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RESUMO
O efluxo de antibióticos é um importante mecanismo de resistência em bactérias requerendo o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas que possam ajudar no tratamento de infecções causadas por estas bactérias. 
O objectivo deste trabalho consistiu no estudo da contribuição da actividade de efluxo na emergência da resistência aos antibióticos em células persistentes, estabelecendo metodologias para a sua identificação e caracterização, bem como determinar combinações sinérgicas, entre fontes de carbono (FC), antibióticos e inibidores efluxo (IEs), que poderão ser usados numa terapêutica combinada com antibióticos e IEs no tratamento de infecções bacterianas crónicas e persistentes.
Inicialmente estudamos o efeito de FC e IEs na susceptibilidade aos antibióticos, através do método de Kirky-Bauer, em três estirpes isogénicas de Escherichia coli bem caracterizadas quanto a actividade de efluxo. A segunda parte do trabalho consistiu na optimização de metodologias para obtenção de células persistentes e sua caracterização através da determinação do perfil de susceptibilidade aos antibióticos, IEs e FC; ensaios de sinergismo entre antibióticos e IEs e/ou FC; e por fim análise da existência de sistemas de efluxo activos por fluorometria em tempo real usando brometo de etídio.  
Os resultados obtidos demonstraram que as FC mais eficazes no aumento da susceptibilidade aos antibióticos foram a glucose, o glicerol, o piruvato e o manitol e os IEs CCCP e CPZ foram os inibidores mais eficientes em promover o aumento da susceptibilidade aos antibióticos nas estirpes estudadas. Deste modo, a glucose, piruvato, manitol, CCCP e CPZ foram seleccionados para serem testados em células persistentes de E. coli. Os resultados obtidos durante a segunda parte do trabalho possibilitaram-nos demonstrar a existência de sistemas de efluxo activos em células persistentes de E. coli, os quais podem ser inibidos na presença de compostos IEs combinados ou não com FC.
Os resultados obtidos demonstram a importância do efluxo como mecanismo de sobrevivência em células persistentes de E. coli. A utilidade terapêutica de compostos que possuem capacidade para inibir bombas de efluxo em células persistentes, potenciando assim o efeito dos antibióticos, pode aumentar a eficácia e utilidade clinica dos antibióticos actualmente utilizados na terapêutica destas infecções.

Palavras-chave: Células persistentes; Tolerância; Resistência; Efluxo; E. coli.


ABSTRACT
The efflux of antibiotics is an important mechanism of resistance in bacteria requiring the development of new therapeutic approaches to help in the treatment of the infections caused by these bacteria.
The aim of this work was to study the contribution of efflux activity to the emergence of antibiotic resistance in persister cells, establishing methodologies for their identification and characterization, as well as to determine synergistic combinations between carbon sources (CS), antibiotics and efflux inhibitors (EIs), which can be used in a combined therapy with antibiotics and EIs in the treatment of persistent and chronic bacterial infections.
Initially we studied the effect of CS and EIs on antibiotic susceptibility, using the Kirky-Bauer method and three Escherichia coli isogenic strains with well characterized efflux activity. The second part of the work consisted in the optimization of methodologies to obtain persistent cells and for their characterization through the determination of their susceptibility profile for antibiotics, EIs and CS; synergism assays between antibiotics, EIs and/or CS; and lastly the analysis of the presence of active efflux systems by ethidium bromide real-time fluorometry.
The results showed that the most effective CS able to increase the susceptibility to antibiotics were glucose, glycerol, pyruvate, and mannitol; and the most effective EIs in promoting an increased susceptibility to antibiotics in the studied strains were CCCP and CPZ. By this manner glucose, pyruvate, mannitol, CCCP and CPZ were selected to be tested against E. coli persister cells. The results obtained during the second part of this work enabled us to demonstrate the existence of active efflux systems in persister cells of E. coli, which can be inhibited in the presence of EIs combined or not with FC.
The results obtained demonstrate the importance of efflux as a survival mechanism in E. coli persister cells. The therapeutic utility of compounds that have the capacity to inhibit efflux pumps in persister cells potentiating the effect of antibiotics, can increase the effectiveness and usefulness of antibiotics currently used for the treatment of these infections.

Keywords: Persister cells; Tolerance; Resistance; Efflux; E. coli. 
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1. INTRODUÇÃO
Enquanto as designações “susceptível e resistente a compostos antimicrobianos” são por si só auto-explicativas, existe ainda muita confusão relativamente ao uso da designação “tolerante a compostos antimicrobianos” vs “resistente a compostos antimicrobianos”. De modo a evitar confusão em relação ao seu uso, nesta Dissertação começamos por definir estas designações. 
Resistência a compostos antimicrobianos designa uma população de células que continua a replicar na presença de determinada concentração de um determinado composto seja este bacteriostático ou bactericida. Esta designação implica a existência de alterações genotípicas – resistência genotípica (p.e. presença de mutações em genes que codificam os alvos dos antibióticos ou aquisição de elementos genéticos móveis que transportam determinantes de resistência) ou fenotípicas - resistência fenotípica (p.e. alterações na permeabilidade da membrana celular e/ou bombas de efluxo) (Li et al., 2015). A maneira mais simples de definir a resistência aos antibióticos é dizer que esta reflecte o aumento dos valores de concentração mínima inibitória (CMI) acima de uma concentração critica (“breakpoint”), o que impede a efectividade terapêutica do antibiótico numa determinada espécie bacteriana. A CMI corresponde à concentração mais baixa de um composto que impede o crescimento visível de uma bactéria num período específico de tempo (Biemer, 1973). 
Tolerância a compostos antimicrobianos designa uma população de células que sobrevive, mas não replica, na presença de uma determinada concentração de um determinado composto bactericida. Refere-se a um estado fisiológico transiente em que a susceptibilidade é restaurada quando as células retomam o crescimento após a remoção do antibiótico (Lewis, 2008).

1.1. Células bacterianas persistentes ou “persisters” – o que são?
O termo “persisters” foi usado pela primeira vez por Joseph Bigger em 1944 para descrever uma pequena população de células de Staphylococcus aureus capazes de sobreviver na presença de penicilina em concentrações bactericidas (Bigger, 1944). Para explicar o sucedido, Bigger colocou a hipótese de que esta subpopulação de células teria sobrevivido ao tratamento devido à ausência de crescimento e não devido a mecanismos de resistência tais como mutações. Em 2004, Balaban et al. confirmou a hipótese de Bigger ao demonstrar que as células que sobreviveram ao tratamento antibiótico não estavam a crescer antes da adição do antibiótico. Estas células não são mutantes, mas sim variantes fenotípicos da população original (Lewis, 2008; Leung, 2012). Actualmente, o termo “persister” apresenta uma conotação diferente definindo subpopulações, ou variantes, de células que conseguem persistir quando expostas a um antibiótico mesmo quando grande parte da população susceptível é eliminada, i.e., apresentam tolerância aos antibióticos num estado não-replicativo (Figura 1) (Keren et al., 2004a). Para além de apresentarem um crescimento lento ou mesmo ausência de crescimento, a redução do metabolismo celular está também associada à indução de células persistentes (Leung et al., 2012).
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Figura 1 - Tolerância vs resistência a antibióticos em populações bacterianas (adaptado de Leung, 2010). A) As células bacterianas replicativas e susceptíveis (a amarelo) são eliminadas quando expostas aos antibióticos; B) As células bacterianas resistentes (a vermelho) presentes numa população proliferam activamente na presença do(s) antibiótico(s) aos quais são resistentes; C) As células bacterianas persistentes (a verde) sobrevivem à exposição ao antibiótico, mas não proliferam, i.e, são tolerantes ao antibiótico.

Sabe-se que aproximadamente 0.001% a 0.1% das células bacterianas de uma população heterogénea apresenta tolerância fenotípica (Lewis, 2010) sendo capaz de sobreviver na presença de concentrações elevadas de antibióticos demostrando um padrão de “morte” bifásico (Figura 2-B) (Keren et al., 2004b; Lewis, 2010; Kint et al., 2012). Quando as condições são de novo favoráveis, estas células retomam o crescimento normal. Após retomar o crescimento, as células sobreviventes apresentam a mesma dinâmica e perfil de susceptibilidade que a cultura parental (Figura 2-A) (Keren et al., 2004b) constituindo assim um exemplo de tolerância fenotípica.
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Figura 2 – Formação de células persistentes durante o tratamento (adaptado de Kint et al., 2012). A-i) População de células susceptíveis ao antibiótico (laranja); A-ii) aparecimento de células persistentes resistentes ao antibiótico (preto) entre a população de células susceptíveis (laranja); A-iii) após o tratamento com antibiótico as células susceptíveis são eliminadas e apenas as células persistentes sobrevivem (preto); A-iv) após a remoção do antibiótico as células persistentes retomam o crescimento normal. B) Padrão de “morte” bifásico de uma estirpe susceptível após tratamento com o antibiótico. O gráfico apresenta o número de UFC/ml em função do tempo de tratamento ou concentração de antibiótico. A adição de concentrações elevadas de antibiótico ou aumento da duração do tratamento resulta na redução acentuada do número de UFC/ml inicial. Após um determinado tempo de exposição/concentração de antibiótico (cruzamento entre as linhas a tracejado no gráfico) observa-se a formação de um “plateau” que corresponde às células persistentes que sobreviveram ao tratamento. 

	Para além de serem tolerantes a um antibiótico em particular, independentemente da sua concentração ou duração do tempo de exposição, as células persistentes são muitas vezes tolerantes a vários antibióticos de diferentes classes com diferentes mecanismos de acção, i.e., são multi-tolerantes (Figura 3) (Van den Bergh et al., 2017). Este facto é suportado por vários estudos que demostram que, p.e., células persistentes de E. coli são capazes de sobreviver na presença de diferentes classes de antibióticos como cefotaxima e fosfomicina, ambos inibidores da síntese da parede celular, e ofloxacina, um inibidor da síntese de DNA (Moyed e Bertand, 1983; Correia et al., 2006). 
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Figura 3 – Tolerância a múltiplos antibióticos vs mono-tolerância (adaptado Van den Bergh et al., 2017). Casos de heterogeneidade fenotípica A) entre células persistentes numa população e que apresentam tolerância a um antibiótico específico, e B) tolerância a múltiplos antibióticos como resultado da eliminação de todas a células tolerantes apresentadas em A) após terapêutica múltipla. Neste caso, sobrevivem apenas as células que apresentavam tolerância a múltiplos antibióticos.


1.2. Formação de células bacterianas persistentes – hipóteses correntes
1.2.1. Mecanismos moleculares 
Os mecanismos moleculares envolvidos na formação de células persistentes têm vindo a ser explorados em vários estudos durante a última década. Estes estudos, baseados em sequenciação de genoma completo e análise de transcriptómica, demostraram que a formação de células persistentes está ligada a um vasto número de genes e vias metabólicas e que apresentam uma elevada redundância (Baba et al., 2006; De Groote et al., 2009; Girgis et al., 2012; Hansen et al., 2008; Keren et al., 2004; Shan et al., 2015). Estudos realizados com o intuito de identificar genes envolvidos na formação de células persistentes baseados na perda de função (“knockout” do gene) não foram ainda capazes de associar a perda de um único gene à eliminação de células persistentes (Girgis et al., 2012; Shan et al., 2015). Alternativamente, outros estudos têm vindo a usar metodologias que envolvem quantificação dos níveis de sobrexpressão génica para avaliar quais os genes sobrexpressos em células persistentes (Keren et al., 2004). Com base nestas abordagens, alguns dos processos celulares que se encontram envolvidos na formação de células persistentes são já conhecidos (Tabela 1). Estes envolvem sistemas toxina-antitoxina, respostas SOS, “stress” oxidativo, “quorum sensing”, e reguladores globais que reduzem o metabolismo, entre outros (Kint et al., 2012). As principais hipóteses correntes para a formação de células persistentes são brevemente apresentadas de seguida de modo a providenciar o estado da arte em relação à formação de células persistentes, com excepção dos mecanismos de efluxo que vão ser abordados com maior pormenor uma vez que são o foco deste trabalho. 
	
Tabela 1 – Tipos de mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de persistência (adaptado de Balaban et al., 2011).  
	Variabilidade inerente à persistência
	Mecanismo ou indutor
	Mecanismo de resposta
	Organismo (Referencia)

	Inibição do crescimento
	Depleção de nutrientes
	Toxina-antitoxina
	E. coli
(Balaban et al., 2011)

	
	Depleção prolongada de nutrientes 
	Desconhecido
	E. coli;
Mycobacterium smegmatis
(Balaban et al., 2011)

	
	“Quorum sensing”
	Desconhecido
	Pseudomonas aeruginosa
(Balaban et al., 2011)

	
	Produção de biofilmes
	Toxina-
antitoxina
	E. coli
(Balaban et al., 2011)

	
	Infecção intracelular
	Desconhecido
	Salmonella enterica
(Balaban et al., 2011)

	Indução de resposta restringente
	Escassez de aminoácidos
	“Switch” metabólico - produção de triacilglicerol
	M. smegmatis
 (Baek et al., 2011)

	Indução de resposta SOS
	Ciprofloxacina
	Toxina-antitoxina
	E. coli
(Balaban et al., 2011)

	Activação de bombas de efluxo
	Infecção intracelular
	Desconhecido
	Mycobacterium tuberculosis e 
M. marinum (Adams et al., 2011; Adams et al., 2014)
E. coli (Pu et al., 2016)

	Diminuição da regulação de factores de virulência
	Infecção intracelular
	Desconhecido
	S. aureus
(Balaban et al., 2011)

	Alteração do estado da cromatina em células cancerígenas
	Desconhecido
	Desconhecido
	Células de mamíferos
(Balaban et al., 2011)


	
	Um dos mecanismos associados à formação de células persistentes é o sistema toxina-antitoxina (TA). Estes sistemas consistem numa toxina estável, que inibe uma função essencial na bactéria, e uma antitoxina lábil que neutraliza a toxina (Keren et al., 2004). O primeiro gene associado à persistência descrito é o hipA que junto com o gene hipB forma o operão hipBA. O complexo HipBA forma um sistema toxina-antitoxina tipo II (Korch et al., 2003; Moyed e Bertrand, 1983). Nos sistemas Tipo I e III, a antitoxina é um ncRNA; nos sistemas II, IV, V e VI, a antitoxina é uma proteína. A grande maioria das toxinas actua como RNAse que podem “clivar” o mRNA induzindo persistência se não forem neutralizadas pela antitoxina (Gerdes e Maisonneuve, 2012). De todos os TA expressos em E. coli, o hipA é o mais estudado. O desenvolvimento de mutações no gene hipA é responsável por um aumento em cerca de 1000x na frequência de células persistentes (Black et al., 1991; Black et al., 1994; Korch et al., 2003; Moyed e Bertrand, 1983; Moyed e Broderick, 1986). HipA é uma proteína “kinase” que fosforila o factor de elongação EF-Tu inibindo a síntese proteica (Schumacher et al., 2009; Correia et al., 2006). Outras toxinas implicadas na formação de células persistentes, quando produzidas em excesso, são as ribonucleases RelE (Keren et al., 2004; Schumacher et al., 2009), MazF (Munõz-Gomes et al., 2004; Vásquez-Laslop et al., 2006) e MqsR (Brown et al., 2009). A expressão da toxina YoeB tem sido associada a formação de células tolerantes à ampicilina (Maisonneuve et al., 2013). Mais recentemente foi descrito que a GTPase Obg controla a formação de células persistentes em P. aeruginosa através da activação do sistema TA Tipo I hokB-sokB que resulta na redução do potencial de membrana induzindo persistência (Brielle et al., 2016; Verstraeten et al., 2015). 
	Os sistemas TA são altamente redundantes podendo ser encontrados em várias espécies bacterianas. Até à data estão descritos cerca de 48 sistemas TA em S. aureus, 38 em Salmonella, 86 em E. coli e 186 em M. tuberculosis (http://202.120.12.135/TADB2/index.php - acedido Agosto 2017). Consistentes com esta redundância funcional, estudos efectuados com mutantes “knockout” de E. coli para vários TA não foram capazes de identificar uma única estirpe que não possuísse células persistentes (Keren et al., 2004; Shah et al., 2006; Hansen et al., 2008; Hu et al., 2005). 
	As células persistentes formam-se em resposta ao “stress” (Van den Bergh et al., 2017). Enquanto a indução de células persistentes em fase logarítmica de crescimento é bastante reduzida (0.001% a 0.1% da população) actualmente sabe-se o seu número aumenta grandemente durante a fase estacionária de crescimento e em biofilmes chegando a corresponder a 1% da população bacteriana (Lewis, 2007; Lewis 2008). Estes dados indiciam a existência de uma componente determinística na formação de células persistentes que é estabelecida pela fase de crescimento (Keren et al., 2004; Van den Bergh et al., 2017). A causa para o aumento da frequência de células persistentes durante a fase estacionária é ainda desconhecida, mas hipóteses correntes indicam que este aumento se deve à escassez de nutrientes durante a fase estacionária de crescimento. Um dos factores determinísticos identificado até a data é o sistema TA Tipo I TisAB (Dörr et al., 2009). Compostos que induzem danos no DNA, como as fluoroquinolonas, induzem uma resposta SOS; por sua vez, o repressor LexA, que controla a reparação de DNA, regula a transcrição do módulo TisAB (Vogel et al., 2004) e a activação de uma resposta SOS desreprime a transcrição do gene TisB (Dörr et al., 2009). Estirpes “knockout” para o gene tisB produzem um reduzido número de células persistentes demostrando que a formação destas células está dependente da toxina TisB após a activação de uma resposta SOS (Dörr et al., 2009; Dörr et al., 2010). TisB é um péptido antimicrobiano que forma um canal iónico na membrana que quando sobrexpresso reduz o potencial de membrana e os níveis de ATP da célula induzindo a formação de persistência (Dörr et al., 2009). Um outro mecanismo é a indução da expressão de mRNA interferases pelo regulador transcriptional, ou alarmona, ppGpp (“guanosine 3', 5'-bispyrophosphate”) devido a activação de uma resposta específica ao “stress” imposto, como a falta de nutrientes durante a fase estacionária. Para além disso, a sobrexpressão da alarmona ppGpp durante a fase exponencial de crescimento também determina a formação de células persistentes através da indução dos sistemas TA (Maisonneuve et al., 2013). Recentemente Shan et al. (2017) demonstrou que reduzindo os níveis de ATP, a síntese proteica diminui e a formação de quebras na cadeia dupla do DNA é prevenida após tratamento com ciprofloxacina. Os autores concluem que os baixos níveis de ATP levam à formação de células persistentes através da diminuição da eficácia do antibiótico por um mecanismo independente dos sistemas TA (Shan et al., 2017). 

1.2.2. Mecanismos fenotípicos – actividade de efluxo 
	A teoria subjacente à tolerância aos antibióticos em células persistentes reside na premissa de que os antibióticos entram na célula, ligam-se aos respectivos alvos, mas não conseguem exercer o seu efeito devido à reduzida taxa de replicação e metabolismo lento das células persistentes. A entrada de antibióticos em bactérias Gram-negativas é controlada através da membrana externa que funciona como uma barreira de permeabilidade, regulando a entrada de substâncias tóxicas, como antibióticos, corantes, detergentes e desinfectantes. No entanto, esta membrana não é impermeável, pois permite a entrada de substâncias para o interior da célula através de proteínas de membrana externa designadas por porinas (OMP, do inglês “Outer Membrane Protein”) (Nikaido et al., 2009; Piddock, 2006). Estas são proteínas estruturais que permitem a difusão passiva de solutos, mas minimizam a entrada de compostos nocivos e de grandes dimensões, diminuindo o influxo da maioria dos antibióticos (Nikaido, 1992). Por outro lado, as bombas de efluxo medeiam o transporte de compostos antimicrobianos para o exterior da célula reduzindo assim a sua concentração intracelular impedindo-os de exercerem o seu efeito, facilitando a sobrevivência da célula (Piddock, 2006), podendo contribuir para a persistência de células bacterianas numa população heterogénea. Recentemente Pu et al. (2017) demonstraram que a actividade de efluxo contribui para a formação de células persistentes. Os autores analisaram por microscopia de fluorescência os níveis de acumulação intracelular de BOCILLIN (penicilina marcada com o marcador fluorescente BODIPY FL) ao longo do tempo (“time-lapse”) em células persistentes de E. coli e mostraram que os níveis intracelulares do antibiótico diminuem ao longo do tempo em resultado da actividade de efluxo aumentada nas células persistentes. Consistentemente foi detectada a sobrexpressão de vários sistemas de efluxo nestas células. Ao passo que a grande maioria dos processos biológicos são mantidos a um nível basal, os sistemas de efluxo estão activos contribuindo para a sobrevivência das células persistentes podendo resultar na emergência de resistência aos antibióticos. A actividade de bombas de efluxo poderá permitir a manutenção de uma subpopulação de células fenotipicamente tolerantes aos antibióticos até que apareça um mutante geneticamente estável capaz de se estabelecer na população e conferir resistência genética (Machado et al., 2012).

1.2.2.1. Resistência mediada por efluxo
	A emergência de bactérias multirresistentes constitui um grave problema de saúde pública a nível mundial (Tenover, 2006). Face ao uso contínuo de compostos antimicrobianos, os microrganismos têm desenvolvido diversas estratégias para sobreviver aos efeitos tóxicos por eles exercidos, levando a emergência da multirresistência. Os mecanismos de resistência aos antimicrobianos existentes são: (i) a produção de enzimas que inactivam os antibióticos por hidrólise ou pela formação de derivados inactivos; (ii) a alteração da molécula alvo, devido a mutações ou modificação enzimática; (iii) redução da entrada do antibiótico na célula como consequência da diminuição da permeabilidade da membrana e pela perda de porinas; (iv) redução da concentração intracelular do antibiótico, devido à sua extrusão por sistemas de efluxo.
	A resistência de um microrganismo a um determinado antimicrobiano pode ser intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca é uma característica inata dos microrganismos e surge como consequência de processos adaptativos sem a aquisição de informação genética adicional (Tenover, 2006). É exemplificada pela reduzida permeabilidade da membrana celular de bactérias Gram-negativas a uma vasta gama de compostos antimicrobianos. A resistência adquirida refere-se ao desenvolvimento de resistência numa estirpe anteriormente sensível a um determinado composto antimicrobiano. Pode ser resultado de alterações na estrutura e na fisiologia celular e/ou devida a aquisição de mutações (Tenover, 2006).
A resistência mediada por efluxo é uma das estratégias utilizadas pelas células bacterianas para diminuir a concentração intracelular de um composto antimicrobiano e tem sido descrita como um dos principais mecanismos de resistência aos antibióticos em E. coli (Nikaido, 1996). As bombas de efluxo são proteínas de membrana que têm como função proteger as células de substâncias tóxicas. Estão envolvidas na patogenicidade bacteriana, colonização e sobrevivência, facilitando a saída de moléculas nocivas para o meio extracelular tais como antibióticos, toxinas, adesinas, factores de virulência, resíduos celulares, etc (Piddock, 2006). Estas proteínas podem ser codificadas em plasmídeos ou no cromossoma bacteriano; podem ser específicas, facilitando o efluxo de exclusivamente um substrato, ou inespecíficas se transportarem uma variedade de compostos estruturalmente distintos, incluindo diferentes classes de antibióticos (transportadores MDR) (Piddock, 2006). 
 A resistência mediada por bombas de efluxo está descrita em células eucariotas (mamíferos, fungos [p.e. Candida albicans], e parasitas [p. e. Plasmodium falciparum]), e em células procariotas.

1.2.2.2. Classificação dos sistemas de efluxo
	Os sistemas de efluxo podem ser classificados com base na fonte energética, especificidade dos substratos e relação estrutural e filogenética (Figura 4).
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Figura 4 – Representação esquemática das bombas de efluxo pertencentes às cinco famílias de transportadores em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Adaptado de Piddock, 2006).

	De acordo com as características bioenergéticas e estruturais estes sistemas dividem-se em duas classes: (i) transportadores primários; e (ii) transportadores secundários (Putman et al., 2000). Nos transportadores primários está incluída a superfamília de transportadores “ATP Binding Cassete” ou também denominada por superfamília ABC. Estes transportadores são proteínas integrais de membrana que facilitam o transporte de moléculas através da membrana lipídica contra o gradiente de concentração, utilizando a energia derivada da hidrólise do ATP. Estas proteínas desempenham um papel importante no transporte de compostos antimicrobianos, açucares, aminoácidos, iões, polissacarídeos e proteínas (Piddock, 2006). 
	Os transportadores secundários encontram-se na sua grande maioria em bactérias e leveduras, e utilizam a força motriz protónica (FMP) para mediar o transporte de moléculas através do gradiente electroquímico resultante da diferença de potencial electroquímico intermembranar e pelo gradiente químico de protões (Piddock, 2006). Estes transportadores funcionam por antiporte, ou seja, o efluxo de compostos pela translação de protões. De acordo com o tamanho e semelhança entre as estruturas primárias e secundárias, estes subdividem-se em quatro famílias: (i) superfamília “Resistance Nodulation and Cell Division” (RND); (ii) “Major Facilitator Superfamily” (MFS); (iii) família “Small Multidrug Resistance” (SMR); (iv) família “Multidrug and Toxic Compound Extrusion” (MATE) (Piddock, 2006).

- Superfamília “ATP Binding Cassete” (ABC)
	Os transportadores ABC estão envolvidos no transporte de diferentes substratos como toxinas, metabolitos celulares e compostos antimicrobianos (Piddock, 2006). Estes sistemas são compostos por dois domínios citoplasmáticos que se ligam ao ATP e dois domínios hidrofóbicos transmenbranares (Davidson et al., 2008; Higgins et al., 2001). Um dos transportadores mais bem estudados é a P-glicoproteína, ou P-gp, de células de mamíferos e que confere resistência a compostos anticancerígenos (Piddock, 2006). Em células bacterianas, e mais especificamente em E. coli, a bomba de efluxo MacAB é a mais conhecida e a mais bem estudada. Está associada à resistência a macrólidos de 12 e 14 átomos quando sobrexpresso (Moussatova et al., 2008). MacA é uma proteína acessória e MaB é uma proteína ABC com quatro segmentos transmembranares (TMS, do inglês “Transmembrane Segments”). A função de MacAB é dependente do canal TolC com o qual forma um sistema tripartido semelhante ao das bombas RND (ver abaixo). A inactivação do gene macB resulta na susceptibilidade a uma vasta gama de compostos como bacitracina, biciclomicina, sais biliares, brometo de etídio (EtBr), nitrofurantoina, novobiocina, peróxido de hidrogénio, entre outros (Kobayashi et al., 2001). Do ponto de vista fisiológico, MacAB-TolC promove a extrusão da enterotoxina produzida por E. coli enterotoxinogénica (ETEC, do inglês “Enterotoxigenic E. coli”) e de protoporfirina, um percursor heme (Kobayashi et al., 2001).

- Superfamília “Resistance Nodulation and Cell Division” (RND)
	Os membros da família de transportadores RND encontram-se maioritariamente em bactérias Gram-negativas. Estão organizadas em sistemas tripartidos incluindo uma proteína membranar de fusão (MFP, do inglês “Membrane Fusion Protein”) e uma proteína membranar externa (OMP, do inglês “Outer Membrane Protein”) que permite o transporte através da membrana (Nikaido et al., 2009; Piddock, 2006). São proteínas constituídas por aproximadamente 1000 aminoácidos e 12 TMS (Piddock, 2006). Todos os membros desta família catalisam o efluxo de substratos através de um mecanismo de antiporte mediado por iões H+. Estes têm a capacidade de reconhecer e expulsar para o meio extracelular uma variedade de compostos, assim como antibióticos de diferentes classes, agentes quimioterápicos, compostos anti-sépticos, corantes e detergentes. 
	O sistema de efluxo mais estudado desta família é o sistema tripartido AcrAB-TolC de E. coli (Nikaido et al., 2009; Piddock, 2006; Viveiros et al., 2007). É composto por uma bomba de efluxo, AcrB, por uma MFP, AcrA, e por uma OMP, TolC. Quando sobrexpresso, o sistema de efluxo AcrAB-TolC contribui apara a resistência a múltiplos compostos tais como β-lactâmicos, fluoroquinolonas, macrólidos, tetraciclina, tigeciclina, cloranfenicol, corantes, detergentes, e solventes orgânicos (Li e Nikaido, 2016). 

- “Major Facilitator Superfamily” (MFS)
	Os transportadores da família MFS são proteínas integrais de membrana responsáveis pelo influxo de açúcares, aminoácidos e nutrientes e pela extrusão de metabolitos intermediários, toxinas celulares e compostos antimicrobianos por mecanismos de antiporte ou simporte. Estas proteínas são compostas por aproximadamente 400 aminoácidos e dividem-se em dois grupos distintos de acordo com o número de TMS que possuem: as que apresentam 12 TMS e as que apresentam 14 TMS (Bambeke et al., 2000; Li et al., 2009; Putman et al., 2000). 
	Os transportadores MFS com 12 TMS transportam múltiplos compostos, como corantes, tetraciclina, macrólidos, cloranfenicol, fluoroquinolonas, entre outros (Nikaido et al., 2009). As bombas Tet(A) e Tet(B), associadas ao transporte de tetraciclina em E. coli, são exemplos de transportadores MFS com 12 TMS (Li e Nikaido, 2016). Por outro lado, os transportadores MFS com 14 TMS, representados pelas bombas de efluxo QacA e QacB de S. aureus, efluxam biocidas e corantes como o EtBr (Nikaido et al., 2009).

- Família “Small Multidrug Resistence” (SMR)
	Os transportadores da família SMR apresentam um tamanho reduzido, com cerca de 110 resíduos de aminoácidos e 4 TMS. Por serem transportadores de tamanho reduzido, podem ser homodiméricas ou heterodiméricas (Marquez et al., 2005). Utilizam antiporte do substrato/protão através da FMP para induzir a saída de catiões lipofílicos, detergentes e desinfectantes. Em E. coli, o transportador ErmE é o melhor estudado dentro desta família (Putman et al., 2000). Os seus substratos incluem principalmente biocidas lipofílicos catiónicos (Borges-Walmsley et al., 2003; Putman et al., 2000), corantes como EtBr e metil viologénio, betaína, colina, e osmoprotectores endógenos (Borges-Walmsley et al., 2003). Um exemplo de um transportador SMR heterodimérico é o MdtJI (também conhecido por YdgFE). Esta bomba confere resistência a detergentes como deoxicolato de sódio e SDS (do inglês “sodium dodecyl sulfate”), e antibióticos como cloranfenicol e eritromicina (Borges-Walmsley et al., 2003). Por último, a bomba de efluxo SugE é um exemplo de transportador SMR que pode ser codificado no cromossoma e em plasmídeos. Quando sobrexpresso confere resistência a compostos de amónio quaternário (Putman et al., 2000).

- Família “Multidrug and Toxic Compound Extrusion” (MATE)
	As bombas de efluxo da família MATE utilizam principalmente o gradiente de iões sódio, funcionando com o antiporte de sódio/compostos, podendo utilizar também a FMP. Estas proteínas são compostas por aproximadamente 450 aminoácidos com 12 TMS (Borges-Walmsley et al., 2003). O primeiro transportador MATE a ser identificado em E. coli foi a YdhE (também conhecido por MdtK ou NorE), homólogo da NorM de Vibrio parahaemolyticus (Borges-Walmsley et al., 2003). Quando sobrexpresso confere resistência a fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, detergentes e corantes (Piddock et al., 2006).

1.3. Relevância clinica das células persistentes no estabelecimento de infecções cronicas e recorrentes
	Levin e Rozen (2006) foram os primeiros investigadores a propor uma base teórica sólida para a relação entre o papel das células persistentes no desenvolvimento das infecções crónicas e recorrentes. Com base em modelos matemáticos, que combinaram estudos de farmacocinética e farmacodinâmica, os autores propuseram que as células persistentes são capazes de reduzir a eficácia dos antibióticos, prolongar a duração da infecção, e eventualmente conduzir à falha terapêutica. Actualmente sabe-se que possuem um papel importante no desenvolvimento e emergência de infecções bacterianas crónicas e persistentes tais como fibrose cística, tuberculose, candidíase, infecções urinárias recorrentes, entre outras (Tabela 2) e vários estudos demostraram já a existência de uma ligação entre a falha terapêutica e a presença de células persistentes em isolados clínicos de P. aeruginosa, E. coli e C. albicans (Blango et al., 2010; LaFleur et al., 2010; Mulcahy et al., 2010). 
A sua capacidade de reverter de um estado não-replicativo de tolerância aos antibióticos para um estado replicativo de menor susceptibilidade aos antibióticos (Figura 2A) faz com que estas células sejam consideradas de elevada relevância clinica no estabelecimento de infecções crónicas e recorrentes (Lewis et al., 2010). Estas células são seleccionadas durante o tratamento, após a toma de repetidas doses de antibiótico, sendo responsáveis pela falha terapêutica e podendo levar à emergência de estirpes resistentes aos antibióticos (Fisher et al., 2017). Deste modo, as células bacterianas persistentes constituem um problema de saúde pública.
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Tabela 2 – Exemplos de microrganismos que causam infecções persistentes (adaptado de Fisher et al., 2017).
	Espécie 
	Infecção
	Tipo de infecção persistente

	M. tuberculosis
	Respiratória
	Sintomática ou assintomática (latente)

	P. aeruginosa
	Respiratória
	Sintomática

	Haemophilus influenzae
	Respiratória
	Sintomática

	Burkholderia cepacia
	Respiratória
	Sintomática

	Helicobacter pylori
	Gastrointestinal
	Assintomática (activa)

	Brucella abortus
	Gastrointestinal
	Assintomática 
(activa ou latente)

	E. coli
	Gastrointestinal
	Sintomática

	Clostridium difficile
	Gastrointestinal
	Sintomática

	Salmonella enterica subsp. Entérica serovar Typhi ou S. paratyphi
	Sistémica
	Assintomática 
(activa ou latente)

	Salmonella spp. não-Typhi invasiva
	Sistémica
	Assintomática 
(activa ou latente)

	Borrelia burgdorferi
	Sistémica
	Sintomática

	S. aureus
	Sistémica
	Sintomática

	Streptococcus pyogenes
	Sistémica
	Assintomática (latente)

	Chlamydia trachomatis
	Doença sexualmente transmitida
	Assintomática (activa)

	Treponema pallidum
	Doença sexualmente transmitida
	Assintomática (latente)

	E. coli uropatogénica
	Infecção do tracto urinário
	Assintomática (latente)




1.3.1. “Persisters” e as infecções urinárias recorrentes por E. coli uropatogénica 
	As infecções do tracto urinário (ITU) constituem um problema de saúde com elevados custos associados e elevada morbi-mortalidade. Afectam pessoas de qualquer idade, principalmente mulheres jovens, crianças e idosos. Estima-se que mais de 50% das mulheres irá desenvolver uma ITU durante a sua vida (Dason et al., 2011). E. coli uropatogénica (UPEC), um membro proeminente do grupo de estirpes de E. coli extraintestinais (ExPEC, do inglês “Extraintestinal pathogenic E. coli”), é responsável por mais de 90% das ITU não complicadas em indivíduos normalmente saudáveis (Mann et al., 2017). 
	
1.3.1.1. Escherichia coli
	E. coli foi identificada em 1885 por Theodor Escherich durante os seus estudos sobre doenças gastrointestinais infantis (Hacker e Blum-Oehler, 2007). O género Escherichia pertence à família Enterobacteriaceae. É composto por bacilos Gram-negativos, com 0,5 µm de diâmetro e 1,5 µm de comprimento, aeróbios e anaeróbios facultativos, não formadores de esporos, com flagelos perítricos (que lhes permite mover no seu meio ambiente), possui fímbrias (facilita a sua adesão, impedindo assim que sejam eliminadas pela urina ou pelas fezes líquidas), são fermentadores de glucose, catalase positivos e citocromo oxidase negativos (Duarte, 2014). Fazem parte da flora saprófita do Homem e de outros mamíferos e encontram-se na natureza colonizando em diversos habitats (Duarte, 2014). 
	O género Escherichia é constituído por oito espécies: E. adecarboxylata; E. albertii, E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii, E. marmotae, E. vulneris (Euzéby, 1997; http://www.bacterio.net – acedido Agosto 2017). Entre estas, E. coli é clinicamente a espécie mais importante. As estirpes de E. coli podem ser classificadas em comensais, intestinais patogénicas e ExPEC. As estirpes comensais habitam o tracto gastrointestinal e normalmente não possuem factores de virulência, no entanto, podem causar infecções oportunistas em hospedeiros imunocomprometidos. As estirpes intestinais patogénicas classificam-se de acordo com os factores de virulência que possuem e a severidade da doença que causam. As ExPEC estão relacionadas com infecções do tracto urinário e meningites do recém-nascido (Duarte, 2014).	 
	E. coli (tal como todas as bactérias Gram-negativas) caracterizam-se por possuírem uma parede celular complexa, constituída por uma membrana plasmática que regula o transporte de metabolitos para o exterior do citoplasma. Acima da plasmática localiza-se o periplasma, que é constituído por um fina camada de peptidoglicano que confere rigidez e dá forma à célula. Adjacente à camada de peptidogligano encontra-se a membrana externa, que contém fosfolípidos, lipoproteínas, proteínas e lipopolissacarídeos (Blount, 2015).
	O lúmen intestinal humano e de outros mamíferos é o habitat natural e preferencial de E. coli. No entanto, quando existe um desequilíbrio da flora comensal gastrointestinal esta bactéria pode causar doença entérica ou diarreica, bem como infecções do sistema urinário e septicémias (de Sousa et al., 2000). As infecções causadas por E. coli apresentam uma elevada morbilidade e mortalidade, constituindo um problema de saúde pública devido à emergência de estirpes resistentes aos antibióticos, principalmente em meio hospitalar. 
	As manifestações clínicas das infecções por E. coli (Tabela 3) estão associadas às características antigénicas e os factores de virulência de cada estirpe (Tajbakhsh et al., 2016). 

Tabela 3 - Estirpes patogénicas de E. coli e terapêutica associada. 
	Designação
	Patologia
	Terapêutica associada
	Referência

	EPEC
	Diarreia aquosa
	Tratamento sintomático com fluídos e alteração da dieta
	Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia, 2012;
Lima e Dias, 2010

	EAEC
	Diarreia aquosa com muco
	
	

	DAEC
	Diarreia aquosa
	
	

	ETEC
	Diarreia aquosa/ Diarreia do viajante
	 FQ; TMP-SMX; AZT
	Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia, 2012

	EIEC
	Diarreia aquosa com sangue
	
	

	EHEC
	Diarreia aquosa com sangue
	
	

	UPEC
	Infecção do tracto urinário 
	Penicilinas associadas a inibidores de β-lactamases (ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam); NIT
	de Sousa, 2000;
 Ribeiro, 2003

	NMEC
	Meningite do recém-nascido
	CTX ou CRO + AMP ou CAZ + AMP
	Miranda, 2003



EPEC - E. coli enteropatogénica; EHEC - E. coli entero-hemorrágica; ETEC - E. coli enterotoxinogénica; EAEC - E. coli enteroagregativa; EIEC - E. coli enteroinvasiva; DAEC - E. coli difusamente aderente; UPEC - E. coli uropatogénica; NMEC, E. coli da meningite neonatal; FQ - fluoroquinolonas; TMP-SMX - trimetoprim/sulfametoxazol; AZT, azitromicina; NIT - nitrofurantoína; CTX – cefotaxima; CRO – ceftriaxona; AMP – ampicilina; CAZ - ceftazidima. 

	As estirpes que causam infecções intestinais podem ser agrupadas consoante os factores de virulência que possuem em E. coli enteropatogénica (“EPEC, do inglês Enteropathogenic E. coli”); E. coli entero-hemorrágica (EHEC, do inglês “Enterohemorragic E. coli”); E. coli enterotoxinogénica (ETEC, do inglês “Enterotoxic E. coli”); E. coli enteroagregativa (EAEC, do inglês “Enteroaggregative E. coli”); E. coli enteroinvasiva (EIEC, do inglês “Enteroinvasive E. coli”); e E. coli difusamente aderente (DAEC, do inglês “Diffusely adherent E. coli”). 

	As infecções do tracto urinário (ITUs) são as infecções mais comuns causadas por E. coli, quer na comunidade quer em meio hospitalar. E. coli uropatogénica (UPEC) têm vindo a desenvolver mecanismos de virulência e de resistência aos compostos antimicrobianos mais utilizados no tratamento desta doença constituindo um problema de saúde pública. As UPECs são responsáveis por cerca de 70 a 85% dos casos de infecções do tracto urinário e cerca de 50 a 60% das infecções urinárias em idosos institucionalizados (Dason et al., 2011). A etiologia das infecções urinárias varia de acordo com o sexo, idade, estado geral do doente, uso prévio de antibióticos e ocorrência da infecção no ambulatório ou no hospital. Dividem-se em ITU não complicada (cistites, uretrites, prostatite, epidimite e pielonefrite aguda) e ITU complicada associada a cateter vesical ou uma prostatite crónica (Ribeiro, 2003).
	 As infecções urinárias recorrentes ocorrem em cerca de 50% dos casos e podem ser classificadas como recidivas e reinfecções (Dason et al., 2011). As infecções urinárias recorrentes são mais comuns em mulheres jovens, sem que haja alteração das vias urinárias, ou após a menopausa associada a infecções urinárias não complicadas (Heilberg e Schor, 2003). Caracterizam-se pela ocorrência de múltiplas infecções, com períodos assintomáticos entre cada uma e são definidas por três culturas de urina positivas num período de 12 meses (Dason et al., 2011). As reinfecções correspondem a infecções recorrentes causadas pelo mesmo ou por diferentes microrganismos duas semanas após o término do tratamento do episódio anterior (Neto, 2003; Dason et al., 2011). A recidiva é uma recorrência com o mesmo microrganismo durante ou até duas semanas após o tratamento (Dason et al., 2011). 
 	É de salientar que a maioria das ITU adquiridas na comunidade é devida a microrganismos susceptíveis à maioria dos antibióticos. No entanto, no caso de doentes com infecções recorrentes ou hospitalizações recentes, deve-se suspeitar de estirpes resistentes aos antibióticos (Ribeiro, 2003). Deste modo a instituição de uma terapêutica deve ser efectuada após realização dos testes de susceptibilidade, e não por medicação empírica, dado o comportamento heterogéneo destas estirpes face aos antibióticos (de Sousa, 2000).

1.3.1.2. Formação de células persistentes de E. coli uropatogénica - a importância dos biofilmes 
	A maioria das infecções crónicas e recorrentes são causadas pela formação de biofilmes bacterianos (Davey e O’Toole, 2000). A formação de biofilmes tem vindo a ser associada a infecções recorrentes do tracto urinário por E. coli. Vários estudos têm demonstrado que UPEC é capaz de invadir e replicar na mucosa da bexiga estabelecendo comunidades bacterianas intracelulares (IBCs, do inglês “Intracellular Bacterial Communities”), ou biofilmes, constituindo assim reservatórios intracelulares quiescentes que resultam em infecções recorrentes (Blango e Mulvey, 2010). Ao contrário das células planctónicas, responsáveis pelas infecções bacterianas severas, as células bacterianas responsáveis pelas infecções crónicas estão protegidas das defesas do sistema imunitário e são altamente tolerantes aos antibióticos devido a barreira física providenciada pela matriz do biofilme sendo, por isso, refractárias ao tratamento antibiótico. 
	Os biofilmes exibem tolerância a múltiplos compostos (Figura 3) e são responsáveis por cerca de 60% das infecções em países desenvolvidos (Schumacher et al., 2009). Spoering e Lewis (2001) sugerem que esta tolerância se deve à presença de um elevado número de células persistentes existentes nos biofilmes. De facto, sabe-se que as células bacterianas persistentes presentes nos biofilmes conseguem tolerar concentrações de antibióticos cerca de 10 a 100x superiores às concentrações necessárias para eliminar células planctónicas (Lewis, 2001). Enquanto as bactérias presentes no biofilme possuem elevada tolerância aos antibióticos, as células planctónicas que dai derivam são altamente susceptíveis aos mesmos antibióticos. Neste sentido, vários estudos demostram que as células persistentes possuem um importante papel na multi-tolerância aos antibióticos que é observada nos biofilmes (Lewis, 2007; Fauvart et al., 2011; Shapiro et al., 2011). 
	Lewis (2008) propôs um modelo clínico de infecção recorrente por formação de biofilmes para explicar o contributo das células persistentes no aumento da sobrevivência bacteriana devido à tolerância aos antibióticos (Figura 5). Neste modelo, o tratamento antibiótico, em combinação com o sistema imunitário, elimina as células planctónicas e a maioria das células do biofilme, deixando intactas as células persistentes. Quando os níveis de antibiótico diminuem, quer seja devido a uma terapêutica intermitente ou após o término do tratamento antibiótico, as células persistentes são capazes de refazer o biofilme, gerar novas células planctónicas, e reactivar a infecção. Um outro modelo proposto por Lewis (2010) coloca a hipótese de que os antibióticos podem não chegar a todas as células in vivo. 
[image: ]
[bookmark: _GoBack]Figura 5 – Esquema representativo do modelo clínico de infecção recorrente por formação de biofilmes devido à presença de células persistentes. A) A terapêutica antibiótica em combinação com a acção do sistema imunitário elimina a grande maioria das células planctónicas e a maioria das células localizadas no biofilme. B) No entanto, as células persistentes (a laranja) sobrevivem uma vez que são tolerantes aos antibióticos. C) Após a interrupção ou término do tratamento antibiótico, as células persistentes revertem para um estado replicativo (cinza) e refazem o biofilme (Adaptado de Lewis, 2010; Kostakioti et al., 2013). 

	A erradicação de infecções causadas por células bacterianas persistentes é difícil e problemática. Estas infecções são responsáveis pelo aumento do grau de malignidade da infecção e disseminação do agente infeccioso. Devido ao seu carácter recorrente, estas infecções estão sujeitas a tratamento antibiótico prolongado podendo eventualmente vir a contribuir para a emergência e desenvolvimento de estirpes resistentes aos antibióticos (Cohen et al., 2013) requerendo novas estratégias terapêuticas para a sua erradicação.  

1.4. Eliminação de células bacterianas persistentes
	Existem actualmente vários métodos para a eliminação de células persistentes. Estes métodos baseiam-se em diferentes abordagens fazendo uso de compostos com diferentes mecanismos de acção: (i) os que eliminam as células persistentes e dormentes; (ii) os que fazem com que as células persistentes saiam do estado de dormência para que possam ser eliminadas com terapêutica habitual; e (iii) os que impedem a sua formação (Wood, 2006). 
	Um dos exemplos de compostos usados para eliminar células persistentes dormentes é a mitomicina C, um fármaco aprovado pela FDA (do inglês “Food and Drug Administration”) para o tratamento do cancro. Este fármaco, produzido por Streptomyces caespitosus, liga-se ao DNA e é por isso capaz de eliminar células persistentes independentemente da sua fase de crescimento, e células persistentes presentes em biofilmes (Kwan et al., 2015). Possui actividade bactericida contra uma vasta gama de espécies bacterianas como p.e. estirpes de E. coli comensais e patogénicas (p.e. EHEC), S. aureus, P. aeruginosa (Kwan et al., 2015), e Borrelia burgdorferi (Sharma et al., 2015). Um outro composto nesta categoria é o composto ADEP4 (“acyldepsipeptide”) que activa a protéase ClpP causando degradação espontânea de proteínas (Conlon et al., 2013). Este composto tem-se mostrado eficaz uma vez que não depende da actividade celular para exercer o seu efeito sendo também eficiente na eliminação de biofilmes de S. aureus (Wood, 2016). No entanto, o ADEP4 não é eficaz por si só e deve ser combinado com outro antibiótico como p.e. a rifampicina (Conlon et al., 2013). O “screening” de cerca de 85,000 compostos em Caenorhabditis elegans levou à identificação do composto NH125 (1-hexadecyl-2-methyl-3-[phenylmethyl]-1H-imidazolium iodide), um composto com actividade contra S. aureus resistente a meticilina e eliminação de biofilmes (Kim et al., 2015). A pirazinamida, um análogo da nicotinamida, é usada na terapêutica da tuberculose e elimina células persistentes não replicativas através da inibição do processo de trans-translação (Shi et al., 2011). É também activa contra células persistentes de B. burgdorferi quando usada em combinação com a daptomicina, cefoperazona e doxiciclina (Feng et al., 2015). 
	Numa segunda categoria encontram-se os compostos que eliminam células persistentes dormentes activando-as para que possam ser eliminadas com antibióticos bactericidas que são usados em combinação. Por exemplo, a adição de açúcares e compostos intermediários da glicólise (manitol, glucose, frutose, piruvato) podem ser usados para activar células persistentes que são depois eliminadas por antibióticos como os aminoglicosídeos (Allison et al., 2011). As células dormentes podem também ser activadas com “cis-2-decenoic acid” (Marques et al., 2014). Em células persistentes, este composto causa um aumento súbito da síntese proteica o que faz com que as células saiam do seu estado de dormência. Quando usado em combinação com ciprofloxacina, as células que saem do seu estado de dormência são eliminadas por este antibiótico resultando numa redução de células viáveis de P. aeruginosa de aproximadamente 3000x em células planctónicas e cerca de um milhão de vezes em células persistentes presentes em biofilmes (Marques et al., 2014). Outros compostos nesta categoria incluem o 3-(4-[4-methoxyphenyl] piperazin-1-yl) piperidin-4-yl biphenyl-4-carboxylate (Kim et al., 2011) e o (Z)-4-bromo-5-(bromomethylene)-3-methylfuran-2(5H)-one (Pan et al., 2012; Pan et al., 2013). 		 
		Por último, na categoria das metodologias que são usadas para prevenir a formação de células persistentes encontram-se compostos que interferem com a sinalização química ou “quorum sensing”. Por exemplo, o composto M64, um derivado do benzimidazole, identificado durante o “screening” de compostos que interferem com a expressão de PqsA, inibe o sistema “quorum sensing”/virulência PqsR reduzindo a concentração de células persistentes de P. aeruginosa em cerca de 100x, bem como a sua virulência em modelos murinos de infecção (Starkey et al., 2014).

1.5. Objectivos desta Dissertação
	As células bacterianas persistentes, ou “persisters”, são células altamente tolerantes aos antibióticos possuindo um papel importante no estabelecimento de infecções bacterianas cronicas e persistentes, bem como na produção de biofilmes. A manutenção de um estado viável durante longos períodos de tempo e, particularmente a reversão do estado de dormência para replicação activa requer actividade metabólica. Deste modo, o desenvolvimento de uma terapêutica combinada que explore o estado metabólico das células poderá constituir uma estratégia terapêutica eficiente para o tratamento de infecções bacterianas crónicas e biofilmes. 
	O objectivo deste trabalho consistiu no estabelecimento de metodologias para a identificação e caracterização de células persistentes em populações bacterianas e identificar metabolitos, antibióticos e inibidores de efluxo que induzam uma rápida eliminação da população bacteriana persistente e que poderão ser usados numa terapêutica combinada no tratamento de infecções bacterianas crónicas e persistentes.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material
2.1.1. Estirpes utilizadas

Para a execução deste trabalho foram utilizadas três estirpes de E. coli:
· Estirpe de referência E. coli ATCC25922;
· Estirpe selvagem E. coli K-12 AG100 que possui o sistema de efluxo AcrAB-TolC funcional (Lederberg, 1951; Okuso et al., 1996);
· Estirpe E. coli K-12 AG100A (Kanr::acrAB), que advém da estirpe E. coli AG100 com a diferença que tem inactivo o sistema de efluxo AcrAB-TolC devido à inserção do transposão Tn903 (Okuso et al., 1996); 
· Estirpe E. coli K-12 AG100tet que advém da estirpe E. coli AG100 e apresenta sobrexpressão de vários sistemas de efluxo, em particular, do sistema AcrAB-TolC. Esta estirpe foi obtida por exposição da estirpe AG100 a concentrações crescentes de tetraciclina até se obter um elevado nível de resistência a este antibiótico (Viveiros et al., 2005).

A estirpe de referência E. coli ATCC 25922 foi gentilmente cedida pela Professora Doutora Aida Duarte (Faculdade de Farmácia, Universidade de Lisboa, Lisboa). As estirpes E. coli AG100 e AG100A foram caracterizadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Hiroshi Nikaido (Departamento de Química e Biologia Celular e Molecular, Universidade da Califórnia, Berkeley, CA, EUA). 

2.1.2. Meios de cultura e soluções
	O modo de preparação dos meios de cultura e soluções utilizadas estão descritos nas Tabelas 4 a 9. Os meios de cultura e soluções foram esterilizados por autoclavagem a 121ºC durante 15 minutos, a 1 bar, excepto quando indicado em contrário.

Tabela 4 - Composição dos meios de cultura utilizados.
	Meio de cultura
	Composição (por litro)

	Luria Bertani (LB)
	10 g de Cloreto de sódio (1); 10 g de Peptona caseína (2); 5 g de extrato de levedura (2)

	Luria Bertani agar (LA) 
	LB; 20 g de agar (3)

	Mueller-Hinton Agar (MHA) 
	300 g de infusão desidratada de carne; 17,5 g de caseína hidrolisada; 1,5 g de amido; 17 g de agar; 4,347 mg Ca2+; 6,206 mg Mg2+; pH 7,3 ± 0,1 a 25ºC (3)

	Mueller-Hinton Broth (MHB) 
	300 g de infusão desidratada de carne; 17,5 g de caseína hidrolisada; 1,5 g de amido; 4,347 mg Ca2+; 6,206 mg Mg2+; pH 7,3 ± 0,1 a 25ºC (3)



(1) Panreac Química SA, Barcelona, Espanha; (2) Merck, Darmstadt, Germany; (3) Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra; (4) Sigma Aldrich, Missouri, EUA.

Tabela 5 - Composição e modo de preparação das soluções de antibióticos utilizados.
	Antibiótico (1)
	Composição/Preparação da solução “stock”

	Ampicilina (AMP)
	10 mg/ml em água bidestilada estéril

	Canamicina (CAN)
	10 mg/ ml em água bidestilada estéril

	Ciprofloxacina (2) (CIP)
	10 mg/ml em 1% HCl (1)

	Cloranfenicol (CHL)
	10 mg/ml em DMSO (1)

	Eritromicina (ERI)
	10 mg/ml em DMSO 

	Gentamicina (GEN)
	10 mg/ml em água bidestilada estéril

	Rifampicina (RIF)
	10 mg/ml em DMSO 

	Tetraciclina (TET)
	10 mg/ml em DMSO 

	Vancomicina (VAN)
	10 mg/ml em água bidestilada estéril

	Oxacilina (OXA)
	10 mg/ml em água bidestilada estéril



(1) Sigma Aldrich; (2) ICN Biomedicals, Irvine, California. DMSO, dimetilsulfóxido.

Tabela 6 - Composição e modo de preparação das soluções de fonte de carbono.
	Fontes de carbono*
	Composição/ Preparação da solução “stock”

	Frutose (1) 
	1 M em água bidestilada estéril
Armazenada a -20ºC

	Glicerol (1) 
	1 M em água bidestilada estéril
Armazenada a -20ºC

	Glucose (1) 
	1 M em água bidestilada estéril
Armazenada a -20ºC

	Manitol (3) 
	1 M em água bidestilada estéril
Armazenada a -20ºC

	Piruvato (2) 
	1 M em água bidestilada estéril
Armazenada a -20ºC

	Xilose (3) 
	1 M em água bidestilada estéril
Armazenada a -20ºC



(1) Sigma Aldrich; (2) Merck; (3) Difco Laboratories, Detroit, Michigan. *As soluções depois de preparadas foram filtradas com filtros de seringa estéreis de PVDF com 0,22µm de diâmetro de poro da Rotilabo® Spritzenfilter Steril, Karlshure, Alemanha.

Tabela 7 - Composição e modo de preparação das soluções de inibidores de efluxo.
	Inibidor de efluxo (1)
	Composição/ Preparação da solução “stock”

	Arilpiperazina (NMP)* 
	10mg/ml em DMSO 
Armazenado a -20ºC

	Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) 
	10mg/ml em DMSO 
Armazenado ao abrigo da luz a -20ºC

	Clorpromazina (CPZ)
	10mg/ml em água bidestilada estéril.
Armazenado ao abrigo da luz a -20ºC



(1) Sigma Aldrich. *1-(1-Naphthylmethyl)piperazine.

Tabela 8 - Composição e modo de preparação das soluções corantes utilizadas.
	Corante(1)
	Composição/ Preparação da solução “stock”

	Resazurina *
	10 mg/ml em água bidestilada estéril
Armazenada ao abrigo da luz 

	Brometo de etídio (EtBr)
	10 mg/ml em água bidestilada estéril
Armazenada ao abrigo da luz a 4ºC



(1) Sigma Aldrich. *A solução depois de preparada foi filtrada com filtros de seringa estéril de PVDF com 0,22µm de diâmetro de poro da Rotilabo.
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Tabela 9 - Composição e modo de preparação das soluções utilizadas.
	Soluções
	Composição (por litro)

	Tampão fosfato salino (PBS) 1X (1)
	10 mM tampão fosfato; 2,7 mM KCl; 137 mM NaCl; pH 7,4

	Soro fisiológico 0,85% (2)
	85 g NaCl 



(1) Sigma Aldrich; (2) Merck. 

2.2. Métodos

2.2.1. Crescimento das estirpes bacterianas
	As estirpes de E. coli foram inoculadas em placas de isolamento com LA e inoculadas em LB, a 37ºC, durante 18 h para as estirpes ATCC, AG100 e AG100A, e entre 24 a 48 h para a estirpe AG100tet. 
	Para o crescimento da estirpe AG100A suplementou-se os meios de cultura com 100 µg/ml de canamicina, de modo a que esta não perdesse o transposão Tn903.
	Para o crescimento da estirpe AG100tet, os meios foram suplementados com 8 µg/ml de tetraciclina para manter a sobrexpressão de bombas de efluxo.
	A determinação das concentrações mínimas inibitórias (CMIs) foi realizada em MHB e teste de susceptibilidade aos antibióticos Kirby-Bauer foi efectuado em meio MHA.
	Mantiveram-se “stocks” de culturas em meio líquido, suplementado com 10% (v/v) de glicerol, a -80ºC (armazenamento de longo prazo) e a -20ºC (armazenamento de curto prazo).





2.2.2 Determinação do efeito de fontes de carbono e inibidores de efluxo na viabilidade celular das estirpes em estudo 

2.2.2.1. Na presença de fontes de carbono
	Para a determinação da viabilidade celular na presença de fontes de carbono foram usados dois métodos: utilização de um composto colorimétrico como marcador de viabilidade celular, e determinação de unidades formadoras de colónias (UFCs). 


- Avaliação da viabilidade celular com o composto colorimétrico resazurina
	As concentrações das fontes de carbono testadas encontram-se descritas na Tabela 10.
Tabela 10 - Concentrações de cada fonte de carbono testada.
	Composto
	Concentração (mM)

	Frutose
	10

	Glicerol
	20

	Glucose
	10; 5

	Manitol
	10

	Piruvato
	20

	Xilose
	40; 30; 20; 10; 5; 2,5



	Para a realização do ensaio, prepararam-se culturas primárias das estirpes em meio sólido LA, que foram incubadas a 37ºC, durante 18 h (48 h para AG100tet). A partir de destas, inoculou-se 3 a 4 colónias em 10 ml de meio LB. Incubou-se os tubos a 37ºC, 180 rpm durante 18 h (24 h para AG100tet). A densidade das culturas foi depois ajustada em meio MHB, de modo a obter uma turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland. 
	O teste foi realizado em placas de 96 poços nas quais se distribuiu 130 µl de meio MHB em cada poço a utilizar conforme exemplificado na Figura 6. De seguida, adicionou-se 20 µl de MHB aos poços da coluna 1, que se considerou o controlo negativo. Aos poços a partir da coluna 3 em diante foi adicionado 10 µl da fonte de carbono a testar. Por fim, adicionou-se 20 µl da suspensão de estirpe a testar em todos os poços excepto aos poços da coluna 1. Os poços da coluna 2 serviram como controlo positivo. As placas foram incubadas durante 18 h a 37ºC. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
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Figura 6 - Esquema representativo de uma placa de 96 poços para a avaliação da viabilidade celular com o composto colorimétrico resazurina.

	Após este período de incubação, adicionou-se a todos os poços 10 µl de resazurina a 10 µg/ml e incubou-se à temperatura ambiente durante 4 h ao abrigo da luz (Vidal-Aroca et al., 2009). Os ensaios foram considerados válidos apenas quando se verificou mudança de cor de azul para rosa no controlo positivo (indicativo de células viáveis) e ausência de crescimento no controlo negativo (azul). A fluorescência emitida em cada poço foi quantificada usando o fluorimetro Synergy HT Microplate Reader (BioTek Instruments Inc, Vermont, EUA) a 530/25 nm (excitação) e 590/35 nm (emissão). Neste ensaio, o nível de fluorescência emitida é directamente proporcional ao número de células bacterianas presentes no poço. Os resultados foram normalizados em relação ao controlo (estirpe sem composto) e são representados através da média ± desvio padrão.	Comment by Diana Machado: Volta a por como estava sff	Comment by Diana Machado: Idem

- Avaliação da viabilidade celular através da determinação de UFCs
	A viabilidade celular das estirpes em estudo na presença das fontes de carbono foi avaliada através da exposição das estirpes em agar suplementado com as mesmas concentrações das fontes de carbono testadas no método da resazurina descrito acima. 
	Para a realização do ensaio, prepararam-se culturas primárias das estirpes em meio sólido LA, que foram incubadas a 37ºC, durante 18 h (48 h para AG100tet). A partir destas culturas, efectuaram-se culturas em meio liquido LB que foram incubadas a 37ºC, 180 rpm, durante 18 h (24 h para AG100tet). Após este período, cada cultura foi diluída em soro fisiológico por um factor de 10. Retiraram-se 100 µl de cada suspensão que foi plaqueada, por espalhamento com uma vareta de vidro estéril, na superfície de uma placa com meio MHA suplementado com as fontes de carbono. As placas foram incubadas a 37ºC durante 18 h. Após este período o número de colónias foi registado. Determinou-se as UFC/ml recorrendo a seguinte fórmula:


 (
UFC/ml = factor de diluição x factor de plaqueamento x número de colónias
)


2.2.2.2. Na presença de inibidores de efluxo 
	A viabilidade celular das estirpes em estudo na presença dos inibidores de efluxo foi avaliada através da determinação das concentrações mínimas inibitórias (CMIs) dos inibidores de efluxo em agar. 
	Para a realização do ensaio, prepararam-se culturas primárias das estirpes em meio sólido LA, que foram incubadas a 37ºC, durante 18 h (48 h para AG100tet). A partir destas culturas, efectuaram-se culturas em meio liquido LB que foram incubadas a 37ºC, 180 rpm, durante 18 h (24 h para AG100tet). Após este período, cada cultura foi diluída para uma concentração de aproximadamente 105 UFC/ml. 

	O teste foi realizado em placas de 12 poços nas quais se distribuiu 1 ml de meio MHA suplementado com a respectiva concentração do inibidor de efluxo a testar (Tabela 11). De seguida, 20 µl da suspensão da estirpe a testar foi depositada na superfície de cada poço ficando um “spot” na superfície do agar. A placa foi deixada a secar até ser completamente absorvido no meio de cultura. Para cada estirpe foi incluído um controlo positivo (inóculo + MHA sem inibidor de efluxo) e um controlo negativo (MHA sem inibidor de efluxo e sem inóculo). As placas, depois de secas, foram incubadas a 37ºC durante 18 h. Após este período os resultados foram registados e analisados do seguinte modo: foi feita a comparação do crescimento bacteriano existente no controlo positivo com o crescimento existente nos poços com o inibidor de efluxo. Atribuiu-se (++) aos poços com crescimento aproximadamente igual ao do controlo positivo; atribuiu-se (+) aos poços com crescimento inferior ao do controlo positivo; e atribuiu-se (0) aos poços sem crescimento bacteriano. 

Tabela 11 - Gama de concentrações testadas para cada composto em estudo.
	
	Gama de concentrações (µM)

	Estirpe
Composto
	ATCC
	AG100
	AG100A
	AG100tet

	CCCP
	10 - 160
	10 - 160
	2,5 – 160
	10 - 160

	CPZ
	10 - 160
	10 - 160
	2,5 – 160
	10 - 160

	NMP
	10 - 160
	10 - 160
	2,5 - 160
	10 - 160




2.2.3. Teste de sensibilidade aos antibióticos pelo método de Kirby-Bauer 
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos das estirpes em estudo, na presença e ausência de fontes de carbono ou inibidores de efluxo, foi determinado pelo método de difusão por disco de Kirby-Bauer conforme recomendado pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2016). 
	Para a realização do ensaio, prepararam-se culturas primárias das estirpes em meio sólido LA, que foram incubadas a 37ºC, durante 18 h (48 h para AG100tet). A partir destas culturas, efectuaram-se culturas em meio liquido LB que foram incubadas a 37ºC, 180 rpm, durante 18 h (24 h para AG100tet).
	A partir das culturas obtidas, preparou-se uma suspensão bacteriana à escala de 0.5 McFarland em soro fisiológico 0,85% estéril, homogeneizando-se no vórtex. De seguida, as placas de MHA foram inoculadas por espalhamento em estrias apertadas com uma zaragatoa estéril embebida com a suspensão da estirpe a testar. As placas ficaram a repousar durante 10 min à temperatura ambiente, de modo a absorver o inóculo, antes de se colocar os discos. Após este período, colocaram-se os discos dos antibióticos em estudo, de maneira a que a existirem halos, estes não se sobrepusessem. Incubaram-se as placas na estufa (Heraeus, Alemanha) a 37ºC, durante 18 h (48 h para AG100tet). Após este período registou-se a medida do diâmetro dos halos de inibição para cada disco de antibiótico e analisaram-se os resultados de acordo com as normas da CLSI (CLSI, 2016). Os discos de antibióticos utilizados, a respectiva carga e os “breakpoints” estão apresentados na Tabela 12. 

Tabela 12 - Antibióticos, cargas e “breakpoints” de acordo com as normas da CLSI (CLSI, 2016). 
	Classe
	Antibióticos
(designação no disco*)
	Carga
(µg)
	“Breakpoint” (em mm) 

	
	
	
	R
	I
	S

	β-lactâmicos
	Oxacilina (OX)
	1
	-
	-
	-

	Cefalosporinas 3ºG
	Ceftazidima (CAZ)
	30
	≤17
	19-20
	≥21

	Cefalosporinas 4ºG
	Cefepima (FEP)
	30
	≤18
	19-24
	≥25

	Carbapenemos
	Meropenem (MEM)
	10
	≤19
	20-22
	≥23

	Aminoglicosídeos
	Gentamicina (CN)
	10
	≤12
	13-14
	≥15

	Tetraciclinas
	Tetraciclina (TE)
	10
	-
	-
	-

	
	
	30
	≤11
	12-14
	≥15

	Macrólidos
	Eritromicina (E)
	15
	-
	-
	-

	Fluoroquinolonas
	Ciprofloxacina (CIP)
	5
	≤20
	21-30
	≥31

	Fenicóis
	Cloranfenicol (C)
	30
	≤12
	13-17
	≥18



G, geração; R, resistente; I, intermédio; S, susceptível. *Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos.  
	Para avaliar o efeito de fontes de carbono e inibidores de efluxo na susceptibilidade aos antibióticos das estirpes em estudo, foi usado o método de Kirby-Bauer conforme descrito acima excepto que as placas de meio MHA foram previamente suplementadas com fontes de carbono (frutose, concentração final de 10 mM; glicerol, 20 mM; glucose, 5 mM; manitol, 10 mM; piruvato, 20 mM; ou xilose, 20 mM) ou inibidores de efluxo (clorpromazina, 80 µM [ATCC, AG100 e AG100tet] ou 40 µM [AG100A]); e NMP, 80 µM [ATCC e AG100] ou 40 µM [AG100A e AG100tet]); CCCP, 20 µM [ATCC, AG100 e AG100tet] ou 2.5 µM [AG100A]). Estas concentrações foram seleccionadas de modo a não haver interferência na viabilidade celular como se descreve no ponto 2.2.2.
	Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença das fontes de carbono/inibidor de efluxo em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico.
O efeito das fontes de carbono e inibidores de efluxo (%) na susceptibilidade aos antibióticos foi determinado de acordo com a seguinte fórmula:

Falar da potenciação

FC - fonte de carbono; IE, inibidor de efluxo.
	
2.2.4. Ensaios de persistência
	Os ensaios de persistência foram realizados com base nos trabalhos desenvolvidos por Leung et al. (2012) e Kwan et al. (2013) e consistiram em: i) obtenção de células persistentes; ii) confirmação do fenótipo de persistência; iii) selecção de células persistentes; e iv) ensaio de hereditariedade. Para estes ensaios foi seleccionada a estirpe de referência E. coli ATCC25922, uma estirpe “naive” susceptível aos antibióticos usados na terapêutica de infecções por Enterobacteriacea e usada como controlo de qualidade nos testes de susceptibilidade aos antibióticos (CLSI, 2016). 

2.2.4.1. Obtenção de células persistentes
	Para a obtenção de células persistentes, a estirpe E. coli ATCC foi inoculada em 10 ml de meio LB e incubada a 37ºC, 180 rpm, durante 18 h. Após este período, a cultura obtida foi diluída 1:1000 em meio LB em nefelómetro e incubada a 37ºC, 180 rpm, até uma DO600 de 0,8. Após atingir a densidade óptica pretendida, adicionou-se rifampicina para uma concentração final de 100 µg/ml e incubou-se durante 30 min nas mesmas condições. Findo este período, as células foram recolhidas por centrifugação a 7300 rpm durante 5 min. O sedimento foi ressuspendido em 25 ml de meio LB e transferido para um erlenmeyer. Estas células correspondem às células persistentes induzidas por exposição a rifampicina que serviram de ponto de partida para os ensaios subsequentes. O procedimento efectuado para a obtenção das células persistentes encontra-se esquematizado na Figura 7-A. 
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Figura 7 - Esquema representativo de um ensaio de indução de persistência em E. coli. 

2.2.4.2. Confirmação do fenótipo de persistência 
	Para confirmação da obtenção de um fenótipo de persistência, foram efectuados ensaios de “ressuscitação” de células persistentes ou “revival assays”. Com estes ensaios procuramos detectar uma fase lag aumentada, característica das células persistentes, antes destas retomarem o crescimento normal. 
	Após a obtenção das células persistentes (ponto 2.2.4.1), retirou-se uma alíquota de 5 ml de células para um tubo de ensaio, ajustou-se a DO600nm a 0,1 com meio LB e incubou-se a 37ºC, 180 rpm. O crescimento celular foi acompanhado por leitura da DO600nm em espectrofotómetro de tubos de ensaio (Spectronic 20D+, Thermo Scientific, Cambridge, Reino Unido) a cada hora durante 8 h (Figura 7-B).

2.2.4.3. Selecção de células persistentes à ampicilina após pré-tratamento com rifampicina
	A selecção de bactérias persistentes foi realizada por exposição à ampicilina após pré-tratamento com rifampicina (Figura 8). 
	Após a obtenção das células persistentes (ponto 2.2.4.1), adicionou-se ampicilina para uma concentração final de 128 µg/ml (10x CMI) e incubou-se a 37ºC, 180 rpm, durante 24 h. As células obtidas ao fim de 24 h de exposição correspondem às células persistentes por selecção com ampicilina. Como controlo, foi incluído no ensaio uma cultura de células persistentes à qual não foi adicionada ampicilina. Esta cultura foi processada de igual modo às células expostas à ampicilina. Retiraram-se alíquotas de cada cultura para determinação das UFCs às 0, 3, 5 e 24 h de exposição. Estas alíquotas foram diluídas em soro fisiológico por um factor 10 e plaqueadas em meio LA. Os resultados foram registados após 16 a 18 h de incubação a 37ºC e usados para construir uma curva de crescimento.
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Figura 8 - Esquema representativo de um ensaio para selecção de células persistentes em E. coli por exposição à ampicilina após pré-tratamento com rifampicina. 

2.2.4.4. Ensaio de hereditariedade – persistência vs mutantes
	De modo a comprovar se a células persistentes seleccionadas por exposição a ampicilina correspondem a células fenotípicamente tolerantes aos antibióticos ou se houve selecção de mutantes, foram realizados ensaios de hereditariedade (Figura 9). Pretende-se com este teste confirmar se a resistência à ampicilina destas células se deve à presença de uma mutação associada à resistência a este antibiótico. Caso as células persistentes sejam resistentes por mutação, vão ser capazes de crescer na presença de elevadas concentrações de ampicilina; caso contrário, após passagens sucessivas em meio com e sem ampicilina espera-se um decréscimo do número de UFC/ml apresentando o mesmo padrão de morte bifásico que as células persistentes iniciais.
	As células persistentes obtidas por selecção com ampicilina (ponto 2.2.4.3) foram recolhidas por centrifugação a 7300 rpm durante 5 min. O sedimento foi ressuspendido no mesmo volume de LB e a suspensão de células incubadas a 37ºC, 180 rpm, durante 24 h. Após este período, a cultura resultante foi submetida a dois tipos de testes como se descreve abaixo: 

(i) Após as 24 h de incubação, retirou-se uma alíquota e diluiu-se por um factor de 10 em soro fisiológico estéril. Plaqueou-se 20 µl de cada diluição em meio LA com e sem ampicilina a 128 µg/ml. As placas foram incubadas a 37ºC durante 18 h. Após este período foi efectuada a contagem de colónias para determinação de UFCs. 

(ii) Após as 24 h de incubação, a cultura foi diluída 1:1000 em meio LB à qual se adicionou ampicilina para uma concentração final de 128 µg/ml. De seguida, a cultura foi incubada a 37ºC, 180 rpm, durante 24 h. Após as 24 h de incubação, retirou-se uma alíquota e diluiu-se por um factor de 10 em soro fisiológico estéril. Plaqueou-se 20 µl de cada diluição em meio LA com e sem ampicilina a 128 µg/ml. As placas foram incubadas a 37ºC durante 18 h. Após este período foi efectuada a contagem de colónias para determinação de UFCs. 
Após retirar a alíquota para determinação de UFC/ml, estas células foram recolhidas por centrifugação e o sedimento ressuspendido em meio LB. Esta suspensão de células foi incubada a 37ºC, 180 rpm, durante 24 h. Após as 24 h de incubação, retirou-se uma alíquota e diluiu-se por um factor de 10 em soro fisiológico estéril. Plaqueou-se 20 µl de cada diluição em meio LA com e sem ampicilina a 128 µg/ml. As placas foram incubadas a 37ºC durante 18 h. Após este período foi efectuada a contagem de colónias para determinação das UFCs. Paralelamente, a cultura resultante foi novamente diluída 1:1000 em meio LB à qual se adicionou ampicilina para uma concentração final de 128 µg/ml repetindo-se o procedimento por três vezes consecutivas conforme se exemplifica na Figura 9. 
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Figura 9 - Esquema representativo do procedimento utilizado num ensaio de hereditariedade em E. coli. AMP, ampicilina. T, tempo.

2.2.5 Determinação das concentrações mínimas inibitórias para antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono pelo método de microdiluição seriada em microplaca de 96 poços
	A CMI é considerada a menor concentração de um agente antimicrobiano com a capacidade de inibir o crescimento visível de um microrganismo.	
	As CMIs dos antibióticos (ampicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina e rifampicina), inibidores de efluxo (CPZ e CCCP), fontes de carbono (glucose, manitol e piruvato) e EtBr para as células persistentes obtidas no ponto 2.2.4.3. Deste ponto em diante, as células persistentes obtidas após selecção com ampicilina são designadas por ATCCPER. Como controlo, foram determinadas as CMIs dos mesmos compostos para a estirpe parental E. coli ATCC, E. coli AG100, AG100A e AG100tet. A determinação das CMIs para cada estirpe em estudo foi realizada de acordo com as recomendações do CLSI (CLSI, 2016).
	Para a preparação do inóculo das células persistentes, as células obtidas ao fim de 24 h de exposição foram diluídas em soro fisiológico por um factor 10, plaqueadas em meio LA e incubadas durante 18 h a 37ºC. Após este período, as colónias obtidas foram ressuspendidas em 5 ml de meio MHB e a DO550nm ajustada a 0,125, de modo a obter uma concentração de aproximadamente 105 UFC/ml. 
	Para a determinação das CMIs para restantes estirpes, prepararam-se culturas primárias em meio LA. As placas foram incubadas a 37ºC, 180 rpm, durante 18 h. A partir das culturas primárias, prepararam-se culturas em meio líquido MHB, por inoculação de 3 a 4 colónias. As estirpes foram incubadas a 37ºC, 180 rpm, durante 18 h. A densidade das culturas foi depois ajustada em meio MHB, de modo a obter uma concentração de aproximadamente 105 UFC/ml.
	A gama de concentrações de cada um dos compostos em estudo encontra-se descrita na Tabela 13 e 14. As soluções de trabalho dos compostos para os quais se pretendeu determinar as CMIs foram preparadas no dia do ensaio a partir das soluções “stock” de cada composto.

Tabela 13 - Gama de concentrações testadas para cada composto em estudo. 
	
	Gama de concentrações (µg/ml)

	Estirpe
Composto
	ATCC
	ATCCPER
	AG100
	AG100A
	AG100tet

	Antibióticos
	
	
	
	
	

	AMP
	0,016 - 512
	1 - 512
	0,016 - 512
	0,016 - 512
	0,016 – 512

	OXA
	0,016 - 512
	2 - 1024
	0,016 - 512
	0,008 - 4
	0,064 – 2048

	CIP
	0,016 - 512
	0,008 - 4
	0,016 - 512
	0,016 - 512
	0,016 – 512

	CHL
	0,016 - 512
	1 - 512
	0,016 - 512
	0,016 - 512
	0,016 – 512

	ERI
	0,5 - 256
	1 - 512
	1 - 512
	0,008 - 4
	1 – 512

	GEN
	0,016 - 512
	1 - 512
	0,016 - 512
	0,016 - 512
	0,016 – 512

	RIF
	0,016 - 512
	1 - 512
	0,016 - 512
	0,016 - 512
	0,016 – 512

	Substrato de efluxo
	
	
	
	

	EtBr
	1 - 512
	1 - 512
	1 - 512
	1 - 512
	1 – 512

	Inibidores de efluxo
	
	
	
	

	CPZ
	1 - 512
	1 - 512
	1 - 512
	1 - 512
	1 – 512

	CCCP
	1 - 512 
	1 - 512
	1 - 512
	1 - 512
	1 – 512



CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; CPZ - clorpromazina; AMP, ampicilina; OXA - oxacilina; CIP - ciprofloxacina; CHL - cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina; RIF - rifampicina; EtBr - brometo de etídio.    


Tabela 14 - Gama de concentrações testadas para cada inibidor de efluxo e fontes de carbono em estudo. 
	
	Gama de concentrações (mM)

	Estirpe
Composto
	ATCC
	ATCCPER
	AG100
	AG100A
	AG100tet

	Glicerol
	0,156 - 80 
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 – 80

	Glucose
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 – 80

	Manitol
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 – 80

	Piruvato 
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 – 80

	Xilose
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 - 80
	0,156 – 80



Após a preparação destas soluções, prepararam-se as microplacas de 96 poços como se descreve de seguida: distribuiu-se 130 μl de meio MHB em todos os poços da placa. Acrescentou-se 20 μl de MHB aos poços da coluna 1 (controlo negativo, sem inóculo). De seguida, adicionou-se 110 μl de meio MHB e 20 μl do composto cuja CMI se quer determinar a cada poço da coluna 3. Esta coluna possui a concentração mais elevada do composto, a partir da qual se iniciaram as diluições seriadas por um factor de 2. Para isso, retirou-se 130 μl dos poços da coluna 3 e adicionou-se aos poços da coluna 4, e assim sucessivamente até os poços da coluna 12. Nesta última coluna descartaram-se os últimos 130 μl. Por último, adicionou-se a cada poço, desde a coluna 2 à coluna 12, 20 μl do inóculo previamente preparado e ajustado à escala de 0,5 de McFarland. A coluna 2 contém apenas MHB e estirpe correspondendo ao controlo de crescimento. No final, cada poço apresenta 150 μl de volume. As microplacas foram incubadas a 37ºC, durante 18 h. Após este período, a leitura dos resultados foi realizada visualmente. Os ensaios foram considerados válidos apenas quando se verificou crescimento no controlo positivo e ausência de crescimento no controlo negativo. O valor da CMI corresponde à concentração mais baixa de composto em que se verificou ausência de crescimento. Os ensaios de determinação de CMIs foram realizados em triplicado.

2.2.6 Determinação das concentrações mínimas inibitórias para antibióticos e EtBr na presença de inibidores de efluxo ou fontes de carbono pelo método de microdiluição seriada em microplaca de 96 poços
	Para a determinação das CMIs para os antibióticos e EtBr procedeu-se como descrito no ponto 2.2.5 excepto que, antes da adição do inóculo aos poços da placa, se adicionou 10 µl de inibidor de efluxo ou fonte de carbono desde a coluna 3 à coluna 12. 
Os inibidores de efluxo e fontes de carbono foram testados nas seguintes concentrações fixas: glucose, 5 mM; manitol, 10 mM; piruvato, 20 mM; CPZ e CCCP, 80 µM [ATCC, ATCCPER, AG100 e AG100tet] ou 40 µM [AG100A]).

	De modo a avaliar o efeito do inibidor de efluxo e fontes de carbono na CMI dos antibióticos e EtBr, determinou-se o factor de modulação (FM) (Gröblacher et al., 2012) de acordo com a seguinte fórmula:  



Considerou-se significativo, o decréscimo de pelo menos ¼ do valor da CMI do antibiótico/EtBr na presença do inibidor em estudo (DeMarco et al., 2007).


2.2.7. Método fluorométrico semiautomático em termociclador de tempo real Rotor-GeneTM 3000
	O método fluorométrico semiautomático foi realizado num termociclador em tempo real Rotor-GeneTM 3000 (Corbett, Sidney, Austrália). Este método tem por base um protocolo padronizado na Unidade de Ensino e Investigação em Microbiologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, e permite detectar e quantificar em tempo real o transporte de substratos fluorescentes, como o EtBr, através da parede celular de bactérias, reflectindo assim o equilíbrio entre a acumulação do substrato por difusão passiva e extrusão por efluxo (Paixão et al., 2009; Viveiros et al., 2008; Viveiros et al., 2010).
	De modo a avaliar a actividade de efluxo nas estirpes em estudo, foram realizados dois tipos de ensaios: ensaios de acumulação de EtBr e ensaios de efluxo de EtBr, na presença e na ausência de glucose, como fonte de energia, e de inibidores de efluxo. 

2.2.7.1. Preparação das estirpes bacterianas
	As estirpes E. coli ATCC, AG100, AG100A e AG100tet foram preparadas do seguinte modo: partir de uma cultura em placa com meio LA, inoculou-se 3 a 4 colónias em 10 ml de meio LB. Incubou-se os tubos a 37ºC, 180 rpm até uma DO600nm de 0,6, correspondendo à fase exponencial de crescimento. Uma vez obtida a DO desejada, centrifugou-se a cultura a 7300 rpm, durante 3 min, à temperatura ambiente, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 10 ml de PBS. As células foram recolhidas por centrifugação as mesmas condições. Repetiu-se o processo de lavagem mais uma vez. A DO600nm da suspensão de estirpe foi ajustada de acordo com os requisitos necessários para cada ensaio como se descreve de seguida. 

	Para avaliar a actividade de efluxo das células persistentes (ATCCPER), as células foram preparadas do seguinte modo: as células obtidas ao fim de 24 h de exposição foram diluídas em soro fisiológico por um factor 10, plaqueadas em meio LA e incubadas durante 18 h a 37ºC (ver ponto 2.2.4.3). Após este período, inoculou-se colónias isoladas em 10 ml de meio LB e incubou-se os tubos a 37ºC, 180 rpm, até uma DO600nm de 0,6, correspondendo à fase exponencial de crescimento. Uma vez obtida a DO desejada, as células foram processadas como descrito acima para as células não persistentes. 	
	
2.2.7.2. Ensaio de acumulação de EtBr
	Para a realização dos ensaios de acumulação de EtBr, ajustou-se a suspensão celular a uma DO600nm de 0,6 com PBS. A DO600nm final de células no final do ensaio é de 0.3. O ensaio de acumulação de EtBr realizou-se em microtubos de 0,2 ml, com um volume final de 0,1 ml. Adicionou-se 50 µl da suspensão celular aos tubos de 0,2 ml que continham 50 µl de diferentes concentrações de EtBr (preparadas para uma concentração final de 0,125 a 5 µg/ml) na presença e ausência de glucose para uma concentração final de 0,4%. As soluções de trabalho de EtBr e suspensão de estirpe foram preparadas com o dobro da concentração final pretendida, de maneira a que ao colocar 50 µl de cada solução previamente preparada, obteve-se as concentrações acima mencionadas. De seguida, os tubos foram colocados no Rotor-Gene 3000, e o ensaio de acumulação de EtBr foi efectuado a 37ºC. A leitura da fluorescência de EtBr foi adquirida a 585 nm (emissão) e 530 nm (excitação), após cada ciclo de 30 seg, durante 30 min. Os ensaios foram realizados em triplicado.

2.2.7.3. Ensaio de acumulação de EtBr na presença de inibidores de efluxo
	Para estudar o efeito dos inibidores de efluxo na actividade de efluxo do EtBr, ajustou-se a suspensão celular a uma DO600nm de 0,6 com PBS. As soluções de trabalho dos inibidores de efluxo foram preparadas ao dobro da concentração final pretendida, de maneira a que ao colocar 50 µl de cada solução previamente preparada e 50 µl da suspensão celular, obtermos as seguintes concentrações finais: (i) EtBr na concentração de equilíbrio (0,5 µg/ml ATCC; 1 µg/ml ATCCPER; 1 µg/ml AG100; 0,25 µg/ml AG100A; e 2 µg/ml AG100tet); (ii) EtBr na concentração de equilíbrio e inibidor de efluxo a testar nas concentrações seleccionadas (CPZ e CCCP, 80 µM [ATCC, ATCCPER, AG100 e AG100tet] ou 40 µM [AG100A]); (iii) EtBr na concentração de equilíbrio e glucose a 0,4%; (iv) EtBr na concentração de equilíbrio e inibidor de efluxo a testar nas concentrações seleccionadas e glucose a 0,4%. Os tubos foram colocados no Rotor-Gene 3000, e o ensaio de acumulação de EtBr foi efectuado a 37ºC. A leitura da fluorescência do EtBr foi adquirida a 530 nm (excitação) e 585 nm (emissão), após cada ciclo de 1 min, durante 30 min. Os ensaios foram realizados em triplicado.

A partir dos valores de fluorescência obtidos ao final dos 30 min de ensaio, foi calculada a fluorescência final relativa (FFR) para cada estirpe e inibidor de efluxo (Machado et al., 2011), de acordo com a seguinte fórmula:

	



Nesta fórmula, a FR (IE + EtBr) corresponde à fluorescência relativa no último ponto da curva de acumulação (30 min) na presença do inibidor e a FR (EtBr) corresponde à fluorescência relativa no último ponto da curva de acumulação (30 min) na ausência do inibidor. A FFR mede a capacidade do inibidor de efluxo em proporcionar a retenção de EtBr no interior da célula (Machado et al., 2011). Considerou-se efeito inibitório significativo valores de FFR iguais ou superiores a 1.   

2.2.7.4. Ensaio de efluxo de EtBr
	Para a realização dos ensaios de acumulação de EtBr, ajustou-se a suspensão celular a uma DO600nm de 0,3 com PBS e incubou-se, à temperatura ambiente, com EtBr na concentração de equilíbrio determinada para cada estirpe e com o inibidor de efluxo na concentração pretendida durante 1 h ao abrigo da luz. Após este período, as células foram recolhidas por centrifugação durante 10 min a 13000 rpm. O sedimento foi ressuspendido em PBS e DO600nm ajustada a 0,6. De seguida, colocou-se 50 µl desta suspensão de células em microtubos de 0.2 ml onde se colocou previamente as seguintes soluções: (i) 50 µl do inibidor de efluxo ao dobro da concentração pretendida; (ii) 50 µl de PBS; (iii) 50 µl de glucose a 0,8%; (iv) 50 µl do inibidor de efluxo ao dobro da concentração pretendida e glucose a 0,8%. Seguidamente, os tubos foram colocados no Rotor-Gene 3000. O ensaio de efluxo decorreu a 37ºC e a leitura da fluorescência do EtBr foi adquirida a 530 nm (excitação) e 585 nm (emissão) após cada ciclo de 30 seg, durante 30 min. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
	A análise comparativa dos resultados de efluxo realizou-se através da normalização dos valores de fluorescência obtidos pelo aparelho Rotor-Gene 3000. A fluorescência produzida pelas células “carregadas” com EtBr e impedidas de efluxar, devido à acção do inibidor de efluxo e ausência de glucose, foi definida como o valor de fluorescência máxima (fluorescência relativa equivalente a 1) que pode ser obtido durante um ensaio. A fluorescência relativa dos restantes tubos foi obtida através do rácio entre os valores de fluorescência de efluxo para cada estirpe testada e o valor de fluorescência máxima, por unidade de tempo.

3. RESULTADOS e DISCUSSÃO
	O efluxo de antibióticos é um importante mecanismo de resistência em bactérias sendo necessário o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas que possam ajudar no tratamento de infecções causadas por estas bactérias. Tal como anteriormente referido o principal objectivo desta Dissertação consistiu no estudo da contribuição da actividade de efluxo na emergência da resistência aos antibióticos em populações bacterianas persistentes, estabelecendo metodologias para a sua identificação e caracterização, bem como determinar combinações sinérgicas, entre fontes de carbono, antibióticos e inibidores efluxo/energéticos, que poderão ser usados numa terapêutica combinada com antibióticos e inibidores de efluxo no tratamento de infecções bacterianas crónicas e persistentes. 
	Para este efeito, seleccionámos como modelo experimental a bactéria E. coli, devido a sua importância clínica no contexto das ITUs crónicas e recorrentes e também devido à disponibilidade de estirpes mutantes para bombas de efluxo no laboratório. O trabalho experimental realizado dividiu-se em duas partes. Inicialmente e recorrendo-se a três estirpes isogénicas com diferentes níveis de expressão de bombas de efluxo (E. coli AG100, com o sistema de efluxo AcrAB-TolC funcional; AG100A, com o sistema AcrAB-TolC inactivo; e AG100tet com sobrexpressão do sistema AcrAB-TolC) foi avaliada a actividade de inibidores de efluxo e fontes de carbono bem como combinações entre antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono directamente ao nível da inibição de bombas de efluxo, neste caso do sistema AcrAB-TolC em E. coli em fase exponencial de crescimento. De seguida, e usando a estirpe de referência E. coli ATCC25922, foram optimizados procedimentos para a selecção e caracterização de populações bacterianas persistentes.


Parte I

3.1. Caracterização do efeito de fontes de carbono e inibidores de efluxo na resistência aos antibióticos em E. coli
Villagra et al. (2012) demonstraram que a xilose é capaz de diminuir a resistência mediada por efluxo em Salmonella Typhimurium, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae. Os autores propõem que esta inibição ocorre devido a sobrexpressão de permeases que interferem com as bombas de efluxo existentes na membrana competindo pela ocupação do pouco espaço nela existente (Villagra et al., 2012). De modo a caracterizar o efeito da utilização de fontes de carbono na actividade de efluxo em E. coli, iniciámos esta parte do trabalho com a caracterização do efeito de fontes de carbono e inibidores de efluxo na susceptibilidade aos antibióticos em E. coli. Para tal, estudámos quatro estirpes de E. coli: a estirpe de referência ATCC25922 e três estirpes isogénicas: AG100, com o sistema de efluxo AcrAB-TolC funcional; a estirpe AG100A, com o sistema AcrAB-TolC inactivado; e a estirpe AG100tet com sobrexpressão de vários sistemas de efluxo, principalmente o sistema AcrAB-TolC (Viveiros et al., 2005). As fontes de carbono e respectivas concentrações foram seleccionadas com base nos trabalhos realizados por Allison et al. (2011) e Villagra et al. (2012) e incluem a glucose, frutose, manitol, piruvato, xilose e o glicerol. Os compostos inibidores de efluxo foram seleccionados com base na literatura (Viveiros et al., 2005; Kern et al., 2006; Machado et al., 2017) e incluem a CPZ, NMP, e o CCCP. Os antibióticos estudados foram a oxacilina, ceftazidima, cefepima, meropenem, gentamicina, tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina e cloranfenicol reconhecidos por serem substratos de bombas de efluxo em E. coli (Li e Nikaido, 2016). 

3.1.1 Avaliação do efeito das fontes de carbono no crescimento das estirpes em estudo  
Inicialmente foram determinadas quais as concentrações de fontes de carbono que não afectassem a viabilidade celular das estirpes em estudo. Pretendemos garantir que o efeito sinérgico observado se deve à inibição da actividade de efluxo e não ao efeito resultante da morte celular que advém da exposição das estirpes a concentrações letais dos compostos. Para isso, foram utilizadas duas metodologias: avaliação da viabilidade celular com o composto colorimétrico resazurina e avaliação do seu efeito no crescimento destas estirpes através da determinação de UFC/ml após exposição às fontes de carbono durante 18 h. 
No método colorimétrico foram obtidos valores de viabilidade acima de 90% na presença de todas as fontes de carbono, com excepção da xilose (Figura 10). 
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Figura 10 - Avaliação da viabilidade celular das estirpes E. coli ATCC25922, AG100, AG100A e AG100tet na presença de fontes de carbono com o composto colorimétrico resazurina. A fluorescência emitida foi quantificada usando o fluorimetro Synergy HT Microplate Reader a 530/25 nm (excitação) e 590/35 nm (emissão). Os resultados foram normalizados em relação ao controlo (estirpe sem composto) e são representados através da média ± desvio padrão. 

A concentração de xilose descrita na literatura é de 13,3 mM (Villagra et al., 2012), no entanto, quando testada a esta concentração, causou um decréscimo de 10% na viabilidade celular para todas as estirpes excepto na estirpe AG100A. De modo a determinar qual concentração que não produzisse efeito ao nível da viabilidade celular foram testadas diferentes concentrações de xilose (Tabela 11 - Material e Métodos). Os resultados mais consistentes foram obtidos com xilose a uma concentração superior, 20 mM, verificando-se, ainda assim, aproximadamente 68% de redução da viabilidade celular na estirpe E. coli ATCC25922. No caso da glucose, a concentração inicial descrita na literatura é de 10 mM (Allison et al., 2011). Quando testada a esta concentração obteve-se uma redução da viabilidade celular de cerca de 80% para a estirpe AG100. Deste modo, a concentração foi reduzida para 5 mM obtendo-se 100% de viabilidade celular quando comparada com o controlo sem glucose. Para os ensaios subsequentes as fontes de carbono foram testadas nas seguintes concentrações molares: frutose, 10 mM; glicerol, 20 mM; glucose, 5 mM; manitol, 10 mM; piruvato, 20 mM; e xilose, 20 mM. 

De seguida, determinamos o efeito das fontes de carbono no crescimento das estirpes em estudo através da determinação das UFC/ml. Os resultados estão apresentados na Tabela 15. 


Tabela 15 - Número de UFC/ml na presença e na ausência de fontes de carbono para as estirpes E. coli ATCC, AG100, AG100A e AG100tet.
	Fonte de carbono
	ATCC
	AG100
	AG100A
	AG100tet

	Sem fonte de carbono
	1,10 x 108
	7,24 x 109
	5,60 x 109
	7,85 x 1010

	+ Frutose
	1,70 x 108
	6,78 x 109
	2,77 x 109
	6,49 x 109

	+ Glicerol
	1,70 x 108
	6,41 x 109
	5,94 x 109
	5,08 x 1010

	+ Glucose
	1,50 x 108
	6,48 x 109
	2,80 x 109
	6,95 x 109

	+ Manitol
	9,00 x 108
	6,10 x 109
	5,06 x 109
	5,47 x 1010

	+ Piruvato
	1,40 x 108
	7,19 x 109
	5,13 x 109
	8,08 x 1010

	+ Xilose
	2,30 x 108
	6,68 x 109
	5,85 x 109
	6,19 x 1010



	Após a análise dos dados apresentados na Tabela 15 podemos verificar que a suplementação exogénea com fontes de carbono não tem um efeito significativo no crescimento das estirpes em estudo tendo-se obtido valores de cerca de 109 UFC/ml (108-1010). No entanto, verificamos algumas variações em termos absolutos. Por exemplo, na estirpe AG100tet a viabilidade varia entre 6,95 x 109 na presença de glucose e 8,08 x 1010 na presença de piruvato. De modo a reduzir o efeito destas variações e permitir uma análise mais fina dos resultados, os dados apresentados na Tabela 15 foram normalizados em relação ao controlo sem fonte de carbono (Figura 11). 
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Figura 11 - Avaliação da viabilidade celular das estirpes E. coli ATCC25922, AG100, AG100A e AG100tet na presença de fontes de carbono através da determinação de UFC/ml. 

	Analisando a Figura 11, verifica-se que o crescimento da estirpe AG100 praticamente não é afectado na presença de qualquer uma das fontes de carbono exogéneas. Relativamente à estirpe ATCC, observa-se um aumento considerável do número de UFC/ml na presença de manitol e xilose. As estirpes cujo crescimento é mais afectado na presença das fontes de carbono são a AG100A e AG100tet. Estas duas estirpes apresentam menos crescimento, na presença de frutose e glucose, e no caso da estirpe AG100tet, também na presença de glicerol, quando comparado com o controlo sem fonte de carbono exogénea. Uma vez que a estirpe AG100A possui o gene AcrA inactivado, inactivando consequentemente a bomba de efluxo AcrAB, e a estirpe AG100tet possui sobrexpressão da bomba de efluxo AcrAB, entre outras, podemos concluir destes resultados que, nestas estirpes, o transporte das fontes de carbono frutose, glucose e glicerol está a ser afectado pela actividade da bomba de efluxo AcrAB. 
	O metabolismo das fontes de carbono está relacionado com a expressão de genes associados ao metabolismo celular que se encontram sob o controlo de reguladores transcripcionais globais como MarA, SoxS ou RamA (Zheng et al., 2011). Em E. coli, a bomba de efluxo AcrAB é controlada pelos reguladores globais MarAB e SoxS (Curiao et al., 2015). Adicionalmente estes reguladores controlam também os níveis de expressão das porinas quando estas são induzidas em resposta ao stress oxidativo (Curiao et al., 2015). Mutações no regulador ou na região promotora destes genes causam um aumento da expressão da bomba AcrAB, diminuição dos níveis de expressão da porina OmpF (principal canal de entrada para a maioria das fontes de carbono [Travisano e Lenski, 1996]) conferindo em paralelo multirresistência aos antibióticos (Zheng et al., 2011). Zheng et al. (2011) demostraram que estirpes de Salmonella Typhimurium com o regulador ramA inactivo (homologo do regulador marA de E. coli) apresentam maior susceptibilidade a uma vasta gama de compostos antimicrobianos bem como às fontes de carbono e fósforo. Mais recentemente, Ruiz e Levy (2014) estabeleceram uma correlação entre a actividade da bomba de efluxo AcrAB e o metabolismo celular. A bomba de efluxo AcrAB regula a expressão do operão acrAB em resposta ao metabolismo celular em consequência das alterações que induz nos reguladores MarA e SoxS. Os autores estabelecem que a bomba de efluxo AcrAB efluxa metabolitos celulares e que quando é inibida ou inactivada, como no caso da estirpe AG100A, vai ocorrer acumulação intracelular destes metabolitos. Esta acumulação leva à inactivação do repressor AcrR e/ou sobrexpressão dos reguladores marA ou soxS, resultando na sobrexpressão do acrAB de modo a repor a homeostasia celular (Ruiz e Levy, 2014). Importante para este trabalho, há que referir que em relação a estirpe AG100tet, esta possui resistência à oxacilina, tetraciclina, eritromicina e cloranfenicol (Tabela 20). A análise dos níveis de expressão génica revelou que esta estirpe possui sobrexpressão do regulador marA e do operão acrAB (Viveiros et al., 2007). Por outro lado, a porina OmpF encontra-se sub-expressa nesta estirpe (Viveiros et al., 2007). 
	Uma vez que todo o processo de transporte das fontes de carbono ocorre com gasto de energia, a célula compensa este gasto aumentando a sua fase lag de crescimento (Holms 1968, cf., Wong et al., 1970), o que poderá explicar termos observado menos crescimento na presença destas fontes de carbono para ambas as estirpes. Estudos futuros serão necessários para melhor compreender como é que a expressão diferencial da bomba de efluxo AcrAB e dos reguladores MarA e SoxS em E. coli, pode influenciar a utilização de fontes de carbono e quais os genes associados ao metabolismo que são afectados em consequência desta expressão. De salientar que neste trabalho, após várias tentativas, não foi possível obter crescimento destas duas estirpes em meio mínimo M9, de modo a avaliar o efeito individual de cada fonte de carbono. Uma vez que a escolha da célula entre vias metabólicas alternativas é regulada pela concentração dos metabolitos celulares (Jacobson et al., 1966), trabalho futuro deverá incluir a optimização de protocolos para avaliar o efeito de cada fonte de carbono individualmente testando diferentes formulações de meio base como p.e., o meio de Jacobson (1966).

3.1.2. Avaliação do efeito dos inibidores de efluxo no crescimento das estirpes em estudo 
	De seguida foram determinadas quais as concentrações de inibidores de efluxo que não afectam a viabilidade celular das estirpes em estudo. Do mesmo modo, pretendemos garantir que o efeito sinérgico observado se deve à inibição da actividade de efluxo e não ao efeito resultante da morte celular que advém da exposição das estirpes a concentrações letais destes compostos. As CMIs de compostos podem variar consoante a metodologia usada para a sua determinação. Assim, uma vez que a determinação das susceptibilidades aos antibióticos foi realizada em meio MHA, as CMIs dos inibidores de efluxo foram determinadas nas mesmas condições. Determinou-se a viabilidade celular na presença dos inibidores de efluxo em placa de meio MHA suplementado com concentrações crescentes de cada inibidor (10 a 160 µM). Os resultados estão apresentados na Tabela 16. Foi feita uma análise comparativa qualitativa entre o crescimento obtido nos poços com inibidor de efluxo e o crescimento obtido no poço sem inibidor de efluxo.
	Após a análise da Tabela 16 verifica-se que o CCCP a concentrações entre 160 µM e 40 µM afecta o crescimento da estirpe AG100 e entre 160 µM e 20 µM afecta o crescimento da estirpe ATCC e AG100A; o NMP afecta o crescimento da estirpe AG100tet a 160 e 80 µM. Em relação aos restantes inibidores de efluxo e estirpes, não se verificaram alterações significativas visíveis ao nível do seu crescimento. Apesar das variações acima mencionadas obteve-se crescimento bacteriano em todas as concentrações de inibidores de efluxo testadas. Deste modo a CMI dos três inibidores de efluxo em meio solido MHA é ≥ 160 µM. No entanto, para os ensaios de sinergismo com antibióticos foram seleccionadas as concentrações de inibidores que apresentaram crescimento igual ao do controlo e que se encontram destacadas a sombreado na Tabela 16.    

Tabela 16 – Viabilidade celular das estirpes de E. coli em estudo na presença de inibidores de efluxo. 
	
	E. coli

	Inibidor (µM)
	ATCC
	AG100
	AG100A
	AG100tet

	Sem inibidor
	++
	++
	++
	++

	CPZ
	
	
	
	

	160
	++
	++
	++
	++

	80
	++
	++
	++
	++

	40
	++
	++
	++
	++

	20
	++
	++
	++
	++

	10
	++
	++
	++
	++

	CCCP
	
	
	
	

	160
	+
	+
	+
	++

	80
	+
	+
	+
	++

	40
	+
	+
	+
	++

	20
	++
	++
	+
	++

	10
	++
	++
	++
	++

	5
	Nt
	nt
	++
	nt

	2.5
	Nt
	nt
	++
	nt

	NMP
	
	
	
	

	160
	++
	++
	++
	+

	80
	++
	++
	++
	+

	40
	++
	++
	++
	++

	20
	++
	++
	++
	++

	10
	++
	++
	++
	++



CPZ – clorpromazina; CCCP – carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; NMP – arilpiperazinas; ++ - Crescimento igual ao controlo positivo; + - Crescimento inferior ao controlo positivo. nt –  não testado. As concentrações dos inibidores de efluxo seleccionadas para os ensaios subsequentes estão a assinaladas a sombreado.

3.1.3. Avaliação do efeito das fontes de carbono e inibidores de efluxo na susceptibilidade aos antibióticos das estirpes em estudo
	Após a selecção das concentrações de fontes de carbono e inibidores de efluxo a usar, avaliámos o efeito destes compostos na susceptibilidade aos antibióticos nas estirpes em estudo através do método de difusão por disco de Kirby-Bauer. Os antibióticos seleccionados foram a oxacilina, ceftazidima, cefepima, meropenem, gentamicina, tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina e cloranfenicol, testados na presença e ausência de fontes de carbono (frutose, glucose, glicerol, manitol, piruvato e xilose) ou inibidores de efluxo (CCCP, CPZ e NMP). 
	Considerou-se sinergismo o aumento do halo de inibição de 4 mm na presença do antibiótico em combinação com a fonte de carbono ou inibidor de efluxo em relação ao halo apenas na presença do antibiótico. Considerou-se antagonismo a diminuição do halo de inibição de 4 mm na presença do antibiótico em combinação com a fonte de carbono ou inibidor de efluxo em relação ao halo apenas na presença do antibiótico. Com base nos valores dos halos obtidos foi calculada a % de actividade das fontes de carbono ou inibidores de efluxo na actividade dos antibióticos para todas as estirpes em estudo usando a fórmula descrita no ponto 2.2.2 (Materiais e Métodos).
	Os resultados do teste de susceptibilidade aos antibióticos na presença e ausência das fontes de carbono para as estirpes em estudo encontram-se apresentados na Tabelas 17 a 20. Verifica-se que todas as estirpes são susceptíveis à ceftazidima, cefepima, meropenem, gentamicina, e ciprofloxacina. Relativamente à oxacilina, observou-se que todas as estirpes são resistentes a este antibiótico, como esperado, com excepção da estirpe AG100A. A oxacilina é um substrato reconhecido do sistema de efluxo AcrAB. A estirpe AG100A apresenta maior susceptibilidade à oxacilina quando comparada com as restantes estirpes, devido à inactivação do sistema de efluxo AcrAB. 
Verificou-se também resistência à eritromicina em todas as estirpes, sendo esta mais evidente na estirpe AG100tet por ausência de halo de inibição comparativamente com as restantes estirpes. Este é um resultado expectável, uma vez que a eritromicina, tal como a oxacilina, é um substrato de bombas de efluxo. Observa-se também que a AG100A possui susceptibilidade aumentada à eritromicina, quando comparado com as estirpes AG100 e ATCC25922, demostrando que este antibiótico é também um substrato do sistema de efluxo AcrAB.   
A tetraciclina foi testada a 30 µg como recomendado nas normas da CLSI (2016) e a 10 µg. Todas as estirpes são susceptiveis a 30 µg deste antibiótico com excepção da estirpe AG100tet, que apresenta susceptibilidade intermédia. Este resultado está de acordo com o facto de esta estirpe apresentar sobrexpressão de sistemas de efluxo devido à exposição prolongada a concentrações crescentes de tetraciclina a que foi exposta (Viveiros et al., 2005). Com excepção da estirpe AG100A, todas as restantes são resistentes a 10 µg de tetraciclina. 
Por último, a estirpe AG100tet apresenta resistência ao cloranfenicol sendo as restantes susceptíveis a este antibiótico. A estirpe AG100A comparativamente, à estirpe AG100 e ATCC apresenta maior susceptibilidade ao cloranfenicol. No seu conjunto estes resultados demonstram que este antibiótico é também um substrato do sistema de efluxo AcrAB.   

3.1.3.1. Avaliação do efeito das fontes de carbono na susceptibilidade aos antibióticos das estirpes em estudo
	Em relação ao efeito das fontes de carbono na susceptibilidade aos antibióticos os resultados estão apresentados nas Tabelas 17 a 20.

- E. coli ATCC 25922
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe ATCC na presença de fontes de carbono está apresentado na Tabela 17. Não se verificaram diferenças significativas na presença das fontes de carbono (variação Ø halo <4 mm) para a oxacilina, ceftazidima, meropenem, gentamicina, eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina 30 µg, e cloranfenicol. Todas as fontes de carbono potenciaram a actividade da cefepima e tetraciclina 10 µg, promovendo um aumento dos halos de inibição destes antibióticos entre 4 a 16 mm. A fonte de carbono menos eficiente no aumento da susceptibilidade à tetraciclina 10 µg foi a frutose com um aumento de 6 mm vs 14-16 mm para as restantes fontes de carbono. Relativamente à cefepima, todas as fontes de carbono se demostraram igualmente eficazes. De salientar que o efeito inibitório do crescimento desta estirpe verificado anteriormente (Figura 10) não se verificou nos ensaios de sinergismo como se pode observar pelos resultados apresentados na Tabela 18. 


- E. coli AG100
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe AG100 na presença de fontes de carbono está apresentado na Tabela 18. Não se verificaram diferenças significativas na presença das fontes de carbono (variação Ø halo <4 mm) para a oxacilina, tetraciclina 30 µg, ciprofloxacina e cloranfenicol. Todas as fontes de carbono potenciaram a actividade da ceftazidima com eficiências semelhantes (variação Ø halo 4-5 mm). A actividade do meropenem foi potenciada na presença de frutose, glicerol, manitol e piruvato. A actividade da cefepima e gentamicina aumentou na presença de glicerol e piruvato, respectivamente. A resistência a tetraciclina 10 µg foi diminuída na presença de frutose e piruvato. Verificamos a existência de antagonismo entre a combinação eritromicina e fontes de carbono, com a excepção do piruvato. No geral, a fonte de carbono que foi capaz de potenciar a actividade de um maior número de antibióticos foi o piruvato. Verifica-se também uma maior actividade sinérgica das fontes de carbono em combinação com os antibióticos na estirpe AG100 quando comparada com a estirpe ATCC. 

- E. coli AG100A
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe AG100A na presença de fontes de carbono está apresentado na Tabela 19. Não se verificaram diferenças significativas na presença das fontes de carbono (variação Ø halo <4 mm) para a ceftazidima, gentamicina, tetraciclina 10 µg, eritromicina e cloranfenicol. A actividade da oxacilina foi potenciada na presença de glicerol, manitol, piruvato e xilose com igual eficiência. A actividade da cefepima aumentou na presença de glucose e manitol. A susceptibilidade à tetraciclina 30 µg aumentou na presença de todas as fontes de carbono com excepção da frutose. A susceptibilidade ao meropenem aumentou na presença de glicerol, glucose e manitol. Por último, a xilose foi a única fonte de carbono capaz de aumentar a susceptibilidade à ciprofloxacina. No geral, a fonte de carbono mais eficiente nesta estirpe foi o manitol. Verifica-se uma maior actividade sinérgica das fontes de carbono em combinação com os antibióticos na estirpe AG100A quando comparada com a estirpe ATCC e AG100. 


- E. coli AG100tet
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe AG100tet na presença de fontes de carbono está apresentado na Tabela 20. Não se verificaram diferenças significativas na presença das fontes de carbono (variação Ø halo <4 mm) para todos os antibióticos testados com a excepção da ciprofloxacina na presença de glicerol e xilose. 

Tabela 17 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe de referência de E. coli ATCC na presença e ausência de fontes 
de carbono, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	 Antibiótico*
	- FC
	+ Frutose
10mM
	+ Glicerol
20mM
	+ Glucose
5mM
	+ Manitol
10mM
	+ Piruvato
20mM
	+ Xilose
20mM

	
	Halo
(mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	CAZ
	27
	28
	3,7
	26
	- 3,7
	26
	- 3,7
	26
	- 3,7
	27
	0
	27
	0

	FEP
	28
	34
	21,4
	32
	14,3
	32
	14,3
	32
	14,3
	33
	17,9
	32
	14,3

	MEM
	32
	31
	- 3,1
	30
	- 6,3
	29
	- 9,4
	30
	- 6,3
	31
	- 3,1
	30
	- 6,3

	CN
	21
	20
	- 4,8
	20
	- 4,8
	19
	- 9,5
	20
	- 4,8
	19
	- 9,5
	21
	0

	TE 10
	6
	12
	100
	20
	233
	20
	233
	20
	233
	21
	250
	22
	267

	TE 30
	25
	23
	- 8
	24
	- 4
	23
	- 8
	23
	- 8
	24
	- 4
	24
	- 4

	E
	10
	8
	- 20
	9
	- 10
	8
	- 20
	8
	- 20
	9
	- 10
	9
	- 10

	CIP
	30
	33
	10
	31
	3,3
	30
	0
	30
	0
	33
	10
	31
	3,3

	C
	26
	25
	- 3,8
	26
	0
	24
	- 7,7
	25
	- 3,8
	25
	- 3,8
	26
	0



- FC - Sem fonte de carbono; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; S - susceptível; Activ. - actividade. * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Valores negativos indicam que o halo de inibição do antibiótico em combinação é menor do que o halo do antibiótico sozinho. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença das fontes de carbono em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.




Tabela 18 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli AG100 na presença e ausência de fontes de carbono, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	 Antibiótico*
	- FC
	+ Frutose
10mM
	+ Glicerol
20mM
	+ Glucose
5mM
	+ Manitol
10mM
	+ Piruvato
20mM
	+ Xilose
20mM

	
	Halo
(mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	CAZ
	26
	30
	15,4
	30
	15,4
	30
	15,4
	30
	15,4
	31
	19,2
	30
	15,4

	FEP
	36
	38
	5,6
	40
	11,1
	39
	8,3
	37
	2,8
	38
	5,6
	38
	5,6

	MEM
	32
	37
	15,6
	37
	15,6
	35
	9,4
	37
	15,6
	38
	18,8
	35
	9,4

	CN
	24
	22
	- 8,3
	23
	- 4,2
	23
	- 4,2
	25
	4,2
	29
	20,8
	25
	4,2

	TE 10
	10
	14
	40
	13
	30
	13
	30
	11
	10
	14
	40
	12
	20

	TE 30
	24
	26
	8,3
	25
	4,2
	25
	4,2
	25
	4,2
	25
	4,2
	26
	8,3

	E
	10
	6
	- 40
	6
	- 40
	6
	- 40
	6
	- 40
	10
	0
	6
	- 40

	CIP
	36
	35
	- 2,8
	37
	2,8
	37
	2,8
	36
	0
	36
	0
	35
	- 2,8

	C
	24
	24
	0
	25
	4,2
	27
	12,5
	24
	0
	24
	0
	24
	0



- FC - Sem fonte de carbono; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; S - susceptível; Activ. - actividade. * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Valores negativos indicam que o halo de inibição do antibiótico em combinação é menor do que o halo do antibiótico sozinho. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença das fontes de carbono em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja. 





Tabela 19 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli AG100A na presença e ausência de fontes de carbono, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	 Antibiótico*
	- FC
	+ Frutose
10mM
	+ Glicerol
20mM
	+ Glucose
5mM
	+ Manitol
10mM
	+ Piruvato
20mM
	+ Xilose
20mM

	
	Halo
(mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	12
	15
	25
	16
	33,3
	13
	8,3
	16
	33,3
	16
	33,3
	16
	33,3

	CAZ
	29
	30
	3,4
	31
	6,7
	31
	6,7
	32
	10,3
	31
	6,7
	31
	6,7

	FEP
	38
	39
	2,6
	39
	2,6
	42
	10,5
	42
	10,5
	39
	2,6
	40
	5,3

	MEM
	32
	35
	9,4
	36
	12,5
	36
	12,5
	36
	12,5
	35
	9,4
	35
	9,4

	CN
	24
	24
	0
	25
	4,2
	25
	4,2
	21
	-12,5
	25
	4,2
	25
	4,2

	TE 10
	16
	19
	18,8
	18
	12,5
	19
	18,8
	19
	18,8
	19
	18,8
	19
	18,8

	TE 30
	26
	29
	11,5
	30
	15,4
	30
	15,4
	30
	15,4
	31
	19,2
	31
	19,2

	E
	22
	21
	- 4,5
	20
	- 9,1
	22
	0
	22
	0
	21
	- 4,5
	26
	18,2

	CIP
	40
	41
	2,5
	42
	5
	43
	7,5
	43
	7,5
	40
	0
	45
	12,5

	C
	34
	31
	- 8,8
	36
	5,9
	36
	5,9
	35
	2,9
	36
	5,9
	36
	5,9



- FC - Sem fonte de carbono; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; S - susceptível; Activ. - actividade. * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Valores negativos indicam que o halo de inibição do antibiótico em combinação é menor do que o halo do antibiótico sozinho. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença das fontes de carbono em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.

Tabela 20 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli AG100tet na presença e ausência de fontes de carbono, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	 Antibiótico*
	- FC
	+ Frutose
10mM
	+ Glicerol
20mM
	+ Glucose
5mM
	+ Manitol
10mM
	+ Piruvato
20mM
	+ Xilose
20mM

	
	Halo
(mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	CAZ
	28
	29
	3,6
	30
	7,1
	29
	3,6
	29
	3,6
	29
	3,6
	29
	3,6

	FEP
	36
	37
	2,8
	35
	- 2,8
	37
	2,8
	35
	- 2,8
	34
	- 5,5
	36
	0

	MEM
	44
	43
	- 2,3
	45
	2,3
	44
	0
	45
	2,3
	41
	- 6,8
	43
	- 2,3

	CN
	31
	29
	- 6,5
	32
	3,2
	31
	0
	33
	6,5
	31
	0
	32
	3,2

	TE 10
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	TE 30
	14
	15
	7,1
	12
	- 14,3
	15
	7,1
	15
	7,1
	16
	14,3
	12
	- 14,3

	E
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	CIP
	34
	36
	5,9
	38
	11,8
	35
	2,9
	37
	8,8
	36
	5,9
	38
	11,8

	C
	10
	10
	0
	10
	0
	11
	10
	10
	0
	9
	- 10
	10
	0


 
- FC - Sem fonte de carbono; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; S - susceptível; Activ. - actividade* Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Valores negativos indicam que o halo de inibição do antibiótico em combinação é menor do que o halo do antibiótico sozinho. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença das fontes de carbono em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.




3.1.3.2. Avaliação do efeito de inibidores de efluxo na susceptibilidade aos antibióticos das estirpes em estudo
 De modo a correlacionar a inibição da actividade de efluxo pelas fontes de carbono testadas acima com resistência por efluxo avaliámos o efeito dos inibidores de efluxo CPZ, CCCP e NMP na susceptibilidade aos antibióticos nestas estirpes. Os resultados estão apresentados nas Tabelas 21 a 24.

- E. coli ATCC 25922
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe ATCC na presença de inibidores de efluxo está apresentado na Tabela 21. 

Tabela 21 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli ATCC na presença e ausência de inibidores de efluxo, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	Antibiótico*
	- IE
	CPZ 80 µM
	CCCP 20 µM
	NMP 80 µM

	
	Halo (mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	CAZ
	27
	26
	- 3,7
	28
	3,7
	25
	- 7,4

	FEP
	28
	34
	21,4
	36
	28,6
	32
	14,3

	MEM
	32
	30
	- 6,3
	35
	9,4
	31
	- 3,1

	CN
	21
	21
	0
	23
	9,5
	19
	- 9,5

	TE 10
	6
	22
	266,7
	25
	316,7
	13
	116,7

	TE 30
	25
	25
	0
	29
	16
	25
	0

	E
	10
	10
	0
	8
	- 20
	10
	0

	CIP
	30
	33
	10
	35
	16,7
	32
	6,7

	C
	26
	27
	3,8
	30
	15,4
	26
	0



IE - inibidor de efluxo; - IE - sem inibidor de efluxo; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; CPZ - clorpromazina; NMP – arilpiperazinas; * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença do inibidor de efluxo em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.
	
	
	Não se verificaram diferenças significativas na presença dos inibidores de efluxo (variação Ø halo <4 mm) para a oxacilina, ceftazidima, meropenem, gentamicina e eritromicina. Todos os inibidores potenciaram a actividade da cefepima e tetraciclina 10 µg, promovendo um aumento dos halos de inibição destes antibióticos entre 4 a 19 mm. O inibidor mais eficiente foi o CCCP, que além dos antibióticos mencionados acima, potenciou também a actividade da tetraciclina 30 µg, ciprofloxacina e cloranfenicol. Comparativamente com os resultados obtidos para os mesmos antibióticos na presença de fontes de carbono obtiveram-se resultados de sinergismo para os mesmos antibióticos com excepção da tetraciclina a 30 µg, ciprofloxacina e cloranfenicol, para os quais não houve efeito na presença de fontes de carbono. Não se verificou antagonismo entre os antibióticos e inibidores de efluxo nesta estirpe. 

- E. coli AG100
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe AG100 na presença de inibidores de efluxo está apresentado na Tabela 22. 

Tabela 22 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli AG100 na presença e ausência de inibidores de efluxo, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	Antibiótico*
	- IE
	CPZ 80 µM
	CCCP 20 µM
	NMP 80 µM

	
	Halo (mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	6 
	6 
	0
	6 
	0
	6 
	0

	CAZ
	26 
	30 
	15,4
	30 
	15,4
	30 
	15,4

	FEP
	36 
	37 
	2,8
	39 
	8,3
	38 
	5,5

	MEM
	32 
	37
	15,6
	35
	9,4
	37
	15,6

	CN
	24 
	24
	0
	23
	- 4,2
	24
	0

	TE 10
	10 
	13
	30
	9
	- 10
	12
	20

	TE 30
	24
	26
	8,3
	27
	12,5
	24
	0

	E
	10 
	6 
	- 40
	9
	- 10
	6 
	- 40

	CIP
	36 
	35 
	- 2,8
	36
	0
	36
	0

	C
	24 
	26
	8,3
	25
	4,2
	24
	0



IE - inibidor de efluxo; - IE - sem inibidor de efluxo; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; CPZ - clorpromazina; NMP – arilpiperazinas; * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença do inibidor de efluxo em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.

	Não se verificaram diferenças significativas na presença dos inibidores de efluxo (variação Ø halo <4 mm) para a oxacilina, cefepime, gentamicina, tetraciclina 10 µg, tetraciclina 30 µg, ciprofloxacina e cloranfenicol. Todos os inibidores potenciaram a actividade da ceftazidima com a mesma eficiência. A susceptibilidade ao meropenem aumentou na presença de CPZ e NMP. Verificamos a existência de antagonismo entre a combinação eritromicina e CPZ ou NMP, não se registando efeito significativo na presença de CCCP. Esta estirpe apresenta um halo de inibição com Ø = 10 mm e na presença destes compostos ficou mais resistente (sem halo). Os inibidores de efluxo mais eficientes nesta estirpe foram o CPZ e NMP uma vez que potenciaram a actividade de um maior número de antibióticos, seguidos do CCCP. 
  
- E. coli AG100A
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe AG100A na presença de inibidores de efluxo está apresentado na Tabela 23. 

Tabela 23 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli AG100A na presença e ausência de inibidores de efluxo, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	Antibiótico*
	- IE
	CPZ 40 µM
	CCCP 2,5 µM
	NMP 40 µM

	
	Halo (mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	12
	14
	16,6
	14
	16,6
	13
	8,3

	CAZ
	29
	31
	6,9
	31
	6,9
	31
	6,9

	FEP
	38
	41
	7,9
	42
	10,5
	41
	7,9

	MEM
	32
	36
	12,5
	35
	9,4
	35
	9,4

	CN
	24
	29
	20,8
	29
	20,8
	25
	4,2

	TE 10
	16
	20
	25
	13
	- 18,8
	13
	- 18,8

	TE 30
	26
	32
	23,1
	29
	11,5
	29
	11,5

	E
	22
	21
	- 4,5
	21
	- 4,5
	23
	4,5

	CIP
	40
	45
	12,5
	42
	5
	44
	10

	C
	34
	33
	- 2,9
	37
	8,8
	37
	8,8



IE - inibidor de efluxo; - IE - sem inibidor de efluxo; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; CPZ - clorpromazina; NMP – arilpiperazinas; * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença do inibidor de efluxo em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.



Não se verificaram diferenças significativas na presença dos inibidores de efluxo (variação Ø halo <4 mm) para a oxacilina, ceftazidima, eritromicina e cloranfenicol. A susceptibilidade à cefepima aumentou na presença de CCCP; a susceptibilidade ao meropenem e tetraciclina 10 µg e tetraciclina 30 µg, aumentou na presença de CPZ; a susceptibilidade à gentamicina aumentou na presença de CPZ e CCCP; e a susceptibilidade à ciprofloxacina aumentou na presença de CPZ e NMP. O inibidor de efluxo mais eficiente nesta estirpe foi o CPZ uma vez que potenciou a actividade de um maior número de antibióticos, seguido do CCCP e NMP. Não se verificou antagonismo entre os antibióticos e inibidores de efluxo nesta estirpe. 

- E. coli AG100tet
	O perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe AG100tet na presença de inibidores de efluxo está apresentado na Tabela 24. 

Tabela 24 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos da estirpe E. coli AG100tet na presença e ausência de inibidores de efluxo, determinado pelo método de Kirby-Bauer.
	Antibiótico*
	- IE
	CPZ 80 µM
	CCCP 20 µM
	NMP 40 µM

	
	Halo (mm)
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.
	Halo
(mm)
	%
Activ.

	OX
	6
	14
	133,3
	6
	0
	6
	0

	CAZ
	28
	29
	3,6
	30
	7,1
	28
	0

	FEP
	36
	36
	0
	35
	- 2,8
	35
	- 2,8

	MEM
	44
	45
	2,3
	46
	5,4
	46
	5,4

	CN
	31
	32
	3,2
	32
	3,2
	32
	3,2

	TE 10
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	TE 30
	14
	15
	7,1
	10
	- 28,5
	15
	7,1

	E
	6
	6
	0
	6
	0
	6
	0

	CIP
	34
	38
	11,8
	36
	5,9
	36
	5,9

	C
	10
	14
	40
	8
	- 20
	12
	20



IE - inibidor de efluxo; - IE - sem inibidor de efluxo; OX - oxacilina; CAZ - ceftazidima; FEP - cefepime; MEM - meropenem; CN - gentamicina; TE - tetraciclina; E - eritromicina; CIP - ciprofloxacina; C - cloranfenicol; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; CPZ - clorpromazina; NMP – arilpiperazinas; * Nestes casos, as abreviaturas são apresentadas conforme a inscrição nos respectivos discos. TE 10, disco de tetraciclina com carga 10 µg; TE 30, disco de tetraciclina com carga 30 µg. Consideraram-se significativas variações de 4 mm no halo de inibição do antibiótico na presença do inibidor de efluxo em relação ao halo de inibição apenas do antibiótico – destacadas a laranja.

	Não se verificaram diferenças significativas na presença dos inibidores de efluxo (variação Ø halo <4 mm) para a ceftazidima, cefepima, meropenem, gentamicina, tetraciclina 10 µg, e eritromicina. A susceptibilidade à oxacilina, ciprofloxacina e cloranfenicol aumentou na presença de CPZ. Não se verificou efeito com os restantes inibidores. No entanto, observamos antagonismo entre tetraciclina 30 µg e o CCCP. 

	De um modo geral os resultados obtidos permitiram-nos:  
(i) concluir que a quantificação das variações no halo de inibição dos antibióticos na presença e ausência de fontes de carbono ou inibidores de efluxo usando o método de Kirby-Bauer em placa de agar pode ser uma metodologia útil para o “screening” da susceptibilidade aos antibióticos na presença de compostos;
(i) confirmar que a tetraciclina, ciprofloxacina e oxacilina, são substratos do sistema de efluxo AcrAB-TolC de E. coli (Viveiros et al., 2005; Li e Nikaido, 2016; Machado et al., 2017);
(ii) confirmar que os antibióticos β-lactâmicos e o cloranfenicol são também substratos de bombas de efluxo, nomeadamente AcrAB-TolC como já havia sido referido por outros autores (Li e Nikaido, 2016);
(iii) confirmar que os inibidores de efluxo CCCP e CPZ são os inibidores mais eficientes em promover o aumento da susceptibilidade aos antibióticos nestas estirpes seguidos do NMP; 
(iv) concluir que a susceptibilidade aos antibióticos em E. coli varia consoante a fonte de carbono fornecida a bactéria o que tem implicações a nível terapêutico para estas infecções.

No geral verificamos que os antibióticos mais afectados pelas fontes de carbono são também aqueles cuja actividade é aumentada na presença de inibidores de efluxo, no entanto, estes resultados não nos permitem afirmar que a actividade sinérgica das fontes de carbono em combinação com os antibióticos está directamente relacionada com a actividade de efluxo destas estirpes. 
Vários estudos têm demonstrado que a composição lipídica da parede celular bacteriana varia consoante a fonte de carbono que é fornecida ao microrganismo (Lowry et al., 1971; Ellwood and Tempest, 1972; Conrad et al., 1979). Adicionalmente, Conrad et al. (1979) e Tueber e Miller (1977) demonstraram que as diferenças que se encontram ao nível da composição lipídica estão associadas a alterações na susceptibilidade aos antibióticos, como p.e. a resistência adquirida à polimixina B em P. aeruginosa. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a susceptibilidade aos antibióticos em E. coli pode ser alterada na presença de diferentes fontes de carbono. Os resultados mostram também que esta variação na susceptibilidade varia consoante a fonte de carbono e o antibiótico em teste. No geral, verificou-se que os antibióticos mais influenciados na presença das fontes de carbono foram os β-lactâmicos. Estas diferenças entre classes de antibióticos podem dever-se ao mecanismo de acção dos diferentes antibióticos já que os β-lactâmicos afectam a formação da parede celular enquanto os restantes afectam processos como a replicação e síntese proteica menos dependentes do metabolismo dos açúcares.
As fontes de carbono que produziram as maiores alterações na susceptibilidade aos antibióticos nestas estirpes foram a glucose, o glicerol, piruvato e o manitol. A diferença entre as actividades das fontes de carbono na susceptibilidade aos antibióticos supõe-se que possam estar relacionadas com o metabolismo de cada uma das fontes de carbono (Conrad et al., 1979). As fontes de carbono estudadas neste trabalho (glucose, frutose, manitol, glicerol, xilose e piruvato) existem abundantemente na natureza. São fontes de carbono importantes que são frequentemente usadas pelos microrganismos. A utilização de diferentes fontes de carbono pela bactéria requer um conjunto de genes diferente que codificam para transportadores, reguladores e enzimas associados ao seu metabolismo. A maioria das bactérias é capaz de seleccionar substratos específicos de entre uma mistura de fontes de carbono. Estas fontes de carbono podem ser metabolizadas sozinhas ou co-metabolizadas. No entanto, sabe-se que existe uma hierarquia específica que estabelece qual a ordem de utilização de fontes de carbono pela bactéria. Na grande maioria dos casos a glucose é a fonte de carbono preferencial (Görke and Stülke, 2008; Postma et al., 1993). A presença de glucose no meio previne a utilização de outras fontes de carbono (Aidelberg et al., 2014) processo que se designa por repressão catabólica (CCR, do inglês “carbon catabolite repression”) (Brückner and Titgemeyer, 2002; Deutscher, 2008; Stülke e Hillen, 1999). Quando a fonte de carbono preferencial se esgota, as bactérias alteram e adaptam o seu metabolismo para a utilização da fonte de carbono seguinte na hierarquia. Por exemplo, no caso da glucose quando esta se esgota, o metabolismo é alterado para utilização de galactose (Aidelberg et al., 2014). Esta hierarquia funcional para a utilização de açúcares é explicada pela activação diferencial de promotores associados à utilização de fontes de carbono mediada pelo regulador global cAMP-CRP. O mecanismo molecular subjacente à repressão catabólica em E. coli envolve o sistema PTS (do inglês “phosphotransferase system”) de transporte de açúcares que inclui a glucose, frutose, manitol, manose, sorbitol, N-acetilglucosamina, etc (Travisano e Lenski, 1996). Estes açúcares reduzem a actividade do regulador global CRP que por sua vez vai inactivar sistemas de transporte de açúcares alternativos. Sabe-se também que o transporte de açúcares via PTS inactiva diversas bombas de efluxo associadas ao transporte de açúcares (Aidelberg et al., 2014). A galactose, glicerol, xilose, lactose, arabinose e melibiose são açúcares não-PTS (Travisano e Lenski, 1996; Aidelberg et al., 2014) que se encontram nos habitats naturais de E. coli como o lúmen intestinal (Aidelberg et al., 2014). Casos de utilização sequencial ou simultânea destas fontes de carbono têm sido reportados, sugerindo a existência de uma hierarquia secundária associada à utilização de fontes de carbono (Aidelberg et al., 2014). Por último, pouco se sabe relativamente ao transporte de piruvato. O piruvato pode ser usado sozinho como fonte de carbono e é transportado através do sistema induzível Usp (do inglês “uptake specific for pyruvate”) e do sistema PrvT (do inglês “constitutive pyruvate transport”), que é, como o nome indica, expresso constitutivamente (Kreth et al., 2013). 
	Este é um tópico ainda muito pouco estudado pela comunidade científica pelo que os resultados obtidos neste trabalho abrem perspectivas futuras para o estudo da contribuição do metabolismo de cada uma das fontes de carbono na susceptibilidade aos antibióticos em E. coli e as suas implicações no sucesso terapêutico. Contudo, esta primeira parte foi determinante para se definir os métodos e premissas experimentais de trabalho para a parte seguinte onde se pretende estudar o papel do efluxo na sobrevivência das células persistentes típicas de situações clínicas de cronicidade infecciosa e como as fontes de carbono e os inibidores de efluxo podem ter um papel determinante no seu controlo e eliminação. 

Parte II

3.2. Contribuição do efluxo para a resistência aos antibióticos em células persistentes de E. coli
	Allison et al. (2011) demonstraram que a adição de fontes de carbono potencia a eliminação de células persistentes pelos aminoglicosídeos em células persistentes de E. coli e S. aureus. Posteriormente, Amato et al. (2013) mostraram que a formação de células persistentes é controlada pela fonte de carbono disponível no meio. Mais recentemente, Pu et al. (2016) demostraram que o efluxo está envolvido na formação de células persistentes em E. coli. Como base nestes estudos, colocámos a hipótese de que estas células poderão ser eliminadas pela acção sinérgica entre uma fonte de carbono, um antibiótico e um inibidor de efluxo/energético. Nesta segunda parte do trabalho, caracterizámos a contribuição do efluxo para a resistência aos antibióticos em células persistentes de E. coli e testamos possíveis combinações entre fontes de carbono, antibióticos e inibidores de efluxo/energético na eliminação de células bacterianas persistentes. 
Para isso, e usando E. coli ATCC25922, foram optimizados protocolos para selecção e caracterização fenotípica de células persistentes. Foram determinadas as concentrações mínimas inibitórias de antibióticos, fontes de carbono e inibidores de efluxo seleccionados a partir dos resultados obtidos na primeira parte do trabalho bem como ensaios de sinergismo entre estes compostos. Por fim, quantificou-se a actividade de efluxo em células persistentes através do método fluorométrico semiautomático e usando o EtBr como substrato de bombas de efluxo. 

Iniciámos o trabalho com isolamento de células persistentes de E. coli após tratamento químico com rifampicina e ampicilina, dois antibióticos bactericidas, usando o protocolo desenvolvido por Kwan et al. (2013). A rifampicina é um antibiótico bactericida que inibe a transcrição, ao ligar-se à subunidade β da RNA polimerase, impedindo a activação da polimerase e, consequentemente, a síntese de mRNA (Duarte, 2014). A ampicilina é um β-lactâmico que se liga as PBP (do inglês “Penicillin Binding Proteins”) e impede a síntese do peptidoglicano e activação de autolisinas endógenas, com subsequente lise celular (de Sousa et al., 2002). Enquanto a rifampicina é activa quer em células com crescimento activo quer em células dormentes, a ampicilina apenas actua em células em fase de crescimento activo. 

3.2.1. Indução do fenótipo de persistência
Kwan et al. (2013) propuseram que o tratamento com rifampicina está associado a um aumento do número de células persistentes por inibição da transcrição. Deste modo, começamos por testar esta condição como o primeiro passo para confirmar a formação de células persistentes. As células de E. coli foram crescidas até à fase exponencial de crescimento e tratadas com 100 µg/ml de rifampicina durante 30 minutos. Incluiu-se um controlo de células sem tratamento com rifampicina como controlo para avaliação do crescimento normal das culturas. Após os 30 minutos de tratamento, as células foram transferidas para meio fresco tendo-se acompanhado o seu crescimento por medição da densidade óptica a 600 nm a cada hora durante oito horas. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 12. 

[image: ]
Figura 12 – Ensaio representativo da indução do fenótipo de persistência em E. coli ATCC25922 após tratamento com rifampicina. As culturas em fase exponencial de crescimento foram tratadas com 100 µg/ml de rifampicina durante 30 min antes de serem inoculadas em meio LB fresco. O crescimento das culturas foi monitorizado por medição da densidade óptica (DO) a 600 nm a cada hora durante oito horas. 
Uma evidência da obtenção de células persistentes é que estas células apresentam uma fase lag prolongada característica antes de retomarem o crescimento após remoção do antibiótico. Como se pode observar na Figura 12, as células tratadas com rifampicina apresentam uma fase lag de cerca de 2 h antes de retomarem o crescimento normal quando comparadas com as células que não foram expostas à rifampicina. As células não tratadas retomam imediatamente o crescimento passado uma hora de incubação em meio novo, característico de uma população bacteriana com crescimento normal. O aumento da fase lag após tratamento com rifampicina é conhecido como “efeito pós-antibiótico” e deve-se à ausência de mRNA (Stubbing et al., 2006). Com base nestes resultados podemos concluir que o pré-tratamento com rifampicina induz a formação de células persistentes, conforme proposto e esperado.  

	 
3.2.2. Selecção de bactérias persistentes à ampicilina após pré-tratamento com rifampicina
	Tipicamente, populações bacterianas onde existam ou se tenham desenvolvido células persistentes apresentam um padrão de morte bifásico. Inicialmente espera-se obter um decréscimo rápido do número de células viáveis e que corresponde à morte das células normais e logo após este período é atingido um “steady-state” do número de UFC/ml, que corresponde às células persistentes que sobrevivem durante mais tempo e que exibem um padrão de morte mais lento. De modo a avaliar se as células obtidas por tratamento com rifampicina demonstram o comportamento típico das células persistentes, de seguida, testamos as células persistentes após tratamento com rifampicina e seleccionámo-las com ampicilina, dada a sua conhecida e anteriormente demonstrada aquisição de multirresistência. Paralelamente, foi incluída no ensaio uma cultura que não foi exposta à ampicilina de modo a podermos avaliar também qual o efeito da ampicilina na selecção de células persistentes após tratamento com rifampicina.
	Após a indução de persistência com rifampicina, as células persistentes foram seleccionadas por exposição à ampicilina (128 µg/ml) durante 24 h. A ampicilina, ao actuar apenas em células activas vai eliminá-las, deixando apenas as células persistentes que lhes são resistentes. O número de células persistentes sobreviventes em cada cultura foi quantificado por determinação das UFC/ml em meio LA às 0, 3, 5 e 24 h de incubação. Na Figura 13, encontram-se apresentados os resultados obtidos.
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Figura 13 - Padrão de morte bifásico determinado para a estirpe E. coli ATCC25922 após pré-tratamento com rifampicina. As células foram incubadas com rifampicina a 100 µg/ml. De seguida, esta cultura foi dividida em duas sendo que uma foi tratada com ampicilina a 128 µg/ml e a outra não foi sujeita a qualquer tratamento antibiótico. Ambas as culturas foram processadas de igual modo. As UFC/ml foram determinadas as 0, 3, 5 e 24 h por inoculação em meio LA. O gráfico apresenta o número de UFC/ml em função do tempo de exposição a ampicilina (curva vermelha) ou sem ampicilina (curva azul). Após 5 h de incubação (linha a tracejado no gráfico) observa-se a formação de um “plateau” que corresponde às células persistentes que sobreviveram ao tratamento. 

	Na Figura 13 podemos observar um padrão de morte bifásico quer na população que foi exposta à ampicilina quer na população que não foi exposta a ampicilina confirmando a formação de células persistentes em ambos os casos. Verificámos, como esperado, uma diminuição mais acentuada do número de UFCs na população que foi exposta à ampicilina do que na população que não foi exposta à ampicilina. A população que não foi exposta à ampicilina apresentava, ao fim de 24 h de incubação, 1,18 x 109 UFC/ml e a população que foi exposta à ampicilina apresentava ao fim de igual período de incubação, 7,8 x 105 UFC/ml. Podemos inferir destes resultados que a ampicilina ajuda na eliminação de células bacterianas que retomaram o crescimento após a remoção da rifampicina do meio de cultura. Na população que foi sujeita a selecção com ampicilina apenas sobreviveram as “verdadeiras células persistentes”. 

	Destes resultados podemos concluir que o pré-tratamento com rifampicina induz a formação de células persistentes que podem ser posteriormente seleccionadas de entre a população total por exposição prolongada à ampicilina, definindo-se assim um protocolo experimental de alto valor para ensaios futuros que envolvam o estudo de compostos com actividade específica sobre a eliminação da população persistente em infecções como as promovidas por E. coli.  

3.2.3. Ensaios de hereditariedade – persistência vs mutantes
	Contrariamente às células com crescimento normal que adquirem mecanismos de resistência transmitidos à geração seguinte (hereditários), como p.e. mutações, as células persistentes exibem um fenótipo de tolerância a compostos que não é hereditário mas sim transitório, i.e. não apresentam mecanismos de resistência genéticos que sejam herdados pelas gerações seguintes quando o factor de selecção desaparece (Leung et al., 2012). 	De modo a caracterizar a natureza das células persistentes obtidas após pré-tratamento com rifampicina e seleccionadas com ampicilina, tratou-se uma cultura em fase estacionária com ampicilina durante 24 horas e realizou-se três ciclos de tratamento com ampicilina intercalados com três ciclos sem exposição à ampicilina (Figura 14). As culturas foram inoculadas em meio LA com e sem ampicilina no final de cada período de 24 h para determinação de UFC/ml. Na Figura 14, encontram-se apresentados os resultados obtidos.
	Analisando a Figura 14 verificámos um decréscimo do número de UFC/ml ao longo do tempo entre ciclos repetidos de crescimento com e sem antibiótico. No tempo T0 que corresponde a uma cultura que não foi exposta à ampicilina (i), obteve-se o valor mais elevado de UFC - 12 log10 UFC/ml. A incubação destas células com ampicilina (ii) reduziu as UFC para 6 log10 UFC/ml após 24 h de incubação (T24). Após a re-incubação das células sobreviventes em meio fresco sem antibiótico (iii) verificou-se um aumento na viabilidade para 9,1 log10 UFC/ml (T48) que foi reduzido para 4,9 log10 UFC/ml (T72) com a re-incubação destas células em meio com ampicilina (iv). Voltou-se a incubar por mais 24 h sem exposição à ampicilina (v) verificando-se uma diminuição das UFC/ml para 4,2 (T96), ultimando com a morte das células após novo período de incubação com ampicilina (vi) por 24 horas (T120). 
	Para confirmar o fenótipo de resistência não-hereditário das células persistentes, as células obtidas em todas as etapas apresentadas na Figura 14 foram simultaneamente plaqueadas em placas LA suplementadas com 128 µg/ml de ampicilina. Não se obteve crescimento em qualquer um dos passos o que confirma que a resistência à ampicilina não é hereditária.   
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Figura 14 – Caracterização do fenótipo de resistência não-hereditário das células persistentes obtidas após pré-tratamento com rifampicina e posterior selecção com ampicilina. Cultura em fase estacionária de E. coli ATCC25922 foi crescida em meio LB suplementado com ampicilina (128 µg/ml) durante 24 h. As células sobreviventes foram ressuspendidas no mesmo volume de LB sem antibiótico e a suspensão de células incubada durante 24 h. Após as 24 h de incubação, retirou-se uma alíquota e plaqueou-se meio LA sem ampicilina para determinação de UFCs (i); A restante cultura foi diluída 1:1000 em meio LB à qual se adicionou ampicilina (128 µg/ml) e incubou durante 24h. Após as 24 h de incubação, retirou-se uma alíquota e plaqueou-se meio LA sem ampicilina para determinação de UFCs (ii); As células sobreviventes foram ressuspendidas no mesmo volume de LB sem antibiótico e a suspensão de células incubada durante 24 h. Após as 24 h de incubação, retirou-se uma alíquota e plaqueou-se meio LA sem ampicilina para determinação de UFCs (iii); e assim sucessivamente (iv) a (vi). No total, o procedimento foi realizado por três vezes consecutivas.

	Após a optimização dos protocolos necessários para obtenção de células persistentes e de garantirmos que as células que se obtém são deveras células persistentes tolerantes aos antibióticos e não células resistentes por mecanismos genéticos, prosseguimos com o estudo com a determinação do perfil de susceptibilidade a antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono para as células persistentes. As estirpes AG100, AG100A e AG100tet (caracterizadas na 1ª parte do trabalho) foram incluídas como estirpes geneticamente definidas e anteriormente bem caracterizadas, que usámos como comparativo para os efeitos detectados na susceptibilidade aos antibióticos nas células persistentes bem como foram usadas como controlos nos ensaios de fluorometria em tempo real para avaliação em tempo-real das suas características de efluxo.   

3.2.4. Determinação das concentrações mínimas inibitórias de antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono
	A CMI define-se como a menor concentração de um composto com capacidade para inibir o crescimento bacteriano durante um período de tempo. Inicialmente determinou-se o perfil de susceptibilidade a compostos antimicrobianos e fontes de carbono das células persistentes usando o método de microdiluição seriada em placa de 96 poços conforme descrito no ponto 2.2.5 dos Materiais e Métodos. 
	Os antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono a estudar foram seleccionados com base nos resultados obtidos na primeira parte do trabalho. Seleccionaram-se os antibióticos cuja susceptibilidade foi mais afectada na presença de inibidores de efluxo e fontes de carbono. Incluiu-se o EtBr por ser um substrato comum à grande maioria das bombas de efluxo (Blair e Piddock, 2016). Incluímos também a rifampicina e a ampicilina por serem os antibióticos usados para selecção de células persistentes.  	 
	O resultado da determinação das CMIs dos antibióticos, EtBr, e inibidores de efluxo, para todas as estirpes em estudo apresentam-se na Tabela 25. Determinaram-se as CMIs para a estirpe ATCCPER com e sem exposição à ampicilina não se obtendo diferenças significativas entre as duas condições. A única variação obtida entre elas foi de 1 diluição no valor da CMI do EtBr pelo que se apresenta apenas os resultados das células persistentes seleccionadas após tratamento com ampicilina. 

A análise dos resultados obtidos, usando como base de comparação a estirpe ATCC, revela que:
- Os valores de CMI obtidos dos inibidores de efluxo CPZ e CCCP para as quatro estirpes manteve-se constante apenas com a diferença de 1 diluição na estirpe AG100tet;
- Obtiveram-se valores de CMI das fontes de carbono glucose, manitol e piruvato acima de 80 µM para todas as estirpes em estudo;
- Para a ampicilina verificamos que a CMI para a AG100 e para a AG100A é de 2 µg/ml, no entanto para a AG100tet que tem sobrexpressão de bombas de efluxo a CMI da ampicilina aumenta 4x. Comparando os resultados da ATCC com a ATCCPER verificamos que a CMI aumenta 8x, resultado consistente com o facto de estas células serem tolerantes à ampicilina;

Tabela 25 - Valores obtidos de CMI para antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono na ATCC, ATCCPER com exposição à ampicilina, AG100, AG100A e AG100tet.
	
	
	CMI (µg/ml)
	

	Estirpe
Composto
	ATCC
	ATCCPER 
	AG100
	AG100A
	AG100tet

	Antibióticos
	
	
	
	
	

	AMP
	4
	32
	2
	2
	8

	OXA
	512
	≥ 1024
	512
	2
	≥ 2048

	CIP
	0,031
	0,031
	0,031
	≤ 0,016
	0,5

	CHL
	8
	16
	8
	2
	64

	ERI
	128
	512
	64
	2
	128

	GEN
	2
	8
	1
	0,5
	1

	RIF
	8
	32
	32
	8
	32

	TET
	1
	8
	2
	0,5
	64

	Substrato de efluxo
	
	
	
	
	

	EtBr
	512
	256
	256
	3,125
	512

	Inibidores de efluxo
	
	
	
	
	

	CPZ
	128
	128
	128
	128
	256

	CCCP
	64
	64
	64
	32
	64



CMI- Concentração mínima inibitória; PER- Persistente; AMP, ampicilina; OXA - oxacilina; CIP - ciprofloxacina; CHL - cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina; RIF - rifampicina; EtBr - brometo de etídio; CPZ - clorpromazina; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone.

- Para a oxacilina comparando os resultados obtidos para a ATCCPER com a ATCC podemos observar um aumento superior ou igual a 2x no valor da CMI. A AG100tet tem uma CMI para oxacilina muito elevada, uma vez que tem sobrexpressão de bombas e a oxacilina é um substrato da bomba AcrAB. A CMI da oxacilina para a AG100A é muito inferior às outras uma vez que estirpe tem a esta bomba AcrAB-TolC inactiva;
- Para a ciprofloxacina não se verifica alteração na CMI para a ATCCPER quando comparada com a estirpe parental e com a AG100. A AG100A apresenta uma diminuição da CMI igual ou superior a 2x em comparação com a estirpe AG100 ou ATCC devido à inactivação da bomba AcrAB. Relativamente a AG100tet verifica-se um aumento de 16x vezes a CMI devido à sobrexpressão de bombas de efluxo;
- Para o cloranfenicol, podemos observar que a CMI da ATCCPER aumenta 2x, para a AG100 mantem-se e para a AG100tet aumenta 8x. Para a estirpe AG100A a CMI diminui 4x;
- Para a eritromicina podemos verificar um aumento de 4x para ATCCPER, comparando com a ATCC, para a AG100 diminui 2x, e para a AG100tet mantem-se. Para a estirpe AG100A a CMI diminui 64x, confirmando que este antibiótico é um substrato da bomba de efluxo AcrAB-TolC;
- Para a gentamicina podemos verificar um aumento de 4x para ATCCPER, comparando com a ATCC, e para a AG100 e AG100tet diminui 2x. Para a estirpe AG100A a CMI diminui 4x, confirmando que este antibiótico é um substrato da bomba de efluxo AcrAB-TolC;
- Para a rifampicina podemos verificar um aumento de 4x para ATCCPER, AG100 e AG100tet. A CMI mantem-se para a AG100A. Comparando a CMI da AG100A com a AG100, verifica-se uma diminuição de 4x confirmando que este antibiótico é um substrato da bomba de efluxo AcrAB-TolC.
- Para o EtBr, verifica-se a diferença de 2x no valor da CMI para a ATCCPER e AG100; para a estirpe AG100tet a CMI mantem-se. Para a estirpe AG100A a CMI diminui 164x comparado com a ATCC e 82x comparado com a AG100, confirmando que EtBr é um substrato da bomba de efluxo AcrAB-TolC.

	De modo a identificar combinações de antibióticos, inibidores de efluxo e/ou fontes de carbono que sejam mais eficazes sobre a tolerância das células persistentes, determinou-se de seguida a concentração mínima inibitória de cada antibiótico e do substrato de efluxo EtBr na presença dos inibidores de efluxo CPZ e CCCP e/ ou na presença das fontes de carbono glucose, manitol e piruvato para as estirpes ATCC e ATCCPER após tratamento com rifampicina e selecção com ampicilina. Os resultados estão apresentados na Tabela 26.
Tabela 26 - Concentrações mínimas e inibitórias dos antibióticos e do EtBr na presença de inibidores de efluxo e/ou fontes de carbono, para a estirpe ATCC e para as células persistentes.
	Antibiótico na presença/ausência de FC e/ou IE
	CMI (µg/ml)
	Antibiótico na presença/ausência de FC e/ou IE
	CMI (µg/ml)

	
	ATCC
	ATCCPER
	
	ATCC
	ATCCPER

	Ampicilina
	4
	32
	Rifampicina
	8
	32

	+ CPZ
	16 (↑4)
	16 (↓2)
	+ CPZ
	8
	8 (↓4)

	+ CCCP
	8 (↑2)
	2 (↓16)
	+ CCCP
	16 (↑2)
	16

	+ GLU
	16 (↑4)
	8 (↓4)
	+ GLU
	16 (↑2)
	32 

	+ MAN
	16 (↑4)
	8 (↓4)
	+ MAN
	16 (↑2)
	32

	+ PIR
	16 (↑4)
	8 (↓4)
	+ PIR
	16 (↑2)
	32

	+ CPZ + GLU
	16 (↑4)
	8 (↓4)
	+ CPZ + GLU
	8
	8 (↓4)

	+ CPZ + MAN
	16 (↑4)
	8 (↓4)
	+ CPZ + MAN
	8
	8 (↓4)

	+ CPZ + PIR
	16 (↑4)
	16 (↓2)
	+ CPZ + PIR
	8
	8 (↓4)

	+ CCCP + GLU
	16 (↑4)
	4 (↓8)
	+ CCCP + GLU
	16 (↑2)
	16 (↓2)

	+ CCCP + MAN
	16 (↑4)
	4 (↓8)
	+ CCCP + MAN
	16 (↑2)
	16 (↓2)

	+ CCCP + PIR
	16 (↑4)
	16 (↓2)
	+ CCCP + PIR
	16 (↑2)
	16 (↓2)

	Cloranfenicol
	8
	16 
	Gentamicina
	2
	8 

	+ CPZ
	4 (↓2)
	8 (↓2)
	+ CPZ
	2
	16 (↑2)

	+ CCCP
	16 (↓2)
	16
	+ CCCP
	1 (↓2)
	8

	+ GLU
	8
	16
	+ GLU
	2
	16 (↑2)

	+ MAN
	8 
	16
	+ MAN
	2
	16 (↑2)

	+ PIR
	8
	16
	+ PIR
	2
	16 (↑2)

	+ CPZ + GLU
	8 
	8 (↓2)
	+ CPZ + GLU
	2
	16 (↑2)

	+ CPZ + MAN
	8 
	8 (↓2)
	+ CPZ + MAN
	2
	16 (↑2)

	+ CPZ + PIR
	8 
	16
	+ CPZ + PIR
	2
	16 (↑2)

	+ CCCP + GLU
	16 (↑2)
	32 (↑2)
	+ CCCP + GLU
	1 (↓2)
	8

	+ CCCP + MAN
	16 (↑2)
	32 (↑2)
	+ CCCP + MAN
	1 (↓2)
	4 (↓2)

	+ CCCP + PIR
	16 (↑2)
	16
	+ CCCP + PIR
	2
	8

	Eritromicina
	128
	512 
	Ciprofloxacina
	0,031
	0,031

	+ CPZ
	128
	256 (↓2)
	+ CPZ
	0,063 (↑2)
	0,125 (↑4)

	+ CCCP
	64 (↓2)
	32 (↓16)
	+ CCCP
	0,031
	0,063 (↑2)

	+ GLU
	128
	512
	+ GLU
	0,063 (↑2)
	0,125 (↑4)

	+ MAN
	128
	512
	+ MAN
	0,063 (↑2)
	0,25 (↑8)

	+ PIR
	128
	512
	+ PIR
	0,063 (↑2)
	0,25 (↑8)

	+ CPZ + GLU
	128
	512
	+ CPZ + GLU
	0,031
	0,125 (↑4)

	+ CPZ + MAN
	128
	512
	+ CPZ + MAN
	0,031
	0,125 (↑4)

	+ CPZ + PIR
	256 (↑2)
	512
	+ CPZ + PIR
	0,063 (↑2)
	0,125 (↑4)

	+ CCCP + GLU
	64 (↓2)
	64 (↓8)
	+ CCCP + GLU
	0,031
	0,063 (↑2)

	+ CCCP + MAN
	64 (↓2)
	128 (↓4)
	+ CCCP + MAN
	0,031
	0,063 (↑2)

	+ CCCP + PIR
	64 (↓2)
	128 (↓4)
	+ CCCP + PIR
	0,031
	0,063 (↑2)

	Tetraciclina
	1
	8 
	EtBr
	512
	512

	+ CPZ
	0,25 (↓4)
	2 (↓4)
	+ CPZ
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ CCCP
	1
	1 (↓8)
	+ CCCP
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ GLU
	2 (↑2)
	8
	+ GLU
	256 (↓2)
	512

	+ MAN
	1 
	8
	+ MAN
	256 (↓2)
	512

	+ PIR
	1
	8
	+ PIR
	256 (↓2)
	512

	+ CPZ + GLU
	1
	2 (↓4)
	+ CPZ + GLU
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ CPZ + MAN
	0,5 (↓2)
	2 (↓4)
	+ CPZ + MAN
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ CPZ + PIR
	1
	2 (↓4)
	+ CPZ + PIR
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ CCCP + GLU
	1
	1 (↓8)
	+ CCCP + GLU
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ CCCP + MAN
	1
	2 (↓4)
	+ CCCP + MAN
	128 (↓4)
	256 (↓2)

	+ CCCP + PIR
	2 (↑2)
	1 (↓8)
	+ CCCP + PIR
	256 (↓2)
	256 (↓2)


CMI- Concentração mínima inibitória; PER- Persistente; AMP - ampicilina; OXA - oxacilina; CIP - ciprofloxacina; CHL - cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina; RIF - rifampicina; EtBr - brometo de etídio; CPZ - clorpromazina; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; GLU - glucose; MAN - manitol; PIR – piruvato.

	Estes ensaios permitiram-nos determinar a existência de sinergismo ou antagonismo entre combinações de antibióticos e inibidores de efluxo e/ou fontes de carbono. Considerámos sinergismo o aumento dos valores de CMI do antibiótico igual ou superior a 4x e considerámos antagonismo a diminuição do valor de CMI igual ou superior a 4x.  
	Comparando os valores de CMI obtidos entre a estirpe ATCC e a ATCCPER verifica-se maior efeito sinérgico entre antibióticos, inibidores de efluxo e fontes de carbono para a ATCCPER do que para a sua parental ATCC:
	
- ATCC
Verificou-se antagonismo entre a ampicilina e o CPZ; ampicilina e fontes de carbono; e ampicilina, fontes de carbono e inibidores de efluxo;
Verificou-se sinergismo entre a tetraciclina e o CPZ; 
Verificou-se sinergismo entre o EtBr e inibidores de efluxo; EtBr, inibidores de efluxo e fontes de carbono, com excepção da combinação EtBr, CCCP e piruvato.	
Para os restantes antibióticos e combinações não se verificou efeito.

- ATCCPER
Verificou-se antagonismo entre a ciprofloxacina e CPZ; ciprofloxacina e fontes de carbono; e ciprofloxacina, CPZ e fontes de carbono;
Verificou-se sinergismo entre a ampicilina e CCCP; ampicilina e fontes de carbono excepto piruvato; ampicilina, inibidores de efluxo e fontes de carbono excepto piruvato;
Verificou-se sinergismo entre a eritromicina e o CCCP; e eritromicina, CCCP e fontes de carbono;
Verificou-se sinergismo entre a tetraciclina e inibidores de efluxo; e tetraciclina, inibidores de efluxo e fontes de carbono;
Verificou-se sinergismo entre a rifampicina e CPZ; e rifampicina, CPZ e fontes de carbono.
Para os restantes antibióticos e combinações não se verificou efeito.
	
	Com base nestes resultados podemos concluir que as melhores combinações para eliminação de células persistentes são ampicilina, tetraciclina, rifampicina e eritromicina combinado com os inibidores de efluxo CPZ e/ou CCCP, e as fontes de carbono glucose e manitol. 
	
	Os resultados de sinergismo entre os antibióticos e os inibidores de efluxo sugerem a presença de sistemas de efluxo activos na estirpe ATCCPER. Deste modo, prosseguimos o estudo com a detecção em tempo real da actividade de sistemas de efluxo activos na estirpe ATCCPER usando as estirpes ATCC, AG100, AG100A e AG100tet como controlos. 

3.2.5. Detecção da actividade de efluxo pelo método fluorométrico semiautomático em termociclador em tempo-real Rotor-Gene 3000
Para avaliar a presença de sistemas de efluxo activos nas estirpes em estudo, utilizamos o método fluorométrico semiautomático usando o termociclador em tempo real Rotor-GeneTM 3000 (Corbett Research, Sidney, Austrália). Estes ensaios permitiram-nos avaliar o efeito dos inibidores na inibição do efluxo activo nestas estirpes, em particular nas células ATCC persistentes (Viveiros et al., 2010). O método fluorométrico semiautomático permite monitorizar em tempo real, o transporte de EtBr, um substrato comum a diversas bombas de efluxo em E. coli, nomeadamente o sistema de efluxo AcrAB-TolC (Blair e Piddock, 2016). 
	Primeiramente determinou-se a menor concentração de EtBr para a qual se consegue detectar acumulação deste composto no interior da célula sem que haja influência na viabilidade celular. Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 15. Com base na análise da Figura 15, a concentração de equilíbrio de EtBr que pode ser usada como limite inferior para a estirpe ATCC é de 0,5 µg/ml; para a ATCCPER e para a estirpe AG100 é de 1 µg/ml; para a AG100A é de 0,25 µg/ml; e para a estirpe AG100tet é de 2 µg/ml. Quanto menor a concentração de equilíbrio menor a actividade de efluxo da estirpe em causa. Deste modo, estas estirpes podem ser ordenadas como se segue: maior actividade de efluxo – AG100tet> AG100 = ATCCPER, ATCC> AG100A – maior actividade de efluxo. De salientar que acumulam a estirpe ATCCPER apresenta uma concentração de equilíbrio superior à da estirpe parental, indicativo de maior actividade de efluxo.
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Figura 15 - Ensaios de acumulação de EtBr para determinação da concentração de equilíbrio. A concentração de equilíbrio para cada estirpe está indicada no respectivo gráfico através de seta). Os ensaios foram realizados com diferentes concentrações de EtBr (0,125 a 5 µg/ml). EtBr, brometo de etídio.  

Com base nas concentrações de equilíbrio determinadas, avaliou-se a actividade do inibidor de efluxo CPZ e CCCP nestas estirpes, testadas na sua concentração de equilíbrio de EtBr. Os resultados estão apresentados em forma de gráfico e através dos valores de FFR, na Figura 16 e 17 e Tabela 27, respectivamente. 
Após a análise dos gráficos apresentados na Figura 16 e 17, verifica-se que existe acumulação significativa de EtBr na presença de CPZ e CCCP para AG100, ATCCPER e AG100tet. A AG100 e ATCCPER apresentam comportamentos muito semelhantes entre si e entre inibidores. A estirpe AG100tet apresenta os níveis máximos de acumulação de EtBr e as estirpes ATCC e AG100A apresentam os níveis mais baixos de acumulação de EtBr na presença de ambos os inibidores de efluxo. De salientar que a estirpe ATCCPER apresenta maior nível de acumulação de EtBr na presença de ambos os inibidores, o que poderá ser indicativo da presença de maior actividade de efluxo nesta estirpe. 
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Figura 16 - Influência do CPZ na acumulação de EtBr. O CPZ foi usado a 80 µM (20 µM AG100A). EtBr foi usado nas seguintes concentrações de equilíbrio: ATCC, 0,5 µg/ml; ATCCPER e AG100, 1 µg/ml; AG100A, 0,25 µg/ml; e AG100tet 2 µg/ml. EtBr, brometo de etídio; CPZ, clorpromazina. 
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Figura 17 - Influência do CCCP na acumulação de EtBr. O CCCP foi usado a 80 µM (20 µM AG100A). EtBr foi usado nas seguintes concentrações de equilíbrio: ATCC, 0,5 µg/ml; ATCCPER e AG100, 1 µg/ml; AG100A, 0,25 µg/ml; e AG100tet 2 µg/ml. EtBr, brometo de etídio; CPZ, clorpromazina. 

	Verificou-se que o efeito inibitório de ambos os inibidores de efluxo na presença de glucose, no geral, diminuiu ou manteve os níveis de acumulação de EtBr, como se pode verificar pelos valores de fluorescência final relativa (FFR) obtidos (Tabela 27) indicando a energia fornecida pela glucose é utilizada pela célula para se restabelecer da acção inibitória promovida pelos inibidores. 



Tabela 27 - Valores de fluorescência final relativa baseados na acumulação de EtBr na presença de inibidores de efluxo nas estirpes de E. coli em estudo.
	
	FFR

	          Composto
Estirpe
	CPZ
	CPZ + glu
	CCCP
	CCCP + glu

	ATCC
	0,8 ± 0,2
	2,0 ± 0,3
	1,0 ± 0,4
	1,2 ± 0,1

	ATCCPER
	3,5 ± 0,5
	2,1 ± 0,3
	1,8 ± 0,3
	2,7 ± 0,2

	AG100
	4,7 ± 0,1
	2,3 ± 0,2
	2,3 ± 0,0
	4,2 ± 0,1

	AG100A
	0,1 ± 0,1
	0,2 ± 0,0
	1,8 ± 0,1
	2,8 ± 0,1

	AG100tet
	9,1 ± 0,8
	1,9 ± 0,8
	8,8 ± 1,1
	8,6 ± 0,4



FFR – Fluorescência final relativa; PER - células persistentes; CPZ – clorpromazina; CCCP - carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone; glu – glucose. A concentração de CPZ e CCCP usada para a ATCC, para as células persistentes, para a AG100 e para a AG100tet foi de 80 µM, para a AG100A foi de 20 µM.


	De modo a comprovar a presença de actividade de efluxo nestas estirpes, de seguida realizámos ensaios de efluxo de EtBr para avaliar directamente a actividade de efluxo medindo a quantidade de EtBr que sai da célula após se retirar o inibidor de efluxo. Estes ensaios foram realizados na presença de CPZ.

	Analisando os gráficos apresentados na Figura 18 comprova-se que as cinco estirpes apresentam actividade de efluxo que é inibida na presença de CPZ. 
	Podemos assim concluir que as estirpes de E. coli em estudo possuem elevada actividade de efluxo de EtBr e que esta actividade pode ser inibida na presença de compostos inibidores de efluxo tais como a CPZ.
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Figura 18. Avaliação da actividade de efluxo de EtBr nas estirpes de E. coli em estudo. CPZ foi usado a 80 µM (20 µM AG100A). EtBr foi usado nas seguintes concentrações de equilíbrio: ATCC, 0,5 µg/ml; ATCCPER e AG100, 1 µg/ml; AG100A, 0,25 µg/ml; e AG100tet 2 µg/ml. EtBr, brometo de etídio; CPZ, clorpromazina.

	 









4. CONCLUSOES GERAIS 
	Os resultados obtidos nesta Dissertação demonstram a importância do efluxo como mecanismo de sobrevivência em células persistentes de E. coli. 
Neste trabalho foram optimizadas metodologias que nos permitiram seleccionar células persistentes de E. coli e caracterizá-las relativamente ao seu perfil de tolerância aos antibióticos e à sua actividade de efluxo activo, através da determinação de CMIs de antibióticos na ausência e presença de inibidores de efluxo e/ou fontes de carbono e ensaios de fluorometria em tempo real para a análise da actividade de sistemas de efluxo activos. 
	Os resultados obtidos na primeira parte do trabalho, permitiram-nos estudar qual a contribuição de fontes de carbono e inibidores de efluxo para o aumento dos níveis de susceptibilidade aos antibióticos e sua correlação com a actividade de efluxo em E. coli usando estirpes de referência já bem caracterizadas relativamente a presença de sistemas de efluxo activos. As fontes de carbono que produziram as maiores alterações na susceptibilidade aos antibióticos nestas estirpes foram a glucose, o glicerol, piruvato e o manitol e os inibidores de efluxo CCCP e CPZ foram os inibidores mais eficientes em promover o aumento da susceptibilidade aos antibióticos nas estirpes estudadas tendo sido estes os compostos seleccionados para serem testados em células persistentes de E. coli. Os resultados obtidos durante a segunda parte do trabalho possibilitaram-nos demonstrar a existência de sistemas de efluxo activos em células persistentes de E. coli, os quais podem ser inibidos na presença de compostos inibidores de efluxo combinados ou não com fontes de carbono.
	 O efluxo é um dos principais mecanismos de resistência aos antibióticos em E. coli. Uma terapêutica combinada com inibidores de efluxo poderá aumentar a concentração intracelular de antibiótico, aumentar a susceptibilidade a compostos antimicrobianos bem como diminuir a probabilidade de emergência de resistência a compostos antimicrobianos. O aumento da actividade de efluxo em bactérias que se encontram em condições adversas, como p.e. tratamento antibiótico, providencia uma janela de oportunidade para o desenvolvimento de outros mecanismos de resistência, nomeadamente mutacionais, com o decorrer do tempo e que poderão vir a ser seleccionados durante uma terapêutica sub-inibitória acabando por se estabelecer na população (Machado et al., 2012). Deste modo, propomos um modelo de modo a explicar a contribuição do efluxo para a emergência da resistência a compostos antimicrobianos em células tolerantes (Figura 19): as células bacterianas persistentes conseguem sobreviver quando expostas a um antibiótico mesmo quando grande parte da população susceptível é eliminada uma vez que apresentam tolerância aos antibióticos devido à actividade de bombas de efluxo (Figura 19-I). A exposição prolongada a compostos antimicrobianos vai fazer com que a actividade de efluxo aumente em resposta ao “stress” antibiótico (Figura 19-II). Estas células são agora resistentes aos antibióticos devido à actividade aumentada de bombas de efluxo. Com o decorrer do tempo e com a continuação da terapêutica sub-inibitória poderão vir a ser seleccionadas células que apresentam, a par da actividade de efluxo, mutações em genes associados a resistência aos antibióticos acabando por se estabelecer na população (Figura 19-III). 

[image: ]

Figura 19 – Modelo proposto para a emergência de resistência a partir de células tolerantes aos antibióticos. 

	Estes resultados trouxeram uma contribuição significativa e inovadora para o estudo da importância da actividade de efluxo na tolerância a compostos antimicrobianos em células persistentes de E. coli, mas no entanto, há ainda vários aspectos a explorar no futuro para os quais propomos já abordagens experimentais: (1) caracterização de populações persistentes por exposição a antibióticos com diferentes mecanismos de acção através de ensaios “time-kill”; (2) avaliação da dependência da fase de crescimento (exponencial e estacionária) no aparecimento de populações persistentes através de ensaios “time-kill”; (4) determinação de taxas de sobrevivência na presença e ausência de fontes de carbono, inibidores de efluxo e antibióticos; (5) avaliação do efeito do pH na actividade dos inibidores de efluxo e antibióticos, na presença e ausência de fontes de carbono, que se sabe induzir uma rápida eliminação da população persistente através da determinação de taxas de sobrevivência; (6) detecção de genes associados à persistência nas populações persistentes obtidas; e (7) quantificação dos níveis de expressão de genes que codificam para bombas de efluxo nas células persistentes. 

	Se atentarmos à dificuldade hoje existente no tratamento de infecções crónicas e persistentes, em particular nas infecções do tracto urinário a E. coli, bem como a indiscutível relação entre o efluxo e a tolerância a compostos antimicrobianos que aqui foi demonstrada, torna-se necessário direccionar o conhecimento sobre o efluxo de compostos antimicrobianos para desenvolver novos compostos e optimizar combinações que possam contornar e prevenir este mecanismo de resistência. A utilidade terapêutica de compostos que possuem capacidade para inibir bombas de efluxo em células persistentes potenciando assim o efeito dos antibióticos, pode aumentar a eficácia e estender a utilidade clínica dos antibióticos actualmente utilizados na terapêutica destas infecções. O desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para a erradicação de bactérias persistentes requer um estudo aprofundado dos mecanismos subjacentes ao desenvolvimento e emergência de células persistentes numa dada população bacteriana. As metodologias aqui optimizadas poderão agora ser utilizadas para avaliar a contribuição da actividade de efluxo na emergência de bactérias persistentes aos antibióticos em contexto clínico.
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