mM pH 8.0; EDTA 1mM, pH 8.0
EtBr 10 mg/ml (agua bidestilada, preparado sob aquetamen
(Sigma-Aldrich) e conservado a 4°C, protegido da luz)
DNase 1500 unidades em 1.5 mL de 4gua RNase-
(QIAGEN, GmbH,
Hilden, Alemanha)
Lisozima 10 mg/mL em agua bidestilada estéril
(Sigma-Aldrich)

Tabela Ill. 4 — Solugbes tampéao, enzimas e corantes utilizadae trabalho.

4.Determinacdo da concentragdo minima inibitéria (™M) e
concentracdo minima bactericida (CMB) para antibidicos e

EPIs

As CMIs para os antibioticos e EPIs foram deteraéisade acordo com as normas
do CLSI Clinical and Laboratory Standards InstitgtéCLSI, 2006). Como referido
anteriormente, foram utilizadas 8 estirpes clinidast. coli e AG100/AG100AeT

(estirpes controlo)para a determinagao inicial das CMIs dos EPIs #arte®©
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crescimento das estirpes bacterianas para a detg&e das CMIs foi feito em MHB,
(Oxoid, Basingstoke Hampshire), sendo as pré-asdturcubadas a 37°C com agitacédo
(220 rpm), durante a noite. A densidade Opticaddafa)das estirpes foi ajustada a 0.5
na escala de McFarland em tampao fosfato (PBS)L(I® cultura em 10 mL de PBS).

A CMI para cada agente foi determinada pelo mételonicrodiluicdo em meio
liguido, em placas de 96 pocos. Foram efectuadaig@is seriadas dos antibioticos de
forma a se obter a concentragdo desejada e comumedinal de 170uL, sendo
posteriormente adicionado apenas [20de inoculo na placa. De seguida as placas
foram incubadas por 18h a 37°C e a sua leiturzae as 16 e 18 horas, considerando-
se a CMI como a menor concentracdo de antibidtipartir da qual ndo é visivel o
crescimento da estirpe, comparando-se sempre a@amtmlo do meio de cultura e com
o controlo sem antibiotico. Para a interpretac@rdsultados das CMIs compararam-se
0S mesmos com dmeakpointgdefinidos no CLSI (CLSI, 2006).

Seguiu-se a determinacdo da CMB, em que se retirh@® puL dos pocos que nao
apresentavam crescimento e plagueou-se em MHBbhamcio-se por 18 horas a 37°C.
Para a determinacdo da CMB, considerou-se a mengentracdo de antibiético onde

nao se observou crescimento nas placas de cultura.

5. Método deScreening de BEs -EB-Agar Cartwheel Method

O método utilizado nesta ted@ma versdo modificada do métodB-Agar Method
(Martins et al, 2006), tendo como objectivo, a avaliacdo do adumeda actividade de
BEs em estirpes bacterianas multirresistentes.

As estirpes foram crescidas em Tryptone Soya Bfb8B) (Scharlau Chemie SA-

Barcelona, Espanha) e foram utilizadas placas getdme Soya Agar (TSA) (Scharlau
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Chemie SA) contendo concentragdes crescentes de®&iRB5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 pg/mL

diluidas a partir de uma solu¢éimckde 1mg/mL de EtBr.

Apés preparacdo das placas, e ajuste das cultacsrianas a 0.5 na escala de
MacFarland, foi feito o espalhamento das estirpes zaragatoa esterilizada bem como
dos controlos negativo (AG100) e positivo (AG1GRA de efluxo, em linhas
desenhadas para a localizacdo de cada estirpe.

Depois de inoculadas, as placas foram incubadad@iore 18h a 37°C e foram
observadas num transiluminador U.V. (Uvi Tec Limi€ambridge, Inglaterra), que
pela excitacdo do EtBr a luz ultravioleta, tornagieel observar a fluorescéncia emitida

por cada estirpe, comparativamente as estirpesotont

Em seguida, a fluorescéncia foi registada num #par&el-doc XR (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, U.S.A), onde é&gbeel observar a fluorescéncia
através da radiacdo U.V. e regista-la, procedimesnte repetido apds 18h das placas
armazenadas a 4°C. O motivo pelo qual a fluoresz@oc novamente gravada mas
desta vez a 4°C, baseia-se no processo de fun@omandas BES, pois estas sao
dependentes de energia logo, ao se colocarem @ss@auma temperatura inferior, vai
permitir que as BEs diminuam a sua actividade, atamdo mais EtBr no interior da

célula, observando-se assim maior fluorescénciastapes estudadas.

A interpretacdo dos resultados relaciona-se colmoselscéncia, ou seja, as estirpes
clinicas consideradas como tendo um aumento dédexte das BEs, sdo aquelas que
apresentam menor fluorescéncia (acumulam menosrgiBeu interior) que a estirpe
de controlo negativo para o efluxo (AG100), a ungsma concentracao de EtBr, sendo
o controlo positivo de efluxo aquele que néo flsoee as concentracdes utilizadas

devido a sua sobre-expresséo de bombas de eflGbO@AreT).
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6. Método deScreening da actividade dos EPIs

As estirpesE. coli MDR que mostraram um aumento da actividade dei®Es
método EB-Agar Cartwheel foram inoculadas em MHB, tendo sido testadas na
presenca dos antibidticos para os quais estasaexibesisténcia na presenca e na
auséncia de EPls.

O objectivo desta técnica € visualizar quais oskERE ao impedirem o efluxo dos
antibiéticos, permitem a reversdo ou reducdo diatéexia em cada estirpe. Ou seja,
detectar/confirmar a sobre-expressdo das BEs,éastrda observacdo do crescimento
bacteriano (turvagdo) em meio liquido na preseneaadtibidtico e observar a
reversdo/reducado da resisténcia aos antibioticpses@nca e auséncia dos EPIs.

Os discos de antibiéticos utilizados foram adqosid Oxoid e as placas de cultura
de células de 24 pocos foram adquiridos a Nalgévedgé Nunc International,
Washington, DC,EUA), como demonstrado na Figura Ill.1. O volumeafique se
pretende em cada poco é de 1 mL. Assim, o po¢oaapym MHB (controlo) e com o
disco do antibidtico corresponde a 1 mL, o po¢o @oBEPI corresponde a 9QQ de
meio de cultura, e 0os pocos com o EPI e o in6coteespondem a 80GL de meio de
cultura, sendo adicionado 100 pL quer de in6culer gie¢ EPI. Duas colunas de pogos
(8 no total) foram utilizadas para os controlosisistindo em um pog¢o apenas com
MHB, outro com MHB e discos de antibidtico (cont®inegativos), MHB e o inéculo
(controlo positivo) e os restantes MHB e EPIs nwmacentracdo correspondente a %
da CMI e num volume de 10GL (controlos negativos). Os controlos negativos séo
utilizados no sentido de se obter um controlo deriddade quer do meio de cultura

(MHB) quer dos discos de antibidticos e solucoekdks.
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Aos restantes pocos foram adicionados os antibgtinoculo e EPIs, estes dltimos

a % da CMI, isto porque desta forma pretende-staresi inibicdo do crescimento

devido ao efeito exclusivo do EPI. As placas fo@hertas com as respectivas tampas

e colocadas a 37°C, por uma hora para permitirffuisab do antibidtico no meio,

procedimento este antes da aplicacdo nos po¢dsRiss do inéculo (Figura I11.1).

Controlos

Discos de antibiotico

g4didill

MHB | AB1 | AB3 | AB5 | AB7| ABO I-/ Sem EPls

MHB | AB1 | AB3 | AB5 | AB7| AB9 -/ Com EPIs

Estirpe | AB2| AB4| AB6| ABS| AB10 - Sem EPIs
7/

Estirpe | AB2| AB4| AB6| ABS8| AB10 - Com EPIs
/4

Figura 1ll.1 - Representacdo esquematica do métod&aeeningda actividade dos EPIs.
Legenda: MHB (meio Mueller Hinton liquido); AB-antibiético.

Os antibioticos e EPIs estudados para cada esttge descritos na Tabela Ill.5. As

diluicdes preparadas de EPIs utilizadas que porvemacorrespondem a ¥ CMI num

volume de 10QL foram:

CCCP a 50 pg/mL (2.43 mM)

TZ a 250 pg/mL (0.614 mM)

CPZ a 250 pg/mL (0.7036 mM)

PAN a 200 pg/mL (0.385 mM)
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VP a 15 mg/mL (3 mM)

EDTA a 4.6uM (E. coli19) e 9.3uM (E. coli5)

As estirpes em estudo foram diluidas em 10 mL d&,PBm volume de 100L, o
gue permite o ajuste a 0.5 na escala de McFarkmmdio posteriormente inoculadas nas
placas de 24 pocos, tendo-se permitido a incubagéd6h a 37°C.

Foi observada a turbidez ou auséncia da mesmadas ¢ pocos inoculados com a
estirpe, permitindo perceber se houve ou ndo réwels resisténcia, nos po¢os onde
foram aplicados o disco de antibidtico, o EPI espectivo inéculo.

A auséncia de turbidez significou reversao totaledésténcia e 0 meio menos turvo
indicou a reducao da resisténcia. Os poc¢os quesapgeram reducdo ou inibicdo do
crescimento foram plagueados num volume de 10@hcubados a 37°C, permitindo
a contagem das unidades formadoras de colonias)(UFta este procedimento ser
possivel, teve que se recorrer a diluicbes seriddasada poco (até um maximo de
E+13) e in6culou-se as diluicbes pretendidas em péata (minimo 3 para cada poco)
tendo sido posteriormente incubadas durante a.nBitecedeu-se a contagem das
UFCs, e representou-se graficamente os resultasloespondentes a média das trés
placas por poco.

De referir, que com esta metodologia, é possivdiroar que as estirpes mantém o
seu fendtipo MDR, pois estas crescem no po¢o cdisan de antibiético, logo sédo-lhe
resistentes. Assim, ao se adicionar o EPI e adezbdo poco é reduzida ou inibida,
podemos inferir o efeito do EPI sobre a resistépaia devida a actividade de efluxo.

ApoOs a realizacdo deste método, foram seleccionasladsPls que evidenciaram

reversao ou reducéo da resisténcia das estirpesasliaos antibidticos.
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E. coli Antibitticos testados EPIs
5 Ampicilina Trimetoprim CCCP
12 Ampicilina Trimetoprim TZ
13 Gentamicina Trimetoprim VP
16 Trimetoprim Ciprofloxacina PAN
19 Ciprofloxacina EDTA

Tabela lll. 5- Estirpes clinicas e respectivos antibioticos/E€dsatdos.

7.Método de Screening de BEs-EBAgar Cartwheel Method / EPI's

Como ja foi referido, este método foi utilizado camobjectivo fundamental de
seleccionar quais as estirpes clinicas que evideai sinais de sobre-expressao das
BEs.

A variacdo ao método, isto é, a adicdo de EPIdasag constitui uma aplicacédo
importante, uma vez que desta forma é possivelnadose efeito directo dos EPIs na
acumulacdo de EtBr nas colénias quando estas omesoe placas com diferentes
concentracdes de EtBr (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0p8/BL) e na presenca do EPI.

Procedeu-se a preparacdo das placas de TSA com nadBrconcentracdes ja
referidas anteriormente, sendo adicionados os &RIgolume inferior a 1 mL, a 20 mL
de meio de cultura gelosado. As concentracdes sidatam: %2 da CMI para todos os
EPIs, de forma a nao se verificar efeito sobrephca;ao da estirpe, e as concentracoes
das solucdestocksutilizadas de VP foi de 40 mg/mL, TZ de 19 mg/mCReZ de 12

mg/mL.
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As estirpes foram diluidas em PBS, 10 pL do inocetho 10 mL de tampado,
(correspondendo a 0.5 na escala de MacFarlandj feifo um esfregaco em toda a
placa.

As placas foram incubadas durante a noite a 3t@nt tiradas fotografias das
colénias crescidas em placas com EPI e em plagasotm (sem EPI) (Gel-doc XR
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, U.S.A3tabelecendo-se a comparagéo de
fluorescéncia entre ambas.

Assim, € possivel concluir que as placas com ER: quidenciam maior
fluorescéncia comparativamente ao controlo da messtigpe em placas sem EPI, o
efeito inibitério deste ao nivel da actuacdo das Biva a uma maior acumulacdo de
EtBr e como tal, permite-nos confirmar as suspe#iateriores de que as estirpes

clinicas evidenciavam sinais de sobre-expressaBlass

8.Método de Kirby-Bauer e Etest®

Estes métodos foram realizados de acordo com ameslacdes do CLSC(inical
and Laboratory Standards InstitQt¢CLSI, 2006), tendo como principal objectivo a
determinacao do padréo de resisténcia/susceptiddidas estirpes na técnica de Kirby-
Bauer e a quantificacdo das CMIs em meio sélidténaica de E-test® (AB Biodisk,
Solna, Suécia).

As estirpes foram crescidas durante a noite em MHiBcubadas a 37°C, com
agitacdo de 220 rpm. ApoOs incubacdo aesdd(d foi ajustada a 0.5 na escala de
MacFarland. Foi feito um esfregaco em toda a plaokcando-sea posteriori (10
minutos apos o esfregaco) os discos impregnad@tiledtico a pelo menos 15 mm

dos bordos da placa. Apés 15 minutos de difusadistm, inverteram-se as placas e
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foram incubadas a 37°C durante a noite (18 ho@salo de inibicdo foi medido e os
resultados registados, de acordo com as tabelagatpretacdo do CLSI, podendo-se
classificar a estirpe como resistente, intermédiaemsivel.

Este método sofreu alteracdes, uma vez que seoutifilacas com EPIs, de forma a
avaliar o seu efeito em termos de halo de inibigan.cada ensaio foi inoculada uma
placa contendo MHA, que funcionou como controlonagecom disco de antibidtico
aplicado no centro da placa e as restantes plackiid com os EPIs (a ¥2 CMI).

As concentragfes usadas de EPIs foram:

-TZa50 pug/mL

- CPZ a 25 pg/mL

- VP a 1500 pg/mL

No que diz respeito ao método do Etest® (AB Bigdiskuma técnica que permite
quantificar o valor da CMI em meio soélido. Este odét pode ser utilizado tanto em
estirpes Gram-positivas como em Gram- negativas.

O sistema consiste numa tira inerte e ndo porogaegnada num antibidtico
especifico, em concentracbes pré-definidas senticadp no centro da placa. Este
meétodo para além da determinacdo da CMI, permiiéocae a reducdo da mesma em
meio solido, quando a tira é aplicada numa plactecolo um determinado EPI.

Os EPIs testados foram os que apresentaram restiltkdreversao ou reducdo da
resisténcia, e as concentracdes foram as mesriaadas para o Kirby- Bauer.

A estirpe a testar foi incubada em 5 mL de MHB dteaa noite, posteriormente
diluida em PBS, de forma a se ter uma turbideaudpesisdo bacteriana, equivalente a
0.5 na escala de MacFarland.

Esta suspensdo foi depois aplicada na placa comxiicade uma zaragatoa,

deixando-se secar durante 10 minutos. Aplicou-ssedeida a tira no centro da placa
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de MHA, com o auxilio de uma pinga estéril, apld@aralguma presséo, e apos 15

minutos inverteram-se as placas de agar e incubau33°C durante cerca de 18 horas.

A leitura da CMI foi efectuada no ponto de intecsecentre a elipse de inibicdo e a

escala da tira do Etest® de acordo com as instsuddéabricante.

Assim foi possivel obter um resultado adicional cd@cordancia com os outros

meétodos utilizados na avaliacdo do efeito dos ERI®stirpes clinicas.

9.Fluorimetria em termociclador de tempo-real (Roto-Gene

3000™) - método semi-automatico com a utilizacéo de EtBr

Este método consiste na utilizacdo de um termahic)eRotor-Gen8000™, com
software de analise em tempo real (Corbett Resea@ygtney, Australia) para a
visualizacdo do efluxo activo nas estirpes clinigas evidenciavam sinais de sobre-
expressdo das BEs. Este instrumento permite ac&eladeal dos comprimentos de
onda para a deteccdo da fluorescéncia de deterosirtamnpostos e reagentes, no caso
do EtBr, a deteccdo da excitacdo € 530 nm e da@mé585 nrband pass e high pass
filters respectivamente, que sao filtros de deteccdo qrraifgm detectar os fluéforos

como o EtBr.

Para este estudo foram levados a cabo dois enfkaidamentais: o ensaio de
acumulacéo e o de efluxo de EtBr tendo sido estudadfeito da fonte de carbono

(energia) e o efeito inibitério dos EPIs.

Este método apresenta uma grande sensibilidadenét@em tempo real observar e
registar o comportamento da estirpe no que dizeiesp acumulacédo e ao efluxo do

EtBr.
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Para este método, as estirpes foram crescidas @rdmeultura Luria-Bertani (LB)
preparado no laboratério com peptona, extracto eledura (Merk-Darmstadt,
Alemanha), agar (Scharlau-Barcelona Espanha) etolate sodio (Panreac Quimica
SA-Barcelona Espanha) e as culturas incubadas@ & agitacéo (220 rpm), entre
2h30 e 4h até atingir uma R nmde 0.6 (Viveiroset al, 2008).

As concentracdes usadas de inibidores foram T2DgqugdmL e CPZ a 500 pg/mL,

EDTA a 300 uM e VP a 30 mg/mL.

9.1. Ensaio de acumulacgéo:

O protocolo utilizado para a realizacdo dos ensd®scumulacéo, ja tinha sido
previamente optimizado por autores anteriores (xogeet al 2008) e consistiu em
determinar quais os compostos (EPIs) que induziacueulagéo intracelular maxima
do EtBr relativamente & estirpe a analisar.

As culturas bacterianas foram inoculadas em LBcealkadas a 37°C até atingirem
uma DQgo nm de 0.6, correspondendo a fase logaritmica ou fapenencial de
crescimento, sendo a leitura efectuada num espadmoetro PU8620 UV/VIS/NIR
(Pyel/unicam Ltd, Philips, Cambridge, Reino Uniddanto para as estirpes clinicas
como para a AG100, o tempo de crescimento foi variéntre as 2 h30 e as 3h30.

Quando esta condicao foi atingida, uma aliquota de_ foi centrifugada a 13000
rom durante 3 minutos, numa centrifuga (Biofugeo piteraeus, DJB Labcare Ltd,
Reino Unido).

As células foram recolhidas lavando-sepalet com tampdo PBS pH 7.4, num
volume de 1 mL, e apds este procedimento novaneerigifugadas nas condicdes

anteriores.
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Posteriormente, a Ddnm foi ajustada a 0.3 em PBS e adicionada glucosé &0
(20 pL de uma solugéao de 20%), e EtBr numa cormgdutrfinal de 1 pg/mL (5 pL de

uma solucéo de 200 pg/mL, em 1mL de suspenséaoiaacte

Foi distribuido 0.1 mL (valor recomendado pelo aptécnico do Rotor-gene
3000™) em tubos de Eppendorf de 0.2 mL e de seguidaoadidos os EPIs na

concentracdo correspondente a Y2 da CMI para apessta testar. Foram também

preparados tubos controlo, que consistem num taivoEtBr na concentracdo utilizada,

um tubo com a suspenséo celular e glucose.

As medic¢Bes fluorimétricas em tempo real foramteggmtas a 37°C no comprimento
de onda anteriormente descrito e as aquisicOesird# de fluorescéncia foram
efectuadas a cada 60 segundos, durante 100 citipsi¢ forma a captar o seu efluxo

nos parametros anteriormente aplicados.

9.2. Ensaio de efluxo:

O protocolo ja optimizado por outros autores fetddo (Viveiroset al 2008), mas
constatou-se que ao se recorrer a0 mesmo, nacseevob efluxo nas estirpes clinicas
comparativamente &. coli AG100 (controlo), onde a curva padrdao de efluxa er
observada. Por este motivo, recorreu-se a uma zpggdo do protocolo em vigor na
Unidade de Micobactérias do IHMT, tendo como basmtifica alguns artigos
pesquisadogm que se fazia referéncia ao uso de gelo duramterapulacdo das
aliquotas (Jernaes, M. W., Steen, H. B., 1994)ngbémn o tempo de aquisicdo no
termociclador de tempo real ser feita aos 30 semgumaé utilizacdo do Rotor-Gene

3000,
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Por se admitir que as BEs das estirpes clinicasnsentram sobre-expressas, a
extrusdo dos compostos sera feita de forma maidar@pe a estirpe controlo, motivo
pelo qual, ndo se conseguia “captar” o seu efluxo.

Desta forma, decidiu-se ajustar o tempo da primadpaisicdo de sinal no Rotor-
GenéM para 15 segundos e posteriormente de 30 em 3GidEguSendo que toda a
manipulacdo das aliquotas foi feita em gelo, parasar a actuacdo das BEs e
consequentemente a extrusdo EtBr.

As culturas bacterianas foram inoculadas em LB°& &té atingirem uma Rgnm
de 0.6, medido num espectrofotometro PU8600 UVAP&/unicam Ltd, Philips).

O primeiro passo deste protocolo corresponde acé@vobdas BEs, efectuando-se o
carregamento das células com o inibidor que madteeeia acumulacédo de EtBr.

Esta primeira fase correspondeu ao protocolo levadeabo no ensaio de
acumulacéo, em termos de procedimento, mas ajustnd DG@yonma 1.0, ficando as
células 1h em fase de carregamento a temperatlgersie na auséncia de glucose e
protegidas da luz pois o EtBr é fotossensivel (Moget al, 2008).

Apés este periodo, as células sao centrifugaddbeséadicionado PBS conservado
a 4°C num volume de 1 mL, dividindo-se a amostraigumal volume (500 pL) em
aliquotas de 1 mL. A metade da amostra adiciondl@seL de glucose a 20%, sendo
distribuidos 100 pL por microtubos de 0.2 mL e 95 npos microtubos onde se
adicionaram os EPIs.

Toda a manipulagéo foi feita em gelo, assim consewtransporte até ao aparelho
Rotor-Gene3000™.

A leitura de sinal foi feita num canal criado pavaefeito com o mesmo
comprimento de onda, 530/585 nm, mas a sua capgtiraos 15 segundos e

posteriormente de 30 em 30 segundos durante G ¢itlh).
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Para a andlise dos dados obtidos, € necessarionmlizacdo dos mesmos, que
consiste em atribuir o nimero 1 a fluorescéncia ima@x e assim comparar a
fluorescéncia obtida em cada ponto com a fluoresa@btida nas condi¢des ideais de
acumulacéo (estirpe na presenca do EPI com o quetégada), sendo obtido por este

método de normalizacdo dos dados um gréafico deefieéncia relativa em funcdo do

tempo.

10. Extraccdo de RNA total

Previamente a extraccdo de RNA total, a bancadarassmo as micropipetas
utilizadas foram limpas com detergente para ewatadegradacdo do mRNA pelas

RNases (RNase away (Molecular BioProducts, Sand)id§A)).

O kit de extraccdo do mRNA utilizado foiRneasy® Mini Kit(Qiagen), sendo o
primeiro passo a adicdo de um reagente de protex@élulasRNAprotect bacteria

de forma a se manter intacto o perfil de mMRNA adeekse.

As estirpes foram inoculadas em meio LB no volurogespondente a 5 mL, e

incubadas a 37°C com agitacéo de 220 rpm, atératimgima DQoonmde 0.6.

A presenca do antibiotico no crescimento bacterimoconcentracdes abaixo da
sua CMI, obriga as bactérias a sobre-expressavass BES, dai a importancia de se

adicionar o antibidtico ao meio de cultura paraagido de mRNA.

Da cultura, retiraram-se 500 pL e num microtub@rdstie 1.5 mL adicionou-se o
reagente de estabilizacdo de RNA, tendo-se agpadd5 segundos e posteriormente

incubado por 5 minutos a temperatura ambiente.
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Recolheram-se as células bacterianas por centgioga 9000 rpm, durante 10
minutos, numa centrifuga (Biofuge pico Heraeus, Dl&bcare Ltd), tendo-se

decantado o sobrenadante.

Ressuspendeu-se o pellet bacteriano em 100 pLndedta TE (10 mL de Tris-
HCL, 1 mL de EDTA, pH 8.0) e 400 pg/mL de lisozirdajxando-se incubar durante 5

minutos.

De seguida preparou-se o tampado RLT, com a junedp- dMercaptoetanol na

proporcdo de 1% (v/v) (1 pL dpB- Mercaptoetanol em cada 100 pL de RLT),

procedimento este realizado hatte devido a toxicidade do ultimo. Seguidamente foi

adicionado 500 pL de tampéo RPE.

ApoOs este passo, foram adicionados a cada amoS@auB de RLT comp-
Mercaptoetanol, tendo-se agitado bem até o ligficw translicido, centrifugou-se a

13 000 rpm durante 2 minutos.

Transferiu-se o sobrenadante para um microtuboile$¢é1.5 mL com um volume
aproximado de 450 pL, e adicionou-se 250 pL de oétguro (96 a 100%),

homogeneizou-se por pipetagem.

Depois dos primeiros passos de preparacdo dasras)astvolume total de cerca de
700 pL foi transferido para uma coluna miRiNAeasyadaptada a um microtubo de 2

mL.

A amostra foi entdo centrifugada a 13000 rpm ensdgundos. Desprezou-se 0

eluido que se encontrava no tubo de 2 mL reapenaiitse 0 mesmo.

E de salientar que se efectuou um passo opciotairiadio que diz respeito a

digestdo com DNase, de forma a evitar contaminacoes
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Foi preparado uma solugdo contendo tampao RDD mlome total de 70 pL e
adicionado 10 pL de DNase | (1500 unidades em 35@8qRNase-fredgua (HO)),
misturou-se bem invertendo o tubo.

Adicionou-se primeiramente 350 pL de tampdo RW1 duma Rneasy e
centrifugou-se durante 15 segundos a 13000 rproadaesdo-se o sobrenadante.

Depois aplicou-se a solucdo de DNase e RDD diremttenna coluna e deixou-se
incubar a 37°C durante 30 minutos.

Apés este periodo, foi adicionado novamente 35d@tRW1 a coluna e voltou-se a
centrifugar a 13000 rpm durante 15 segundos, ®angb-se a coluna para um novo
tubo colector de 2 mL.

Este passo opcional ficou concluido, e como takg#quiu-se o protocolo de
extraccao, adicionando-se 500 pL de tamp&o RPEcemtnifugacao posterior a 13000
rpm em 15 segundos. Desprezou-se o liquido eimutise o tubo colector.

Este passo foi novamente repetido, adicionando&e 5. de tampédo RPE e
centrifugou-se nas mesmas condicdes para elimggsiduos de etanol da coluna.

A coluna foi transferida para um microtubo estéeil1l,5 mL e foi-lhe adicionado 40
uL de HO Rnase- freecentrifugando-se a 13000 rpm por 1 minuto.

Voltou-se a repetir este ultimo passo, juntandoiseamente 40 uL de B,
centrifugando-se nas mesmas condicfes, obtendorseolume final de extraccédo de
70 puL, com cerca de 70 pg de RNA total, o que sporde a uma solucdo de 1 pg

RNA/UL, e conservou-se a 4°C.
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11. Andlise génica das estirpes clinicas por gRT-RC

Este método de reaccdo de polimerizacdo em cadema ttanscricdo reversa,
permite detectar mMRNA em pequenas quantidades.aTpassivel a amplificacdo
enzimatica de sequéncias definidas de RNA, perdatouantificar os mMRNAs e desta
forma, verificar a presenca de alteracfes na esfioede genes relativamente a uma
estirpe controlo.

O primeiro passo deste método corresponde a passiEmenRNA para cDNA, para
permitir ser amplificado por PCR de forma exponalngielo que € necessaria a enzima
transcriptase reversa (RT).

A RT, também designada DNA polimerase RNA deperenuma enzima DNA
polimerase que transcreve o RNA de cadeia simpheBMA de cadeia dupla.

O PCR em tempo real permite quantificar o prod@auhplificacdo de cada ciclo
de forma imediata utilizando um marcador fluoresgeque se intercala nas cadeias
duplas de DNA, que se designa SYBR Green (Qiage@mplificacdo e a respectiva
fluorescéncia detectada corresponde a quantidaBb&édeproduzido em cada ciclo.

Os primers testados para as estirpes clinicas foraatmd\, acrB, acrE, acrF, emrB
yhiV, marA e como housekeeping gened Gap Al (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase) que codifica para uma enzima imiEnwe na glicolise. Oprimers
utilizados neste trabalho encontram-se descritofatela 111.6. O Gap Al é utilizado
uma vez que é possivel com este comparar de fatativa os genes testados para a
estirpe clinica e estirpe controlo, pois este ggresenta uma variabilidade minima na

expressao.
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Ampli
-cao
Gene Primer (5'-3") (pares
de
bases)

marA CATAGCATTTTGGACTGGATTACTTTCCTTCAGCTTTTGC 187

GCACTCTATGAGAGCTGGTCCCTTCTTTCTGTTCAGTAGCC

yhiVv 203
emrB ATTATGTATGCCGTCTGCTTTTCGCGTAAAGTTAGAGAGG 196
acrF TAGCAATTTCCTTTGTGGTTCCTTTACCCTCTTTCTCCAT 247
acrB CGTACACAGAAAGTGCTCAACGCTTCAACTTTGTTTTCTT 183
acrA CTTAGCCCTAACAGGATGTGTTGAAATTACGCTTCAGGAT 189
GAPDH ACTTACGAGCAGATCAAAGCAGTTTCACGAAGTTGTCGTT 170

acrk GCCCTCCTTTATTCTGATCTGGCTATACGATAAGCATTGG| 166

Tabela Ill. 6 - Sequéncias nucleotidicas dpsmers usados na metodologia qRT - PCR, e

respectivos amplicdes utilizados neste trabalhivefkobset al, 2007).

O RT-PCR em Tempo Real foi realizado atravéQdantiTect SYBR Green RT-
PCR Kit(Qiagen), no termociclador Rotor-GélgCorbett Research).

Neste sistema é preparada uma mistiidX] que contemRNAse-free water
tampao de reaccduantitecte enzima RT, e cujo volume é calculado para o ndite
reaccoes a realizar, sendo de salientar que tpdaparacéo das solucdes foi efectuada
com conservacgao dos compostos em gelo.

Depois daMIX preparada, esta foi distribuida em igual volumiegp&ubos de 0.1
mL que correspondem aos genes a testar, em dupli@slirpe controlo e estirpe
clinica).

Os primers foram depois adicionados (left/right) em cada tal®oreaccéo e foi
também usado um controlo de DNA e controlo negatRera o controlo de DNA, a

MIX foi preparada individualmente sem a enzima RT.
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Apés a preparacdo dos tubos de reaccédo, foi adidoon mMRNA de cada estirpe
exceptuando o controlo negativo. Para os contrfaian também utilizadoprimers
aleatorios.

Os tubos de reacc¢éo foram colocados no termocicRdtr-Gené", reaccdo com
duracédo de aproximadamente 202 minutos.

Os primeiros 30 minutos correspondem ao passo afesdricao reversa a uma
temperatura de 50°C, e de seguida a activacialida PCR a 95°C durante 15
minutos.

Seguem-se 35 ciclos que correspondem a desnatuemp@arelhamento, extensao
de 60 segundos cada, e a temperaturas de 94°C,22€respectivamente.

No final da reac¢ao séo efectuados dois passo®maii, o primeiro de 5 minutos a
72°C e o segundo de 15 segundos a 50°C. Para @fiqgaedo do mRNA de cada gene,
foi utilizado o método CT Gomparative Threshold Cyg¢léendo-se normalizado os
dados os dados através da expressdo matemafitgamrsiraacepreferéncia)

A forma de se poder controlar a quantidade de DNMpiementar obtido que
corresponde ao mMRNA inicial da amostra, é estabetkr uma comparacao entre o
genehousekeeping a expressao de cada gene estudado, assim, ieeposduzir a
influéncia de factores como a quantidade de RNAdobem cada extraccdo e a

eficiéncia da amplificacao (Viveirad al, 2005 e 2007).

90



Tese de Mestrach Ciéncias Biomédicas de Nadia Borges Charepe

IV.RESULTADOS

1. Determinacdo da concentracdo minima inibitoria CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) das estirpeslinicas para

os inibidores de BEs (EPISs)

Antes de se poder iniciar 0 nosso trabalho expetiahe no sentido de se efectuar a
caracterizacdo biologica, fenotipica e genotipices dnecanismos de resisténcia
intrinseca aos antibidticos por sobre-expressaBEieem estirpes de. coli sujeitas a
pressao antibidtica prolongada em ambiente hoapitad que determinar os limites de
efectividade de cada um dos compostos a utilizsterteabalho de forma a garantir que
as concentracdes utilizadas néo afectam a viatididalular mas apenas a actividade de
efluxo (Viveiroset al, 2005).

Por este motivo e comdescrito previamente nos materiais e métodos, foram
determinadas as CMIs e as CMBs para os EPIs a agitrados neste trabalho, de
forma a ser possivel testar o seu efeito comodailes das BEs em estirpesElecoli
multirresistentes. Estes ensaios foram realizadosdeplicado, sendo os resultados
concordantes entre ensaios.

Assim sendo, apresenta-se na Tabela IV.1 e IV.2jabmes encontrados para as
CMIs e CMBs dos compostos utilizados na realizagas ensaios, para 0 caso

particular de cada estirfie coliMDR estudada neste trabalho e estirpes controlo.
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CPZ VP TZ CCCP PAN

E. coli CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

(mglL) | (mgit) | (mglt) | (mg/t) | (mglL) | (mgL) | (mglL) | (mg/L) | (mg/L) | (mgiL)

AGI00 | 60 | ND | >3000 >3000| 100 | >100] 10 | >10| >10Q >100

AG100Arer | 100 | ND | >3000 >3000| 120 | >120] 20 | >20 | >100 >100
5 50 | 50 | >1500] >150Q 85 170 >20 >20 500 >500

9 50 | 50 | >1500] >1500 100 100 >20 >20 >10€100

12 50 | 100 | >1500] >1500 100 100 >20 >20 >10€100
13 50 | 50 | >1500] >150Q0 100 10p >20 >20 5p0 >500

14 50 | 50 | >1500] >150Q0 100 10p >20 >20 >108100
16 100 | 100| >1500 >1500 100 100 >20 >20 250 >R50

18 50 | 50 | >1500] >150Q0 100 10p >20 >20 >108100
19 50 | 50 | >1500] >1500 100 10p >20 >20 5p0 >500

Tabela IV. 1 - CMI dos EPIs para as estirpes clinicasgenda: > superior a concentragao;

m-

CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina; VP-Verapamil;, CEcarbonyl cyanide
chloRophenylhydrazon®AN- L-Phe-L-Arg#-naphthylamide
E coli EDTA EtBr
CMI (mM) CMB (mM) CMI (mg/L) CMB (mg/L)
AG100 ND ND 150* >150
AG100ATEeT ND ND >200* >200
5 1,87 30 >50 >50
9 1,87 30 >50 > 50
12 0,93 3,75 >50 >50
13 0,93 30 >50 >50
14 0,93 0,93 >50 >50
16 0,93 30 >50 > 50
18 0,93 1,87 >50 >50
19 30 30 >50 > 50

Tabela IV. 2 - CMI de outros compostos testados para as estuojbeisas. Legenda: >

superior. EDTA-acido etileno diamino tetracétic&tBr- Brometo de etideo. ND- nao

determinado.

* Valores determinados em Viveiras al, 2005 Inducement and reversal of tetracycline
resistance in E. coli K-12 and expression of progoadient-dependent multidrug efflux pump
genesAAC; 49(8): 3578-3582.

Apoés determinados os valores das CMIs para cadaastoy foi utilizada a %2

CMI para cada um deles, de acordo com os resulig@l@scada estirpe. Deve-se fazer
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referéncia que no caso do VP, utilizou-se parast@daestirpes clinicas, a ¥2 CMI para a
AG100, pois o valor para as estirpes clinicas s#emasiado elevado, assim como o
valor de CCCP utilizado foi ¥2 CMI para a AG100, teesaso por este composto
demonstrar efeito inibitério do crescimento em @stuanteriores.

A concentracdo de EtBr utilizada nos ensaios derifhetria foi de 3 pg/mL,
logo este valor € bastante inferior ao valor da @&ta todas as estirpes o que permite
dizer que a concentracéo utilizada nao influenaeescimento da estirpe.

As CMIs para os EPIs ndo apresentaram divergéntia ensaios e mostraram-
se semelhantes entre estirpes. Uma vez calculad®llaou o seu limite maximo,
utilizou-se entdo a concentracdo referente a % ¢ @ara que nunca ocurresse
inibicdo do crescimento da estirpe por accdo dirdot EPl. H4 que garantir em cada
ensaio, a actuagdo do EPI por si sO, ndo tendenagsi efeito directo sobre a

viabilidade das estirpes bacterianas (Vivegbal 2005 e 2007).

2. Método deScreening de BEs -EB-Agar Cartwheel Method

O métodoEB-Agar Cartwheel Methotem como objectivo a deteccdo rgpida de
estirpes bacterianas com aumento da actividadeede ¥&ndo particularmente util para
se efectuar o despiste de estirpes bacterianas KNIHRtins et al, 2006). As oito
estirpes dek. coli MDR disponibilizadas pelo Laboratério de Patolo@ilnica do
Hospital dos SAMS foram recultivadas em riscadactefedo sobre placas de TSA
contendo concentracfes crescentes de EtBr, (01@51.5, 2.0, 2.5 pg/mL), (Figura
IV.1). Para cada placa efectuou-se um riscado das destirpes de referéncia
comummente usadas no Laboratério de MicobactéeddsiMT, a estirpeE. coli wild-

type (AG100 ou K12- ATCC23716) que possui o nivel denéncia basal de actividade
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das BEs e a estirpE. coli AG100Arer genotipicamente e fenotipicamente descrita
como sobre-expressando BEs que bombeiam activarktBtgViveiroset al, 2005 e
2007).

Depois de incubadas por 16h a 18h a 37°C e observadn transiluminador para
registo da fluorescéncia emitida por cada estapmparativamente as estirpes controlo,
as estirpes consideradas como tendo um aumentctidalade das BEs sao as que
apresentam fluorescéncia a uma concentracao dentdBr que a estirpe controle
coli wild-type AG100, dado que esta sobre-expressao as cap&ciflukarem mais
EtBr do que a estirpe de referéndfg(ra 1V.2. O controlo positivo de efluxde( coli
AG100AreT) fornece o referencial experimental de maior atdide de efluxo, uma vez
que as suas colonias necessitam de concentragiesoses a 2.5 pg/mL de EtBr para
fluorescerem, dada a elevada sobre-expressdo ded®&ffs estirpe, responsavel por

bombear activamente o EtBr para o exterior dada(¥iveiroset al, 2005 e 2007).

AG 100
AG 100 ATET

Figura IV.1-Representacdo esquematica da localizacdo dasesstigs placas utilizadas no

método deScreeningle BEs.
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A.

EtBr [0 ug/mL]  EtBr[0.5 pg/mL] EtBr[1.0 glL] EtBr[1.5 pg/mL] EtBr[2.0 pg/mL] EtBr [2.5ugl]

EtBr [0 pg/mL] EtBr [0.5 pg/mL] EtBL[O pg/mL] EtBr[1.5 pg/mL] EtBr[2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

FiguralV.2- Placas de TSA com EtBr com concentracdes de 0 qu@L — andlise das

estirpes clinicas e controlos de eflukRo. Apds incubacédo a 37°8, Ap6s manutencgdo a 4°C.

A Tabela IV.3, representa a concentracdo inicialld@escéncia das estirpes clinicas,

quer a 37°C quer a 4°C.

Concentracéo inicial de fluorescéncia
Estirpe E. coli MDR ( ng/mL)

37°C 4°C
AG100 1.0 1.0
AG100At >2.5 >2.5
5 2.0 2.0

9 0.5-1.0 0.5-1.0

12 0.5-1.0 0.5-1.0
13 1.5-2.0 2.0

14 0.5-1.0 0.5-1.0
16 1.5-2.0 2.0
18 0.5-1.0 1.0
19 2.0-25 2.5

Tabela IV.3- Concentracgéo inicial de fluorescéncia das estifpesliMDR em placas de TSA

com EtBr com concentracdes de 0 a 2.5 pg/mL, ambacdo a 37°C e 4°C.
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A aplicacdo deste método permitiu verificar que @agstirpes em estudo, 4
evidenciaram fluorescéncia a concentracfes maiadds de EtBr, comparativamente a
estirpe controlcE. coli AG100. O controlo positivo de efluxo, a estirpe HOBAeT
demonstrou, conforme esperado, necessitar de sasoperiores a 2.5 pg/mL de EtBr

para fluorescer.

Assim, as estirpes seleccionadas para prosseguirdertrabalho foram as estirpes
E. coli MDR 5, 13, 16, e 19, tendo-se excluidoEascoli 9, 12, 14 e 18, que como €&
possivel observar pelas imagens da Figura IV.2rdkcem a concentracdes de EtBr
idénticas ou menores do que a estimpikd-type e as restantes estirpes clinicas,
permitindo inferir que estas estirpes tém menoresekpressdo de genes codificantes

para BEs que as restantes e como tal excluiram-sstddo.

Embora as fotografias da Figura 1V.2 ndo permitamawisualizacao clara das
diferencas de fluorescéncia, era evidente ao othobdervador, que as estirgesoli
MDR 9, 12, 14 e 18 fluoresciam aos 0.5 pg/mL ou jagimL de EtBr, enquanto a

estirpewild-typetinha fluorescéncia visivel a 1 pg/ml.

As restantes estirpes evidenciavam fluorescéndid aig/ml e superior. De notar
que as estirpes. coliMDR 5 e 19 foram as que apresentaram fluoresc€mcialores

mais elevados (2 pug/ml e superior).

Assumindo valido o pressuposto da nossa hipotesebalho de que um nivel de
fluorescéncia idéntico ou abaixo da verificada Eaestirpe control&. coli wild-type
nao evidéncia sinais fenotipicos de sobre-expreds@®ES, coloca-se a hipbtese do seu
fenotipo de resisténcia aos antibidticos ocorrerquiros mecanismos, nomeadamente
genéticos, e como tal afasta-se do objectivo dkfiqara este trabalho, pelo que as

estirpesE. coliMDR 9, 12, 14 e 18 nao foram incluidas nos estpdsseriores.
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Como descrito nos materiais e métodos, a fluoreszéai registada tanto a 37°C
como a 4°C, sendo possivel observar uma maiorefigéncia de todas as estirpes a
4°C, evidéncia relacionada com o facto de se swpranergia por diminuicdo da
temperatura e assim obrigar as BEs a reduziremaaastividade o que promove a
acumulacdo de EtBr no interior das células. A \igaedo da fluorescéncia das
coldénias depois de transferidas para 4°C, permiteeatar a sensibilidade da diferenca
visual da fluorescéncia e confrontar os dados obtid 37°C. No entanto, onde se
observa uma maior diferenca em termos de visudizale fluorescéncia, € numa
concentracdo de 2.0 pg/mL.

Este método permite apenas uma avaliacdo em teienotipicos das estirpes, a
partir do qual se seleccionou as estirpes paraedsdwoiogias seguintes, que por sua
vez, vao permitir validar ou excluir a hipétese tdssestirpes clinicas MDR,
fluorescerem a concentracées mais elevadas decEtRiacas gelosadas por actividade
aumentada das suas BEs devido a uma sobre-expréasdmesmas, a qual estara

directamente relacionada com o fenotipo de mutiisténcia.

3. Método deScreening da actividade dos EPIs

Como ja referido no capitulo Materiais e Métodagte enétodo permite visualizar
quais os EPIs, que ao se associarem aos antilsiggieanitem a reversdo ou reducao da
resisténcia em cada estirpe, efeito este obserpath turvacdo ou auséncia desta
visualizada nas placas de 24 pocgos.

Assim, e porque 0s compostos utilizados séo inieglde BEs, permite-nos inferir
que o0 mecanismo de multirresisténcia associado stispes E. coli MDR esta

relacionado com a sobre-expressédo de BEs ao sevabsenma reducdo ou reverséo
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dessa resisténcia. Foram entdo testadas as quettrpeg clinicas MDRE. coli
seleccionadas no ensaio anterpmt este método d&reeningtendo-se testado quatro
antibiéticos (CIP, GEN, TMP, AMP), de acordo com perfil de resisténcias
apresentada por cada estirpe (Ver Tabela I1l.2agpdtalo Material e Métodos).

A estes adicionaram-se os EPIs e foi possivel vaserquantificar o seu efeito em
relacdo aos controlos, através da contagem das,Ubie€sivel pelas diluicdes seriadas
dos pocos, sendo os dados apresentados em eggaitniica.

Salienta-se que os ensaios com resultados desefados repetidos por trés a
guatro vezes com concordancia, e demonstrou-sengsiequatro estirpes clinicas se
observa reducdo ou reversdo da resisténcia. Ofadssl obtidos encontram-se nas
Figuras IV.3 a IV.7.

E. coli 5

1,ODE+13

1,O00E+12

1,ODE+11

1,O00E+10

1,00E+03

1,O0E+0DE

1,00E+07

1,O00E+06

1,O0DE+DS

1,00E+04

1,O00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

5+ 5+

+ + + +

5 | S+TMP | 5+VD | $+TZ | 5+CPZ | 5+PAN Egm 3 {rr\gm 3 TTI‘Z’IP‘L TMP+P4 sgglzm TMB+
N EDTA

|.(3FU LATE+1216,05E+11 6. 05E+1 12 15E+1 1|1 76E+10[2 68E+10|2, 55E+11| 2 06E+10{0,00E+00(0.00E+0012.08E+10/2.08E+10

FiguralV.3 — Contagem das UFCs para a estirpe MBRcoli 5, na presenca do disco de
antibiotico (TMP) e EPIs. Os dados representadaogespondem a média de trés ensaios
independentes.Legenda: TMP- Trimetoprim; VP- Verapamil, TZ- TioridazinaCPZ-
Clorpromazina PAN- L-Phe-L-Argg-naphthylamide(PAN); EDTA- acido etileno diamino
tetracético.
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A estirpe MDRE. coli 5 (1.57E+12), quando testada para a reversao a@a su
resisténcia ao trimetoprim, observou-se que hoeversdo da resisténcia quando se
usou o PAN e a TZ (0.00E+00), facto este confirnaela auséncia de crescimento nos
plagueamentos.

Para os outros EPIs ndo foi possivel observaroefet reversdo ou reducdo da

resisténcia, observando-se crescimento de colégizando os plaqueamentos.

E. coli 13

1,00E+14

1,00E+13

1,00E+12

1,00E+11

1,00E+10

1,ODE+HD9

1,O0E+HDE

1ODE+HDT

1,O0EHD&

1ODEHDS

1,00E+04

1,O0EHD3

1,00E+D2

1,00EHIL

1,O0DE+ID

13
+TMP+TZ

|IUFC 1.79E+13 |1,21E+13 |2,58E+12 | 1.05E+12 | 1.00E+13 | 455E+11 |2,38E+12 |9,?DE+09 |2,4DE+12 | 1.33E+11 | 1.50E+12 | 0.00E+H10

FiguralV.4- Contagem das UFCs para a estirpe MBERcoli 13, na presenca do disco de
antibiotico (TMP) e EPIs. Os dados representadaogespondem a média de trés ensaios
independentes. Legenda: TMP-Trimetoprim; VP-Verapamil; TZ-Tioridazina; CPZ-
ClorpromazinaPAN- L-Phe-L-Argg-naphthylamideEDTA- acido etileno diamino tetracético.
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E. coli 13

1,00E+14

1,00E+13

1,00E+12

1,00E+11

1,00E+10

1,ODE+HD9
1,O0E+HDE
1ODE+HDT
1,O0EHD&
1ODEHDS
1,00E+04
1,O0EHD3
1,00E+D2

1,00EHIL

1,O0DE+ID

13+ [13+HGH+T [ 13+H3H+HY |13HGN+C
GN+PAN Z P Pz

13 134GH |13+EDTA| 13+FPAN | 13+TZ 13+VF | 13+0PZ |13+GN+E
DTA

|IUFC 1,794E+1 |1,102E+] |2,584E+] |1,046E+ | 1,002E+] (4,55E+11 |2,38E+12 | 72000 23525D4D|?,3E+10 3,25EHI9 | 58E+H1

Figura IV. 5- Contagem das UFCs para a estirpe MPRcoli 13, na presenca do disco de
antibiotico (GEN) e EPIs. Os dados representadosegmondem a meédia de trés ensaios
independentes. Legenda: GEN-gentamicina; VP-Verapamil; TZ-Tioridazina; GPZ
ClorpromazinaPAN- L-Phe-L-Arg#-naphthylamideEDTA- acido etileno diamino tetracético.

Quando testada, . coli 13 (1.79E+13, observou-se reversdo da resisténcia para o
trimetoprim com a adicdo da TZ (0.00E+00), e redugk resisténcia para a
gentamicina com a adigdo do PAN (8.00E+02), e dOA[Y.8E+04), este ultimo com
maior efeito na reducéo.

Os restantes EPIs demonstraram-se ineficazes tadivarde reversdo da resisténcia

aos antibioticos para esta estirpe.
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E. coli 16

1.00E+3
1.00E+ 2
1ODE+H 1
100E+D
1.00E+09
1.00E+08
100E+07
100E+06
100E+05
100E+04
1.00E+03
1.00E+02
100E+01
100E+00

16 I64CIF | 16+TMP | 16+WP | 16+CPZ | 16+T2 | 16+pan |\OFCIFFV | Liv 1 Bod [ MEooEs

[SCFU | 280E+12 | 2,77E+12 | 1,06E+12 | 6,50E+409 | 7,11E+11 | 605E+07 | 2,17E+12 | 0,00E400 | 2,58E+12 | 4,00E+02 | 2,56E+11

FiguralV.6- Contagem das UFCs para a estirpe MBERcoli 16, na presenca do disco de

antibiético (CIP) e EPIs. Os dados representadosegmondem a média de trés ensaios
TZ-Tioridazina;CPZ-

independentes. Legenda: CIP-Ciprofloxacina;

ClorpromazinaPAN-L-Phe-L-Arg#-naphthylamide

VP-Verapamil;

No que diz respeito B. coli 16 (2.8E+12), houve reversdo para a resisténcia a

ciprofloxacina com a adi¢do do VP (0.00E+00), étefée reducdo da resisténcia ao se

adicionar a TZ (4.00 E+02).
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E. coli 19

1,00E+13

1,00E+12

1,00E+11

1,00E+10

1,ODE+HD9

1,O0E+HDE

1ODE+HDT

1,O0EHD&

1ODEHDS

1,00E+04

1,O0EHD3

1,00E+D2

1,00EHIL

1,O0DE+ID

19+CIP 19+ |[19+4CIP4T| 19+CIP | 19+CIP+
19+EDTA| +CPZ | CIP+VE Z +PAN EDTA

19 19+4CIP | 194CPZ | 194VP 194TZ | 19+PAN

|ICFU 476E+1 |6,10E+H2 [529E+11 |3,11E+10 | 527E+10|1,56E+11 |2,55E+11 [6,67E+HI9 |0,00E+10 |0,00EHI0 | 1,50E+H)3 |2,08E+10

Figura IV. 7 - Contagem das UFCs para a estirpe MPRcoli 19, na presenca do disco de
antibiotico (CIP) e EPIs. Os dados representadosegmondem a média de trés ensaios
independentes. Legenda: CIP-ciprofloxacina; VP-Verapamil, TZ-Tioridazina;, P2-
ClorpromazinaPAN- L-Phe-L-Arg#-naphthylamideEDTA- 4cido etileno diamino tetracético.

No caso dé&. coli 19 (4.76E+11), foi possivel observar a reversdoedsténcia a
ciprofloxacina com a adicdo da TZ e do VP (0.005+@0 reducdo com o PAN

(1.50E+03).

Com estes resultados é possivel inferir que os lRisdemonstraram maior efeito
foram a TZ e 0 VP, e que nenhuma das estirpesitestgpresentou reversédo ou reducao
da resisténcia na presenca de CPZ ou CCCP, nawast@ndo o CCCP representado

graficamente, embora este ultimo também tenhatsitado.

Este método apresenta apenas a desvantagem deesgaoln efeito do erro de
pipetagem inerente & sua execuc¢do, 0 que € poseivietar na contagem das UFCs

nos controlos da estirpe com o antibiético compaatente com os restantes EPIs,

102



Tese de Mestrach Ciéncias Biomédicas de Nadia Borges Charepe

tendo-se considerado que até um log inferior nal@dogaritmica, ndo é considerado
efeito inibitorio de crescimento da estirpe.

Através deste método de execucdo simples € possdvificar que as estirpes
clinicas MDR seleccionadas confirmam o ensaio mmtepu seja, apresentam sobre-
expressdo das BEs, isto porque os antibiticoadestsdo substratos de BEs para

coli, e os EPIs testados sdo inibidores dessas mesmbsdo

4. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) das estirpeslinicas para

0s antibiodticos na presenca dos EPIs

Apos a seleccdo dos EPIs com resultados nas estiipecas no ensaio anterior, foi
possivel obter resultados para as quatro estirfjeeas E. coli MDR no que diz
respeito a reversao ou reducéo da resisténcia.

Para estas quatro estirpes foram entdo determiresla@@MIs e CMBs para os
antibiéticos testados e respectivos EPIs que tiveefeito na reducdo/reversao da

resisténcia (Tabelas IV.5; IV.6 e IV.7).
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TMP AMP GEN CIP
E. coli
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
AGLO0 | ge2 | 125 7.8 7.8 1 2| 003 003

Tabela IV.4 -CMIs e CMBs da estirpe controlo (AG100) para osb#iticos. Legenda:
> superior; TMP- Trimetoprim; AMP- Ampicilina; GESentamicina; CIP-Ciprofloxacina.

Na Tabela V.4, estdo documentados os valores s € CMBs para a estirpe

controlo AG100 para os quatro antibiéticos em estud

De acordo com as normas do CLSI (CLSI, 2006)breskpointsequivalentes a CMI
séo para o TMR8 mg/L; GEN<4 mg/L; CIP<1 mg/L. Logo a partir destes valores &
possivel verificar qual o efeito inibitério dos BREestados para estes antibiéticos nas

estirpes clinicas em estudo.

TMP + EPI

TMP
E. coli TZ VP PAN

CMI | CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(mgiL) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)

5 | >750 >750 2.925 >750 2.925 > 750 >750 > 750

13| >750 | >750 2.925 750 ND ND ND ND

Tabela IV. 5 - CMIs e CMBs para as estirpes clinidascoli 5 e 13 do Trimetoprim e na
presenca ou auséncia dos ERkgenda:> superior; TMP- Trimetoprim; EPI- inibidor de BEs
TZ- Tioridazina; VP-Verapamil; PANL-Phe-L-Argg-naphthylamide ND- ndo determinado
por ndo haver efeito de reverséo ou reducéo dst&asia no método dereeningda actividade

dos EPIs (sub-seccao anterior).
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Para &. coli 5, observou-se uma redugao na CMI do trimetopom o VP e TZ,
embora para o PAN tal ndo ocorreu. Em meio liquidométodo descreeningfoi
possivel observar reversdo da resisténcia parae@HZN nesta estirpe, embora néo se
tenha observado qualquer efeito com o VP. No emtaambém foi possivel constatar,
gue os CMBs para este antibiéticomacoli5 demonstram crescimento de colonias na
placa com a concentracao inicial testada, nédo dsimremao efeito bactericida.

Para o trimetoprim na presenca da TZ, a estirpecalE. coli 13,viu reduzida a CMI
para um valor que tornava a estirpe susceptivegntanto o CMB apresentou o valor

da concentracéo inicial testada.

GEN + EPI

GEN
EDTA PAN

E. coli
CMI (mg/L) | CMB (mg/L) | CMI (mg/L) | CMB (mg/L) | CMI (mdL) | CMB (mg/L)

13 64 64 4 4 >64 >64

Tabela IV. 6- CMIs e CMBs para a estirpe clini€a coli 13 da gentamicina e na presenga ou
auséncia dos EPléegenda: > superior; GEN- Gentamicina; EPI- inibidor de BEDTA-
acido etileno diamino tetracético; PANPhe-L-Arg#-naphthylamidgPAN).

Ainda para aE. coli 13, observou-se uma reducédo na CMI da gentamiina
presenca do EDTA para um valor que torna a essugeeptivel a accédo do antibidtico.

No entanto na presencga do PAN, tal ndo ocorreu.
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CIP+ EPI
CIP
E. coli TZ VP PAN CPz
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/mL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
16| 40 40 | 10 10 20 20 ND ND ND ND
19| 20 40 | 0.15 5 10 10 >40 > 40 5 40

Tabela IV. 7 - CMIs e CMBs para as estirpes cliniéascoli 16 e 19 da ciprofloxacina (CIP) e
na presenca ou auséncia dos ERégienda: > superior; CIP- Ciprofloxacina; EPI- inibidor de
BEs; TZ- Tioridazina; VP-Verapamil; PAN-L-Phe-L-Arg#-naphthylamide CPZ-
clorpromazina; ND- ndo determinado por ndo haweitefle reversdo ou reducéo da resisténcia

no método decreeningda actividade dos EPIs (sub-secgéo anterior).

No caso d&. coli 16, apenas foi observado ligeira reducdo na CVH paCIP na
presenca do VP e TZ, esta reducdo ndo correspondgessao da resisténcia. No
meétodo descreeninga TZ ndo demonstrou efeito de reversado/reducaseadilizar o
meétodo de determinacédo das CMIs, observa-se redlacadesma, embora a estirpe ndo
passe a ser susceptivel.

Finalmente para a estirpe cliniga coli 19, observou-se reducdo no valor da CMI
para a ciprofloxacina, na presenca do VP, TZ e s com efeito de reversdo em
meio liquido, exceptuado a CPZ em que nao foi peksbservar reducéo ou reversao
da resisténcia. Deve-se referir que apenas com a $usceptibilidade da estirpe foi
restaurada.

A aplicacdo do PAN na tentativa de restaurar acpidxslidade das estirpes clinicas
nao foi bem sucedida.

Sendo a determinacdo da CMI em presenca de ERst@lologia de referéncia

aceite internacionalmente para a demonstracao tiladade aumentada de BEs em
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estirpes bacterianas (Pagés, 2007) esta veio andénaioa sua validade neste trabalho,
tendo-se mostrado mais eficaz, concordante e repivetl que a técnica anterior de
deteccdo de efeito de reversdo ou reducdo daémsstno método d8creeningda
actividade dos EPIs, que apesar de menos labagipsamitir testar maior nimero de
compostos num mesmo ensaio e mais facilmente fb@ntEPIs activos para uma dada
estirpe e um dado antibiético, se revelou poucoroga e com resultados discrepantes
com a técnica de referéncia, a determinacdo da €mll presenca de EPIs. As
discrepancias mais O6bvias foram observadas naided® inibitéria do PAN e

presentemente ndo é possivel encontrar explicagadais discordancias.

5.Método deScreening de BEs EB - Agar Cartwheel Method / EPI's

Como ja se fez referéncia no capitulo Materiais &ddos, esta aplicacdo permite
observar o efeito dos EPIs em que se obteve rdsglide reversdo/reducdo no meétodo
de screeningpara as estirpes clinicas inicialmente seleccichguzElo Método de
Screening de BEs, mas desta vez em meio solidaiasgio-se ao corante fluorescente,

EtBr.

No caso da estirpE. coli 5, o EPI que demonstrou um aumento significatigo d
fluorescéncia foi o VP, mais visivel a partir de aurmoncentracdo de 1.0 pg/mL,
enquanto no caso da TZ, observou um ligeiro auméatituorescéncia a partir de 1.5

png/mL (Figura 1V.8).

Também se deve realcar que quando as placas foaatidas a 4°C, a fluorescéncia
sofreu um aumento significativo, como € possivelstatar na figura IV.9, o que nos

indica que este processo é dependente de energiafuecionamento das BEs na
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auséncia desta é reduzido. O EPI TZ, demonstroligaino aumento da fluorescéncia

aquando a 4°C, comec¢ando a demonstrar maior feémes a 1.0 pg/mL.

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] BtR.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

Figura IV. 8 - E. coli 5 em placas com EtBr e EPIs incubadas a 37°C.dmagavaddsel-

doc XR (Bio-Rad Laboratories IncA. E. coli 5 - placas EtBrB. E. coli 5 -placas EtBr e
TZ a2 CMI;C. E. coli5-placas EtBr e VP a %2 CMlegenda: EtBr- brometo de etideo;

[ ]- concentragao.
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EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

EtBr.Rug/mL]

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL]  EtBr[2.5 pg/mL]

Figura IV. 9 - E. coli5 em placas com EtBr e EPIs mantidas a 4°C. Imagesada Gel-doc
XR (Bio-Rad Laboratories Inc.A. E. coli 5-placas EtBrB. E. coli 5-placas EtBr e TZ a ¥
CMI. C. E. coli 5-placas EtBr e VP a ¥ CMLegenda: EtBr- brometo de etideo; [ ]-

concentragao.

Para a estirpe MDHE. coli 13, foram testados os EPIs: EDTA, PAN e TZ. No

entanto nado foi possivel detectar diferencas satifas em nenhum dos casos, ndo se

apresentando aqui as imagens obtidas.

A estirpe cliniceE. coli16 quando inoculada em placas com EtBr e VP, irdadha

7

37°C (Figura IV.10), o efeito demonstrado é tambdm maior fluorescéncia,
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observando-se um aumento da fluorescéncia a umeemiwacdo de 0.5 pg/mL,
comparativamente a placa com EtBr e sem EPI. AdkaEncia torna-se mais evidente
nessa concentragao, quando as placas sao manticadeda noite a 4°C, ou seja ao

eliminar a fonte de energia (Figura IV.11).

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/thL EtBr [2.5 pg/mL]

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

Figura IV. 10 - E. coli 16 em placas com EtBr e EPIs incubadas a 37°C.dmagavada Gel-
doc XR (Bio-Rad Laboratories IncA. E. coli 16-placas de EtBB. E. coli 16-placas de EtBr e
VP a %2 CMI.Legenda: EtBr-brometo de etideo; [ ]-concentragéo.
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EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

Figura IV. 11 - E. coli16 em placas com EtBr e EPIs mantidas a 4°C. Imagavada Gel-doc
XR (Bio-Rad Laboratories Inc.p. E. coli 16-placas de EtBB. E. coli 16-placas de EtBr e VP

a 2 CMl.Legenda: EtBr-brometo de etideo; [ ]-concentragéo.

Este método aplicado a estirfe coli 19, permitiu observar que apds incubacéo a
37°C, as placas preparadas com EtBr e CPZ apreaentama fluorescéncia mais
evidente que aquelas que s6 apresentavam EtBr a&ameantracédo de 1.0 pg/mL, nas
mesmas concentracdes, o que sugere que a CPZindlag@éd para as BEs, conseguindo

reduzir a sua expressao, como demonstrado na A2
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A.
EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]
B.

EtBr [1.0 pg/mL] EtBr [1.5 pg/mL] EtBr [2.0 pg/mL] EtBr [2.5 pg/mL]

Figura IV.12 - E. coli 19 em placas com EtBr e EPIs incubadas a 37°Qdmajravada Gel-
doc XR (Bio-Rad Laboratories IncA. E. coli19-placas EtBrB. E. coli 19-placas EtBr e CPZ

a %2 CMl.Legenda: EtBr-brometo de etideo; [ ]-concentracao.

Em resumo, na tabela IV.6 apresenta-se as congéaesrads quais o aumento da

fluorescéncia nas placas preparadas com EtBr e&lcada estirpe clinica estudada

foi visivel comparativamente com as placas ino@gagbenas com EtBr.
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Concentragéao visivel do aumento da fluorerscéncia
Estirpe E. coli MDR (ng/mL)
37°C 4°C
TZ 1.5 1.0
[~
VP 1.0 1.0
16 VP 1.0 1.0
19 CPZz 1.0 1.0

Tabela IV.8- Concentracdo visivel do aumento da fluorescéncigpkacas de EtBr e EPIs
inoculadas com as estirpes clinicas, quer a 37f@ @ 4°C.Legenda: TZ-Tioridazina; VP-

Verapamil; CPZ-Clorpromazina.

6. Método de Kirby Bauer/Etesf

Dados os promissores resultados anteriores comei efos EPIs em placas com
EtBr decidiu-se avancar nesta fase do trabalho @deste dos dois métodos classicos
de determinacdo de susceptibilidade em placa (@doétde Kirby Bauer) e o de
determinacdo da CMI em placa (o métoddetst) agora adaptados para a observacéo
do efeito dos EPIs em meio sdlido, no sentido deptementar os resultados dos
ensaios anteriores. Para o método de Kirby Baueefedo n&do correspondeu ao
verificado em meio liquido, ou seja 0 halo de igdln evidenciado ndo permitiu tornar
as estirpes susceptiveis e verificou-se fraca leg@e entre os resultados obtidos em
meio liquido e os obtidos em meio sélido.

No entanto, quando testado o método de Etestificou-se uma reducdo das CMI
das estirpes clinicas d& coli MDR e os trés EPIs estudados. Na tabela 1V.9 estéao
apresentados os resultados do Eteata as estirpes clinicas MR coli.

Foi possivel observar uma redugédo na CMI para t@pesE. coli5 eE. coli 19,

sobretudo na presenca do VP, no entanto segundweegpointsdo CLSI (CLSI,
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2006), nenhuma das estirpes se tornou sensivel pieagio deste método de
determinacdo da CMI em meio solido. Para que aspestsejam consideradas
sensiveis, a CMI para a ciprofloxacina tem quegatio valor< 1 mg/L e para o
trimetoprim o valor tera que sera 8 mg/L (CLSI, 2006), o que nestes resultados em

meio solido, ndo foi possivel constatar uma rewerd@ sensibilidade das estirpes

clinicas.
Etest”®
Estirpe Ciprofloxacina CPz TZ VP
E coli 16 >32 ND ND > 32
E. coli 19 32 24 12 8
Estirpe Trimetoprim PAN VP TZ
E.coli 5 >32 >32 >32 12

Tabela IV. 9 - Resultados E teSpara as estirpes clinicas para os quatro antb®gm estudo
e EPIs a %2 CMILegenda: > - superior; ND- ndo determinado; CPZ- clorpromaz TZ-
tioridazina; VP- verapamil; PAN:-Phe-L-Arg#-naphthylamidg¢PAN).

Tal como no caso dos antibidticos, em que as coragges em meio solido
equivalentes a uma CMI de 90% tém de ser aumentadass usadas em meio liquido
e que foram objecto de anos de estudo para o dd#senento dos métodos de difusédo
em placa quer com discos impregnados para a tédeigarby-Bauer e a determinacao
dos halos de inibicdo quer no caso da determindg&d_MIs em placa pela técnica de
E-tesf, a utilizacdo dos EPIs em meio sélido ter4 dex\ser correlacionada com a actividade
dos mesmos compostos em meio liquido para que ssampo obter dados
correlacionaveis (Mahmoud, 2007; Marquez, 2008)nt@ado evidenciou-se que se

podera vir a desenvolver um teste em meio solida paleterminacéo da actividade dos
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EPIs na inibicAo da actividade das BEs correlagieh&om a resisténcia aos

antibiéticos que carece agora de investimento dutur

7. Fluorimetria em termociclador de tempo-real (Robr-Gene 3000")

-método semi-automatico com a utilizacéo de EtBr

Para cada uma das quatro estirpes clinicas cortia@dss observados nos ensaios
anteriores, foram efectuados ensaios de acumuéagfioxo com os EPIs seleccionados
no método decreeningpara cada estirpe, ou seja, de acordo com o efeitgse EPI na
reversdo/reducao da resisténcia a determinadd@id

O meétodo semi-automatico de fluorimetria em terriadior permite como ja
referido, observar em tempo real a capacidade uwlawacdo do EtBr, e ainda observar
o efluxo das estirpes clinicas que sera sobre-sgpreomparativamente a estirpe
controlo AG100.

Assim, este método pode ser utilizado com doisctiljes:

a) Determinar qual o EPI que permite obter mellcanaulacao/retencéo de EtBr no
interior das células, isto €, determinar quais &dsHnais eficientes na inibicdo da
activiade de efluxo da estirpe

b) Determinar se ha sinais de sobre-actividadefldeoeface ao efluxo de EtBr na
estirpe padrdo. Neste caso € aconselhavel demopsgHuxo activo através de um
ensaio de efluxo onde as células bacterianas s&i@prente carregadas com o EPI com
maior eficadcia na acumulacdo de EtBr na estirpedoat. coli K12), o CPZ, e depois
deste ser retirado do tampao de ensaio monitogiza-sfluxo activo da estirpe em
comparacao com o efluxo da estirpe padrdo na pygasenna auséncia de glucose

(Viveiros et al, 2008).
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Neste trabalho seguiram-se estas linhas orienta@ooptou-se por usar um EPI que
fosse capaz de acumular EtBr de forma semelhante tpdas as estirpes tendo-se
optado pela CPZ, pois com este composto era pbsssumlizar o efluxo com mais
clareza em todas as estirpes clinica, podendo+swarar com o efluxo da estirpe
padrao.

Assim, nos ensaios de efluxo, foi utilizada a CREapefectuar o carregamento das
células na concentracdo correspondente a ¥z da t€éMlp-se preparado a diluicdo do
composto no proprio dia. A AG100 foi testada pargpasder estabelecer a comparacéo
em termos de efluxo com as estirpes clinicas, assindo, foi demonstrada maior
acumulacédo com o EPI CPZ, seguido do EPI TZ, nadi¢oes Optimas de efluxo, 37°C

e na presenca de glucose (Figura IV.13).

AG100
120
100 -
.E
S 80
@ == AG100+ glu
z o0 .
@ AGL00+glu+TZ
O =
= 40 AGL100+glu+ CPZ
=
20 - = AG100+ glu +CCCP
§ e A G100+ glu +PAN
0 10 20 30 40 50
Tempo (minutos)

Figura IV. 13 - E. coli AG100 - ensaio de acumulacdo de EtBr, na presea¢@RZ, TZ,
CCCP, PAN.Legenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina; TZ- Tioridazir®AN- L-Phe-L-
Arg-f-naphthylamide CCCP- carbonyl cyanide m-chloRophenylhydrazon®s dados

apresentados correspondem a média de trés ensdépendentes.

No ensaio de efluxo para a AG100 ( Figura IV.1d) possivel verificar a presenca

de uma curva de efluxo activo de EtBr (AG100+gladm decréscimo na fluorescéncia

116



Tese de Mestradch Ciéncias Biomédicas de Nadia Borges Charepe

até cerca de 0.3 (fluorescéncia relativa), enquani® na auséncia de glucose nao
ocorre efluxo de EtBr (AG100). Igualmente se veafauséncia de efluxo na presenca
de CPZ com ou sem energizacéo das células pela@oadicglucose (AG100+glu+CPZ2)
e (AG100+CPZ), respectivamente. Para o0s restantels HEestados as curvas
apresentadas nao evidenciaram efluxo significajivando se adicionava glucose uma

vez que lhes é adicionado um EPI, que lhes bloguefluxo.

AG100

—4—AG 100+ CPZ
== AG 100+ glu

de= AG 100+ glu + CPZ
——— AG 100+ glu+TZ
e A (G 100+ glu + VP

Fluorescencia relativa

—0—=AG 100
AG100+TZ
AG100+VP
0.1
0 :
0 20 40 60 80

Tempo (minutos)

Figura IV.14 - E. coliAG100 - ensaio de efluxo (fluoreséncia relativ@)7aC e na presenca de
0.4% de glucose, carregada comgdmL de EtBr, na presenca de CPZ, ap6s normalizdg&o
dadosLegenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina; TZ- Tioridazii®- verapamil. Os dados

apresentados correspondem a média de 3 ensaipgeimthantes.

Os ensaios de efluxo permitem correlacionar o efldg EtBr com o efluxo dos
antibioticos, visto que ambos sao substratos desnoe sistemas de efluxo (Viveires
al, 2008; Poole & Lomovskaya, 2006). Comparando aeurea do EtBr no interior da

célula, com a existéncia de antibidtico no intedarestirpe, ao qual esta € resistente por
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sobre-expressédo de BEs, admite-se que a extrusé@onaisosto seria efectuada se néo
estivesse presente o EPI que de certa forma bquefluxo da estirpe, permitindo a

eficacia do antibiético.

Assim, pretende-se para cada estirpe clinica efectensaio de efluxo com os EPIs
gue demonstraram efeito de reversao para estpeestia presenca de fonte de energia
(glucose), de forma a correlacionar o efeito déigdio das BEs com a reversao ou

diminuicdo da sua resisténcia aos antibioticos.

Na estirpe clinic&. coli 5, observou-se que os inibidores que apresentavaor
acumulacéao de EtBr num determinado periodo tempimish TZ (5+TZ+glu) e a CPZ
(5+CPZ+glu), tendo sido os ensaios produzidos golicido, e na presenca de glucose,

0 que permite verificar a sua influéncia no eflaxoEPI.

Na estirpeE. coli 5, pretendeu-se efectuar o ensaio com os EPIsl@uenstraram
efeito de reversao para esta estirpe, nomeadaraehifee o VP, para verificar qual a

sua influéncia no efluxo na presenca de fonte degin(glucose).

Assim sendo, a presenca destes EPIs permitiu ewitefluxo na presenca da
glucose, logo pode-se afirmar que estes compoétosat capacidade de impedir a

extrusao de EtBr.

Em termos de fluorescéncia relativa, € possivdfic@r que apenas se observa o
efluxo da estirpe com adicdo de glucose (5+glusenlando-se um decréscimo de
fluorescéncia inferior a 0.2 na escala de fluonesicérelativa. (Figura IV.15), o que nos
indica que, como ja referimos anteriormente, as ks dependentes de energia para
iniciarem o seu papel de extrusdo de compostosd®xNesta estirpe clinica todos os
os EPIs testados demonstraram capacidade de vetmouir o efluxo activo de EtBr

das células.
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E. coli 5

== 5+ glu

== 35+ glu+ CPZ

— 5+ olu+ TZ

=t S+ glu+ VP

Fluorescencia relativa
[
L

04
S
0.2 S+TZ
3+VP
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (minutos)

Figura IV. 15 - E coli 5 - ensaio de efluxo (fluorescéncia relativa) 2C3& na presenca de 0.4%
de glucose, carregada com@mL de EtBr, na presenga de CPZ, ap0s normalizdgéalados.
Legenda: glu-glucose; CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina; -VEBrapamil Os dados

apresentados correspondem a média de 3 ensaipgein#mtes.

Nos resultados obtidos no ensaio de efluxo paEa eoli 13, € possivel verificar
uma curva de efluxo da estirpe na presenca dagpudd+glu), (Figura 1V.16), em que
existe uma reducédo da fluorescéncia inferior an@.escala de fluorescéncia relativa,
apresentando-se o0s restantes tubos de reaccdo ximande fluorescéncia, sem
evidéncia de efluxo, evidenciando assim que os tEBtados conseguem reter o efluxo
de EtBr nesta estirpe clinica com igual eficiéneigue a estirpe evidéncia sinais de

sobre-actividade de BEs.
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E. coli 13
i Riea, N v ’
0.9 T R m e
= TR
Z 08
= 0.7
Q i
; 0.6 ——13+ CPZ
g 0.5 —8—13+glu
S 04 - —+—13+ glu + CPZ
g 03 - ——13+glu+TZ
2 02 - -
= 0.2 =13
0.1 - 13+TZ
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo ( minutos)

Figura IV. 16- E. coli13-ensaio de efluxo (fluorescéncia relativa) aC3&ha presenca de 0.4%
de glucose, carregada com@mL de EtBr, na presenca de CPZ, ap6s normalizagaalados.
Legenda: glu-glucose; CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina. Odados apresentados

correspondem a média de 3 ensaios independentes.

No ensaio de efluxo realizado para a estirpe 1gu(gilV.17), verificou-se o efluxo
da estirpe na presenca da glucose (16+glu) coméstsoro de fluorescéncia relativa
inferior a 0.1, sendo a mais significativa compaeghente com as restantes estirpes
clinicas MDR deE. coli. Nesta estirpe verificou-se ainda o decréscimbudeescéncia
relativa a 0.2, na presenca de CPZ e glucose (U6€gZ), o que evidencia capacidade
de efluxo na presenca deste EPI e de glucose.tk gaste facto podemos concluir que
a CPZ néo era o composto ideal para o carregantastacélulas bacterianas para a
estirpeE. coli 16. Para os restantes compostos inibidores enesjaeestirpe apresentou
resultados de reversdo/reducdo da resisténcianéibgdticos, a fluorescéncia é maxima,
mesma na presenca da fonte de energia. Estesacemilevam-nos a colocar a hipotese

gue nesta estirpe existe sobre-expressao de umaasubombas de efluxo diferentes
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das sobre-expressas nas estirpes anteriores maguglemente efluxam EtBr sendo

contudo insensiveis a acc¢éo inibitéria do EPI CPZ.

0,9

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Fluorescencia relativa

0,1

E. coli 16

Tempo (minutos)

—f— 16+ CPZ
=16
16+TZ
— 16+ VP
== 16 +glu
16+glu+CPZ
16+glu+TZ
16+glu+VP

Figura IV. 17 - E. coli 16-ensaio de efluxo (fluorescéncia relativa) aC3@°na presenca de

0.4% de glucose, carregada comgdmL de EtBr, na presenca de CPZ, ap6s normalizdg&o

dadosLegenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina; TZ- TioridazivE- Verapamil Os dados

apresentados correspondem a média de 3 ensaipgeint#mtes.

No ensaio de efluxo para a estirpe 19 (Figura I)/.A8curva correspondente ao

efluxo (19+glu), atinge um valor inferior a 0.1 escala de fluorescéncia relativa o que

demonstra uma vez mais a actividade de efluxo.|@xefé também bloqueado nos

restantes ensaios, embora se constate que, conZ a&presenca da glucose, ndo é

suficiente eficaz para evitar o efluxo do corathterescente. Este resultado indicia que

nesta estirpe a sobre-expressdo de BEs poderanesimracentuada que nas estirpes

anteriores. uma vez que em iguais condicdes fosipelsreter o efluxo nas estirpes

préviamente testadas, e nesta estirpe tal ndooksiyel para a concentracdo de EPI

utilizada.
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E. coli 19

—$—19+ CPZ
=19 +glu

—e—19 + glu + CPZ

e 19 +glu+TZ

Fluorescencia relativa

=19

0 T T T T T T 1
0] 10 20 30 40 50 60 70

—0—19+TZ

Tempo (minutos)

Figura IV. 18 - E.coli 19-ensaio de efluxo (fluorescéncia relativa) a 33%@ presenca de 0.4%
de glucose (glu), carregada com@/ mL de EtBr, na presenca de CPZ, apds normalizeQs
dados.Legenda: glu-glucose; CPZ-Clorpromazina; TZ-Tioridazina. @ados apresentados

correspondem a média de 3 ensaios independentes.

Concluindo, nos ensaios de acumulacdo em todastiages testadas, é possivel
observar que os EPIS utilizados permitem a inibigds BEs durante um periodo
aproximado de 45-60 minutos, com excepc¢ao do PANNG apresenta nenhum efeito
directo sobre o efluxo activo do EtBr. Apds esteiquo temporal, observou-se o
retorno do efluxo pelas BEs devido a recuperacds dandicbes fisioldgicas
bacterianas, em que é possivel verificar nos gréfale acumulacdo um decréscimo
gradual da fluorescéncia.

Em relacdo aos graficos de efluxo, demonstrou-ggeaenca de efluxo sobre-
expresso em todas as estirpes clinicas, com reddgaftuorescéncia relativa. No
entanto, também € notério a dificuldade em obtenap um EPI que tenha o mesmo
efeito para todas as estirpes clinicas, mas aagédio do CPZ foi a Unica forma
encontrada para estabelecer parametros de companaicé as estirpes.

Com o intuito de comparar o grau de efluxo dagpesti clinicas entre si e com a
estirpe controlo AG100, demonstra-se em forma défiogr (Figura IV.19), a
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comparacao da fluorescéncia relativa normalizadaadi¢des ideias de carregamento,
gue correspondem a cada estirpe carregada com g, se verifica 0 maximo de
fluorescéncia, enquanto cada estirpe na presenglaciese evidencia a curva de efluxo.
Neste grafico observa-se o efluxo de cada estapgaresenca de glucose, e verifica-
se que a AG100 apresenta menos efluxo que as tesstsiirpes clinicas e entre elas a

gue menos efluxa ém coli 5.

Efluxo estirpes clinicas

5+ CPZ
=—5+ glu
== AG 100+ CPZ
= AG 100+ glu

=19+ CPZ

=@= 19+ glu
13+ CPZ
13+ glu
16+ CPZ

=16+ glu

Fluorescencia relativa

Tempo (minutos)

Figura IV. 19 - Efluxo das estirpes clinicas MDR d& coli e estirpe controlo AG100

(fluorescéncia relativa), na presenca de gludosgenda: glu-glucose; CPZ- Clorpromazina.
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8. gRT-PCR (quantitative reverse-transcriptase- polimerase chain

reaction)

Este método permite verificar a presenca de afiesapa expressao de genes das
estirpes em estudo, relativamente a uma estirpeotore desta forma, poder verificar
se 0s genes codificantes para as BEs, se encostrhra-expressos relativamente a
estirpe controlo AG100.

Devido a restricoes financeiras e temporais foratacsionadas duas estirpes das
quatro estirpes clinicas testadas neste trabalkohguiam evidenciado resultados de
reversdo da resisténcia prévia aos antibioticoseldccdo das estirpes baseou-se nos
conjunto dos resultados obtidos anteriormente, especial relevancia para os obtidos
no método de fluorimetria em tempo real, em quedsdinguiu quais as que
apresentavam maior efluxo, com base na analiseutaas de efluxo e decréscimo de
fluorescéncia.

Assim, as estirpeg&. coli 16 e 19 foram seleccionadas porque possuiam estas
caracteristicas, e desta forma era de esperar g@mcontrasse sobre-expressao dos
genes codificantes para as BEs.

Desta forma, foi utilizada a estirpe controlo AG1l@@ra se poder comparar 0S
resultados das estirpes clinicas. As estirpescané controlo foram incubadas a 37°C,
com agitacao a 220 rpm tendo a estirpe controkcade em 3h, enquantoka coli 16 e
19 cresceram em 1h30 (aproximadamente), na preskncgrofloxacina a ¥2 CMI,
sendo utilizada uma concentracdo de solustiek de 800 pg/mL, retirando-se o
volume correspondente a uma concentracdo de 20 sg/lOL respectivamente para

cada estirpe.
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As estirpes clinicas foram inoculadas com antib@dtie forma a manter a pressao
selectiva externa conduzindo assim a sobre-expas&ES, o que lhes permite extruir
o0 antibidtico. E de salientar que estas atingiraBlOgoonmde 0.6 em cerca de 1h, o que

corresponde a metade do tempo que demoram a csesaeantibiotico.

Os ensaios foram determinados petmmparative threshold cycle {Cmethod(2
(AACt amostra AACueferénciy)  gandp que as amostras que apresentaram uma maior
concentracdo deemplateconduzem a uma amplificacdo mais rapida, do quelasju

que apresentaram menos MRNA para determinado gemérme explicitado na

seccao Material e Métodos.

Foram realizados ensaios de gRT-PCR para duapesstaE. coli 16 e 19, onde se
quantificou a expressao dos genes que codificam g@aBESs coma@crA, acrF, emrB
yhiV, acrB acrE, porque a sobre-expressao destes genes tornamsnsdveis pela
extrusdo de antibidticos especificos a que estigpess sdo resistentes e ainda o
reguladormarA A sobre-expressao destes genes conduz a resistéaciariana a
determinados compostos, em particular antibiéticostivo pelo qual se testaram
especificamente este conjunto de genes (Mahambal2007; Pages, 2007; Marquez,

2005).

Foram realizados dois ensaios, e nos casos em gjuesaltados apresentaram
alguma divergéncia foi realizado um terceiro engzaoa aferir valores para alguns
genes.

E de referir que em todos os ensaios se obsergomnal amplificagio no controlo
negativo (C-), no entanto pela analiseMiit, verificou-se que esta amplificacdo se da a
uma temperatura diferente e inferior das restantgsas, logo ndo condiciona a
veracidade do ensaio, possivelmente sendo a acagkid de polimeros ggimersnao

especificos.
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Dos genes testados para a estirpe cligicaoli 16 (Figura IV. 20), observou-se
sobre-expressédo dos todos os genes testados, cmmewvi@éncia oacrB (3.4 vezes
sobre-expressogcrE (8.9 vezes sobre-expressoa@A (2.4 vezes sobre-expresso), e
ainda elevada sobre-expressado do reguladarA (9.0 vezes sobre-expresso). Os
restantes genes apresentaram uma sobre-exprefsdor ia 1 relativamente a estirpe
controlo.

Estes resultados em termos numéricos apresentdgamaadivergéncia e por isso

foram realizados em triplicado para reduzir o @ssociado ao método.

E. coli 16

12

Quantidade relativa mRNA

3 = o |

acrB1l6ClIPacrF16CIP marAle emrB16  acrE-16 yhiv 16 acrA 16
CIP CIP

Genes

Figura IV. 20- E. coli 16 -média dos ensaios de qRT-PCR e respectivagsbde erro.Este
grafico representa a média dos ensaios de gRT RGFRsl ensaios paraka coli 16 inoculada
em meio LB com ciprofloxacina (CIP) a %2 CMI.

No caso dé&. coli 19, verificou-se que existe uma sobre-expressaBEde muito
mais acentuada do que na estigpecoli 16 (Figura IV.21). A maioria dos genes
estudados encontraram-se sobre-expressos com ml@eiincia nos geneacrB (47.1
vezes sobre-expregsemrB (26.0 vezes sobre-expressolerA (19.1 vezes sobre-
expresso). O reguladaonarA (36.8 vezes sobreexpresso) também exibe uma elevad
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sobre-expressdo. Dos genes testados 0 que meness&@ evidencia é o geaerkE
(0.5 vezes sobre-expresso) apresentando um védoioina 1 em termos de quantidade

de mRNA gquando comparado com a estirpe contklopli K12-AG100.

E. coli 19

60

50

T
40 T
30
20 T I
10 +
. | . g mm

acrA 19 acrB 19 acrE19 emrB19 acrF19 marAl9 yhiv 19

Quantidade relativa mRNA

(zenes
Figura IV. 21 - E. coli 19-média dos ensaios de RT- PCR e respectivagsbder erro. Este
grafico representa a média dos ensaios de gRT RGFRsl ensaios paraka coli 19 inoculada

em meio LB com ciprofloxacina a %2 CMI.

Este resultado é significativamente diferente diddolpara a estirpE. coli 16 e na
Figura V.22, encontram-se 0s resultados obtidosa @s duas estirpes clinicas,
demonstrando-se uma maior sobre-expressao dos geddgantes para as BEs no
caso da estirpe clinida. coli 19, em particular do sistema AcrAB enquanto narpesti
E. coli 16 é o sistema AcrEF que se encontra mais solpresso embora nao atinja os
niveis da sobre-expresséo do sistema AcrAB dges&ircoli 19.

Assim, estes resultados estdo em consonéancia camtersores, em particular como
facto de apesar que ambas as estirpes possuems edentes de sobre-actividade de
efluxo, possuiam também perfis de resisténcia atbi@icos diferentes e respostas

diferentes aos inibidores de BEs testados.
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Estirpes clinicas

}1]1 v 4.4

marA 36.8

enuB 26,0

3.9

Genes

actF HE. coli 16
8.9 HE coli 19
actE

actB 47.1

acrA

0 10 20 30 40 50

Quantidade relativa mRNA

Figura IV. 22 - E. coli 16 e 19-Grafico comparativo da média dos ensaogRI- PCR. Este
gréfico representa a média dos ensaios de qRT RC®Red ensaios parak coli 16 e 19

inoculadas em meio LB com ciprofloxacina a %2 CMI.
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V. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Como discutido ao longo da tese, a resisténciamtisioticos em bactérias tem sido
um problema de saude humana que se tem vindo a&aaggeadualmente desde o
aparecimento dos primeiros antibiéticos.

A proximidade fisica entre microrganismos podebssréfica, uma vez que a partir
desta relacdo ocorre transferéncia de compost@n@as como nutrientes, entre
outros, mas no entanto, a partilha do mesmo hghit¢ ser desvantajoso, quando 0s
microrganismos tém que competir por estes compostogjuando este habitat é
negativamente influenciado por um dos microrgangnmemmo com a excrecdo de
substancias tdxicas para o exterior.

Assim, ao longo do tempo, as bactérias tiveramdgsenvolver varios mecanismos
de defesa, no sentido de permitir a co-existéntid earias espécies no mesmo habitat
bem como para sobreviverem em ambientes adversus $gjam 0s ambientes onde se
encontrem expostos a antimicrobianos. A introdwg@antimicrobianos no tratamento
e prevencao de infeccbes humanas, com enorme Gengtra a saude, trouxe
igualmente o exacerbar das formas de resisténctart@na aos antimicrobianos.

O uso néo controlado de antibidticos no tratamedetinfecgbes humanas conduziu
ao aparecimento de bactérias multirresistentesiabolo-se uma ameaca a saude
publica. Desde 1980, os infecciologistas recontaceas UCIs como o local no
hospital onde os doentes apresentam um risco Bn&rel0 vezes maior de adquirir
infeccdes nosocomiais do que nos restantes localwsdpital. Os factores associados
séo: 1) os factores de risco intrinsecos relacion@dm a necessidade de permanéncia

na UCI, devido a presenca de antecedentes pessaaismorbilidades (desnutri¢do,
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idade avancada e imunossupressdo); 2) material conéidivasivo, como tubos

endotraqueais para a ventilagio mecanica, catetetesasculares, algaliagéo; 3)
reservatorios (doentes colonizados ou infectadas) apymentam o risco de infecgéo
cruzada nas UClIs (Weber, Raasch, Rutala, 1999).

As infeccbes nosocomiais causadas especialmentmipmrganismos resistentes a
AB, representam uma fonte importante de morbilidadmortalidade para o doente
hospitalizado em UCI, entre os mais comuns encors® Methicillin Resistant S.
aureus(MRSA), Vancomicin Resistant EnteroccoqRE), Candida sppresistente ao
fluconazol e bacilos Gram-negativd€l€bsiella spp.Enterobacter spp., E. cdliUma
forma de se tornar possivel o controlo das infec@dmicrorganismos multirresistentes
€ 0 uso correcto de directrizes actualizadas deinggtracdo de AB, embora esta
medida ndo tenha sido estudada no que diz respeitseu efeito na reducdo de
infeccdes e reducdo do tempo de internamento (WBRbaisch, Rutala, 1999).

Neste trabalho, pretendeu-se caracterizar biolpfgcetipica e genotipicamente os
mecanismos de resisténcia intrinseca aos antibsdpor sobre-expressdo de BEs em
estirpes clinicas d&. coli, sujeitas a pressao antibiotica prolongada em emtdi
hospitalar.

Igualmente pretendeu-se testar e desenvolver meidples, ndo dispendiosos e
susceptiveis de serem executados em laboratériomidebiologia clinica, para
detectar e quantificar a componente de efluxo actie antibidticos como parte
integrante dos mecanismos de resisténcia presessesstirpes clinicas @ coli MDR

isoladas no laboratorio de patologia clinica dopitasdos SAMS.
Para o efeito foram testados os seguintes métodos:
- MétodoEB-Agar Cartweel

- Método deScreeningla actividade dos EPls;
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- Método deScreeningle BESEB - Agar Cartwheel MethatEPIs;

- Concentracdo minima inibitoria (CMIs) para diesrsantibidticos, aos quais 0s
iIsoladosE. coliséo resistentes;

- Método de Etest® e Kirby-Bauer;

- Fluorimetria em termociclador de tempo-real (Ro@ene 3000")-método semi -
automatico com a utilizacdo de EtBr;

- Analise génica das estirpes clinicas por qRT-PCR.

Com recurso ao métodeB-Agar Cartweelfoi possivel seleccionar as estirpes que
fenotipicamente apresentavam caracteristicas dérmesikténcia, isto €, aquelas que
nas placas de agar suplementadas com EtBr fluameseim concentracdes mais
elevadas do fluoréforo, comparativamente a flugnesia padrédo a concentracdes mais
baixas da estirpE. coli controlo vild-typé).

Assim sendo, foram seleccionadas quatro estirpesaendtipo pretendido, uma
vez que se tinha em vista a multirresisténcia pbresexpressédo de BEs, sendo elas: 5,
13, 16, 19.

De forma a confirmar a suspeita que a maior capdeidle expulsar EtBr em placa
destas estirpes se devia a sobre-actividade der8&sreu-se a utilizacdo de inibidores
de bombas de efluxo (EPIs), que permitiram anuiarmizar esta sobre-actividade e
deste modo, confirmar se a multirresisténcia desstigpes MDR déE. coli recebia o
contributo da sobre-actividade das BEs.

Utilizou-se uma metodologia designada de métod8ateeningda actividade dos
EPIs, que tal como o nome indica, visou testarrdoseEPIs com o objectivo de avaliar
a sua influéncia sobre as BEs das estirpes clinicas

As quatro estirpes testadas apresentaram revesddg#do da resisténcia inicial a

AB, com determinados compostos considerados EPIs.
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O uso destes compostos esta relacionado com estadi@siores, onde se
demonstrou que em estirpes laboratoriai€deoli, se conseguia reverter a resisténcia

com 0S mesmaos.

Assim, as estirpes clinic& coliMDR 5, 13, 16, 19, reverteram a sua resisténcia,
com o uso de um a dois dos EPIs testados. Os BRI®feito mais notdrio foram: TZ,

VP, PAN e EDTA.

Contudo, o EDTA apenas demonstrou reducdo daé&asiat enquanto com a TZ e
o VP, se obtiveram melhores resultados, sendo areegestirp&. coli 5, a resisténcia
ao TMP foi revertida com o uso de PAN e TZ; paia &oli 13, a resisténcia ao TMP
foi revertida com o uso de TZ e ainda para a GENmeama estirpe observou-se
reducdo da resisténcia com EDTA. Para. a&oli 16, a resisténcia a CIP foi revertida
com o uso de VP e pargacoli 19, a resisténcia a CIP foi revertida com o usvde

TZ.

A partir deste método pode-se inferir, que exisBEs sobre-expressas e que sao
afectadas pela utilizacdo dos EPIs tendo sido wesshdo sO observar a
presenca/auséncia de crescimento bacteriano, camantiicar o seu efeito na

sobrevivéncia bacteriana através da contagem d@s.UF

Com a aplicacdo do método 8ereeningde BESEB-Agar Cartwheel MethddPls,
retomou-se 0 mesmo principio doreeninginicial das estirpes na presenca de EPIs,
mas desta vez com o uso dos EPIs em placa deaagaguais a reversdo da resisténcia
aos antibioticos foi observada no método antederforma a confirmar os resultados

anteriores e testar se os EPIs eram igualmenteadiefectivos em meio solido.

Assim, utilizou-se as quatro estirpes e os quaRts Eeleccionados anteriormente,
sendo possivel observar uma concordancia de rdssjtem que se verificou uma

maior fluorescéncia a uma concentragdo inferiorEtler, para as mesmas estirpes
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estudadas, efeito este obtido pela presenca ddi\BRIntanto, no caso da estirpe clinica
E. coli13, nao foi possivel verificar qualquer tipo deed#ihca quando adicionado o EPI
na placa. Desta forma, através deste método é tarpbésivel identificar o efeito do
EPI no controlo das BEs.

Com base nos resultados anteriores efectuou-se amdetodologia de referéncia
para a determinacdo da actividade de efluxo nastéemia aos antibidticos, a
determinacdo das CMIs em meio liquido por micronmacro-diluicAo na presenca e
auséncia dos EPIs, para as estirpes com resulsagluficativos de reversao/reducéo
anteriormente estudadas.

Assim, para a resisténcia ao TMP Bacoli 5, observou-se a reducdo na CMI de
superior a 750 mg/L para 2.925 mg/L na presenc®Rl® da TZ, no entanto para o
PAN nao houve qualquer efeito na CMI.

Para &E. coli 13, observou-se reducdo da CMI para o TMP de sup&rf50 mg/L
para 2.925 mg/L com o uso de TZ.

No caso d&. coli 16, observou-se uma reducao da CMI para a CIP degf0 para
10 mg/L, com o uso de TZ e para 20 mg/L com o @sye.

Para . coli19, observou-se uma reducdo da CMI para a CIP deg20 para 0.15
mg/L com o uso de TZ, de 10 mg/L com o uso de \d@ & mg/L com o uso de CPZ,
enquanto com a utilizacdo do PAN né&o se observalgqger tipo de efeito.

No que diz respeito B. coli 13, observou-se reducédo da CMI na presenca deeSEN
EDTA de 64 mg/L para 4 mg/L, enquanto a presendgdAld nao influenciou a CMI.

Assim, as estirpes: 5, 13, 16, 19, demonstrarasragides significativas da sua
resisténcia aos antibidticos, com o uso de umsdls EPIs testados, acrescentando-se
agora o efeito inibitério da fenotiazina CPZ, quemétodo anterior dscreeningdos

EPIs havia evidenciado menor actividade inibitéria.
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A utilizacdo deste método de referéncia permitiuificar que ndo houve
concordancia absoluta com o método anteriolSdeeeningda actividade dos EPIs
utilizando o meio liquido e discos impregnados dgb#&tico, mas este facto estara
relacionado com as diferengas na execucdo dos ostodna vez que os volumes
utilizados dos compostos neste método sdo muigoiimés aos utilizados nos restantes,
podendo o erro de pipetagem ser o suficiente gararh resultado divergente, bem
como se utilizam concentracfes de antibibtico igypaelas nos discos que sao mais
reduzidas do que as usadas na determinacdo da i@NMiedo liquido, o que diminui
grandemente a sensibilidade do métodosdeeningpara EPIs com efeitos menos
pronunciados. No sentido de se confirmar os redodtaanteriores e se averiguar se
poderia também determinar as CMIs em meio soélida pa antibiéticos CIP e TMP
utilizou-se igualmente a técnica de referéncia pa#p sélido, o E-test®, na presenca e
auséncia de TZ, CPZ, VP, PAN, para as estirpesstid@ e os EPIs que anteriormente

demonstraram actividade.

A determinacé@o da sensibilidade aos antibidticd® €TMP em meio solido, foi
efectuada na presenca de TZ, CPZ, VP, PAN, passtapeskE. coli 16, E. coli19 e
TZ, VP para &. coli5.

Assim, para &. coli 19, o halo de inibicdo aumentou, o que leva a aju&EMI
determinada por Etest® nesta estirpe para a CitiRateeduzido de 32 mg/L para 24
mg/L (CPZ), 12mg/L (TZ) e 8 mg/L (VP).

Para &. coli 16, ndo se observou nenhuma alteracdo no haluhigéio e para &.
coli 5, houve reducédo da CMI do TMP de superior a 32_rpgra 12 mg/L com a TZ.

Concluindo, o wuso destes métodos permite para atém identificar a
multirresisténcia devido a BEs sobre-expressagreasa utilidade de EPIs na reversao

da resisténcia aos antibiéticos.
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Estes métodos séo de baixo custo e facil execoggee se torna importante para o
seu uso na pratica clinica, pela extrema necessidadecorrer a baixos orcamentos,
tanto no que diz respeito ao material como aosrsesthumanos, e ainda a sua facil
execucdo, rapidez de resultados, podendo constiluma arma poderosa na

determinacao do antibiético a designar para o @oent

Contudo, ndo houve uma concordancia entre os vané@w®dos utilizados e a
metodologia de referéncia, a determinacdo das @&wismeio liquido por micro ou
macro-diluicdo na presenca e auséncia dos EPIsfat@ deve-se a necessidade de
estandardizagdo dos métodos que obriga a uma osigd&p de concentracdes
equivalentes de antibiético e EPI em meio liquidaremeio sélido, para que idénticos

efeitos inibitérios possam ser avaliados em amba#t@acoes.

Ha que referir porém que todos os métodos revelaencial na deteccao precoce
e presuntiva de actividade de BEs, mas apenas aeteaninacdo das CMIs em meio
liquido por micro ou macro-diluicdo na presencauséacia dos EPIs foi possivel
detectar e quantificar a actividade inibitoria déBls. Com o uso desta técnica foi
possivel evidenciar que os EPIs mais activos maestirpes em estudo foram o CPZ, o
TZ e o VP que foram seguidamente usados para expamfirmar experimentalmente a
actividade de efluxo aumentada nestas estirpegeatda utilizacdo de fluorimetria em
termociclador de tempo-real (Rotor Gene 30)@or um método semi-automatico com

a utilizacéo de EtBr (Viveirost al, 2008).

O uso deste método permitiu observar a actividaiimseca das BEs de forma mais
sensivel, assim como permitiu observar o efeitokRIs testados em ensaios anteriores,
no que diz respeito ao seu comportamento no eflascestirpes.

Foi assim possivel, observar e confirmar que tedaguatro estirpes seleccionadas

Nnos ensaios anteriores, apresentavam sobre-exprdesBES, facto este evidenciado
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pelo ensaio de efluxo que quando perante uma fodatenergia, a estirpe efluxou
activamente o EtBr anteriormente acumulado na &iséesta. Assim, constata-se que
o funcionamento das BEs dm coli, esta intimamente associado a disponibilidade de
energia, neste caso proveniente da glucose, e @ par uso da mesma em
concentragdes iguais, permite uma comparacdo dapessclinicas com a estirpe

controlo no que diz respeito ao seu efluxo.

Também se observou diferencas importantes no queesipeito ao efeito das duas
fenotiazinas utilizadas, a CPZ e a TZ, 0 que permiter que a sua actividade néo se
pode correlacionar, uma vez que a TZ permite agéddo efluxo em todas as estirpes,
enquanto a CPZ n&o apresenta um efeito tdo sigtivfic Em particular n&. coli16 o
efeito do EPI CPZ foi quase nulo embora esta est@presente sinais evidentes de
actividade de efluxo aumentada e a CPZ se tenllemsindo como o EPI mais activo

na inibicdo do efluxo de EtBr para a estirpeedeoli padréo (Viveiro®t al, 2008).

Esta metodologia permite uma facil visualizacanterpretacdo dos resultados tanto
de acumulacado como de efluxo, usando pequenasidp@ded de compostos/reagentes e
permitindo o uso de muitas estirpes em simultamas, no entanto, tem a desvantagem

de a aquisicao do aparelho ser dispendiosa.

De entre as estirpes testadas pelo método anselercionaram-se as duas estirpes
que evidenciaram maior actividade de efluxo pareenvi a ser caracterizadas

genotipicamente no respeitante a expressdo dopsrogpais sistemas de efluxo.

Observou-se assima sobre-expresao significativaistemaAcrEF, no caso d&.
coli 16, e dos sistemas AcrAB e EmrB, no casoEdacoli 19. Nesta estirpe é de
salientar uma sobre-expressao muito elevada dorsastie efluxo AcrAB. Em ambas as
estirpes ocorre uma concomitante sobre-expressaoegidlador marA Assim, as

familias dos genes sobre-expressas sdo a RND e ddiSparticular relevo para a
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familia RND. De salientar que, tanto quanto nosoésfvel conhecer da literatura
cientifica, foi pela primeira vez descrito nestebrlho uma estirpe clinica decoli

multirresistente com actividade de efluxo aumentddaido a sobre-expressdao do
sistema AcrEF, um sistema de efluxo consideradoomende reserva ao sistema

principal de efluxo enk. coli, 0 sistema AcrAB.

Igualmente se podera inferir destes resultado®dtiel TZ € um inibidor de ambos
os sistemas de efluxo e que o CPZ tem preferémtiee 0 sistema AcrAB pois 0

sistema AcrEF aparenta ser imune a actividade &#3dte

A sobre-expressdo destas bombas permitiu correkace resisténcia presente nas
estirpes clinicas, o que conduz a certeza que @rmsisténcia por BEs € um dos

mecanismos importantes na resisténcia a nivetolini

Assim sendo, este trabalho permitiu verificar aongncia da sobre-expresédo dos
sistemas de efluxo em estirpes clinicas, assim @smoetodologias a serem colocadas
em pratica a nivel clinico, o que permitira no fatw uso de antibioticos que ndo sejam
substratos das bombas sobre-expressas, e ainda deukEPls para a reversao da

resisténcia aos antibioticos.

Uma das razGes porque este estudo foi importaotgyelo facto de as estirpes

seleccionadas provirem de isolados clinicos decqdfes aE. coli, quer sistémico, de

ponto de partida urinario ou infeccdo de feridaragieia. Esta bactéria comensal
mostra uma grande capacidade de adaptacao a cesi@gfiemas e apresenta por isto,
um elevado aumento dos padrdes de resisténciargo ldos tempos quer a nivel

hospitalar quer comunitario, em detrimento de aub@ctérias mais patogénicas.

Isto leva a concluir, que estamos a lidar cada weais com doentes

imunossuprimidos, sujeitos a IACS, tornando prementiso de novas moléculas com
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efeitos antimicrobianos, assim como a sua aplicagéestudos vivo, uma vez que 0s

resultados apresentados e disponiveisrséibro.
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