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Resumo

A resisténcia mediada por efluxo a compostos antimicrobianos € reconhecida
como um importante mecanismo de resisténcia quer em células eucariotas quer em células
procariotas. As bombas de efluxo sdo proteinas da membrana que tém como funcéo
proteger as células de efeitos toxicos, facilitando a saida de moléculas nocivas para o
espaco extracelular.

Com a emergéncia da multirresisténcia a compostos antimicrobianos devido a
sobrexpressao e sobre-actividade de bombas de efluxo em estirpes patogénicas, torna-se
importante o desenvolvimento de métodos que permitam detectar e quantificar a
actividade dos sistemas de efluxo em células bacterianas.

O objectivo deste trabalho consistiu em testar, avaliar e comparar uma
metodologia descrita por Coldham et al. em 2010, que se baseia na deteccédo de actividade
de efluxo em bactérias usando o método fluorométrico em placa de 96 pogos, aqui usando
Escherichia coli (Gram-negativa) e Lactobacillus plantarum (Gram-positiva) como
modelos e o fluorimetro Synergy HT Microplate Reader. Os resultados obtidos foram
comparados com os resultados obtidos com o método fluorométrico semiautomatico
desenvolvido na Unidade de Microbiologia Médica, IHMT/NOVA, para o fluorimetro e
termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000, como referéncia. Simultaneamente foi
avaliado o efeito sinérgico de compostos inibidores de efluxo na resisténcia intrinseca aos
antibioticos nestas duas espécies modelo.

Os resultados obtidos demonstraram que a) os inibidores de efluxo testados,
tioridazina, clorpromazina, carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona e a arilpiperazina
possuem efeito sinérgico significativo nos niveis de resisténcia intrinseca aos antibioticos
nestas duas espécies modelo, diminuindo significativamente a CMI dos antibidticos: em
E. coli o efeito modulador variou de 4x a 32x enquanto em L. plantarum variou de 64x a
128x; e b) o fluorimetro Synergy HT Microplate Reader pode ser considerado uma
alternativa ao fluorimetro e termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000. Ambos 0s
aparelhos apresentaram resultados e capacidades analiticas semelhantes permitindo
efectuar analises comparativas equivalentes de actividade de efluxo.

Destes resultados podemos concluir que os inibidores de efluxo testados possuem
efeito sinérgico significativo nos niveis de resisténcia intrinseca aos antibiéticos nas duas
especies modelo testadas e que o método fluorométrico em placa de 96 pocos usado para
a deteccdo de actividade de efluxo em bactérias é confiavel e reprodutivel e que pode ser
uma alternativa segura do ponto de vista da biosseguranca para a determinacdo da
actividade de efluxo em tempo real em estirpes clinicas multirresistentes.

Palavras-chave
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Abstract

The resistance to antimicrobial compounds mediated by efflux is recognized as an
important mechanism of resistance in both eukaryotic and prokaryotic cells. Efflux pumps
are membrane proteins whose function is to protect the cells from toxic effects,
facilitating the escape of harmful molecules into the extracellular space.

With the emergence of multidrug resistance due to overexpression and over-
activity of efflux pumps in pathogenic strains, it is important to develop methods to detect
and quantify the activity of efflux systems in bacterial cells.

The aim of this work was to test, evaluate and compare a methodology described
by Coldham et al. in 2010, which is based on the direct detection of efflux activity in
bacteria using the fluorometric method in a 96-well plate format, here using Escherichia
coli (Gram-negative) and Lactobacillus plantarum (Gram-positive) as models and the
fluorimeter Synergy HT Microplate Reader. The results obtained were compared with
those obtained with the semi-automated fluorometric method developed at the Unit of
Medical Microbiology, IHMT/NOVA, for use within the fluorimeter and thermocycler
Rotor-Gene 3000, as reference. Simultaneously, it was evaluated the synergistic effect of
inhibitors of efflux in the intrinsic resistance to antibiotics in these two model species.

The results obtained demonstrated that: a) the efflux inhibitors tested,
thioridazine, chlorpromazine, carbonyl cyanide m-clorophenyl hydrazone and the
arylpiperazine have significant synergistic effect on intrinsic drug resistance levels in
these two model species, significantly decreasing the MIC of the antibiotics: for E. coli
the modulator effect ranged from 4x to 32x while for L. plantarum ranged from 64x to
128x; and b) the fluorimeter Synergy HT Microplate Reader can be considered an
alternative to the fluorimeter and real-time thermocycler Rotor-Gene 3000. Both systems
showed similar results and analytical performance allowing equivalent comparative
analysis of efflux capacity.

From these results we can conclude that the efflux inhibitors tested have
significant synergistic effect on intrinsic antibiotic resistance levels in the two model
species tested and that the 96-well plate fluorometric method used for detection of efflux
activity in bacteria is reliable and reproducible and can be a safe alternative in terms of
biosecurity for the determination of real-time efflux activity in clinical multidrug resistant
strains.
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Introducéo

1. Introducéo

A descoberta e introducdo do uso de antibidticos na terapéutica de infeccGes
bacterianas representaram um dos maiores avancos cientificos do século XX (Kumar e
Schweizer, 2005). No comec¢o dos anos 40, iniciava-se a “era dos antibidticos” que
aparentava estar destinada a vencer a grande batalha contra as infeccdes, erradicando
doengas e aumentando consideravelmente a esperanca de vida (Wannmacher, 2004). No
entanto, o uso indiscriminado destes na pratica clinica levou a emergéncia de estirpes de
bactérias patogénicas resistentes (Kummerer, 2003). A emergéncia de estirpes de
bactérias resistentes e multirresistentes a compostos antimicrobianos constitui

actualmente um problema sério de salde publica que urge combater.

1.1. Mecanismos de accao e resisténcia aos antibidticos

Os agentes antimicrobianos sdo substancias que inibem o crescimento microbiano
ou eliminam os microrganismos. Entre estes incluem-se os antibidticos, que sdo
substancias produzidas por bactérias ou fungos, e 0s compostos produzidos

sinteticamente, designados por compostos antimicrobianos (De Sousa, 2006).

Os agentes antimicrobianos afectam a viabilidade dos microrganismos através de
cinco mecanismos principais de actuacdo: 1) inibicdo da sintese da parede celular; 2)
inibicdo da sintese proteica; 3) inibigdo da sintese de acidos nucleicos; 4) alteracdo da
permeabilidade da membrana celular; e 5) inibicdo competitiva de metabolitos essenciais
(Tortora et al., 2016).



Introducéo

1. Inibi¢ao da sintese da parede celular:

penicilinas, cefalosporinas, bacitracina, vancomicina eritromicina, tetraciclinas, estreptomicina

2. Inibi¢do da sintese protelca: cloranfenicol,

Enzima

5. Inibigao da sintese de
metabgélitos essenciais:
sulfanilamida, trimetoprima

4. Alteragao da
permeabilidade da
membrana celular :
polimixina B, colistina

(quinolonas) e transcricdo de
(rifampicina)

3. Inibicao da sintese de acidos
nucleicos: inibicdo da replicacdo de DNA

RNA

Figura 1. Representacdo esquematica dos principais mecanismos de accdo de agentes

antimicrobianos (adaptado de Tortora et al., 2016).

Com o passar do tempo e com a pressao antibidtica, os microrganismos

desenvolveram diversos mecanismos para evitar aos efeitos bactericidas ou

bacteriostaticos dos agentes antimicrobianos (Pallasch, 2003). Os mecanismos que levam

a resisténcia sdo os seguintes: 1) inactivacdo enzimatica do antibiético; 2) alteragdo da

molécula alvo; 3) diminuicdo da permeabilidade da parede celular; e 4) extrusdo do

antibiotico por bombas de efluxo (Levy et al., 2004).
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Figura 2. Mecanismos de resisténcia a agentes antimicrobianos (adaptado de Levy et al.,
2004).

A resisténcia de um microrganismo a um determinado agente antimicrobiano pode
ser uma caracteristica intrinseca da bactéria, como p.ex., a reduzida permeabilidade da
membrana celular e os sistemas de efluxo activos (ver ponto 1.2) (Normark et al., 2002;
Blair e Piddock, 2009), ou pode ser adquirida pela ocorréncia de mutacdes genéticas ou
pela aquisicdo de genes exdgenos localizados em elementos genéticos moveis, como

plasmideos ou transpos@es (Giedraitiene et al., 2011).

1.2. Resisténcia mediada por efluxo em bactérias

A resisténcia bacteriana a diversas classes de agentes antimicrobianos e outros
compostos pode ocorrer através da actividade de proteinas de transporte membranares,
designadas por bombas de efluxo (Cristobal et al., 2006). A sua funcgdo é transportar
compostos atraves da membrana celular e reduzir a acumulacdo intracelular de
substancias toxicas, modulando assim a acumulagdo e saida de compostos em diversos
tipos de células. As bombas de efluxo encontram-se ndo s6 em procariontes como também

em organismos eucariontes superiores (Webber e Piddock, 2003).
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As bombas de efluxo tanto podem ser codificadas em plasmideos como no
cromossoma bacteriano, podendo ser especificas, facilitando o efluxo de exclusivamente
um substrato, ou ndo-especificas se transportarem varios substratos, desde antibidticos a
corantes e biocidas (Piddock, 2006).

Os sistemas de efluxo podem ser classificados em duas grandes classes, de acordo
com as suas caracteristicas bioenergéticas e estruturais, tais como, transportadores
primarios ou transportadores secundarios. Os transportadores primarios sdo sistemas
dependentes de ATP e os transportadores secundarios actuam com base no gradiente do
potencial electroquimico da membrana plasmatica, a for¢ca motriz protonica (FMP)
(Azevedo e Sunkel, 2012).

1.2.1. Transportadores primarios

Os sistemas de transporte primarios catalisam simultaneamente uma reaccéo
quimica e um processo de transporte de um ou mais substratos contra os seus gradientes
de concentracdo. Os transportadores primarios englobam a superfamilia de
transportadores “ATP Binding Cassette” (ABC) (Azevedo e Sunkel, 2012).

A superfamilia ABC inclui varias centenas de proteinas transportadoras presentes
praticamente em todos 0s organismos, desde procariontes a eucariontes e estdo envolvidas
quer no influxo quer no efluxo de diversos compostos e outras substancias (Azevedo e
Sunkel, 2012). Possuem um papel importante no transporte de toxinas, compostos
antimicrobianos e de muitas outras substancias incluindo ides, agucares, aminoacidos,
fosfolipidos, colesterol, péptidos, polissacarideos ou mesmo proteinas. Estes
transportadores podem ser especificos para um sO substrato ou ndo-especificos

transportando varios substratos (Azevedo e Sunkel, 2012).

Os transportadores ABC sdo proteinas integrais de membrana que facilitam o
transporte de moléculas através da membrana lipidica contra o gradiente de concentracao,

utilizando energia proveniente da hidrélise de ATP (Moussatova et al., 2008).

Apresentam uma organizagdo estrutural constituida por quatro dominios: dois

transmembranares (TMS, do inglés “transmembranar segments”), através dos quais as
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moléculas transportadas atravessam as membranas, e dois citosdlicos, onde se encontram
os locais de ligacdo ao ATP. Estas proteinas tém sido identificadas como responsaveis
pela resisténcia a agentes antimicrobianos em microrganismos patogenicos, pelo que
estes sistemas de transporte tem sido reconhecidos como alvos moleculares para o

desenho de novos compostos (Azevedo e Sunkel, 2012).

Composto
antimicrobiano

Mlembrana
Plasmatica

Citoplasma
Compoesto
antimicrebiano

ATP ADP + P;

Figura 3. Representacdo esquematica da bomba de efluxo da familia ABC (adaptado de

Kumar e Schweizer, 2005).

Entre os transportadores ABC melhor estudados esta o transportador MDR1 ou P-
gp (do inglés “multidrug transporter-1” e “P-glycoprotein”, respectivamente) que, quando
sobrexpresso em células tumorais humanas, promove o efluxo de diferentes compostos
anticancerigenos, diminuindo assim, a eficacia do tratamento quimioterapico (Azevedo e
Sunkel, 2012). Um representante desta superfamilia em Escherichia coli é a bomba de

efluxo MacB associada ao efluxo de macrdlidos (Kobayashi et al., 2001).

1.2.2. Transportadores secundérios

Sdo proteinas de membrana que utilizam a energia acumulada na forma de
gradientes electroquimicos, gerados pelos sistemas de transporte primarios para mediar o

movimento de substancias através da membrana (Azevedo e Sunkel, 2012).

Os processos de transporte secundario estdo descritos como sendo de dois tipos,
co-transportes e uniportes electroforéticos. No primeiro caso, também designado por

transporte acoplado, o substrato pode ser transportado contra o seu gradiente de
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concentracdo, usando a energia libertada pelo deslocamento de um ido (co-substrato) a
favor do seu gradiente; os dois, substrato e co-substrato, podem mover-se no mesmo
sentido ou em sentidos opostos, designando-se, respectivamente, por simporte ou
antiporte. A proteina que medeia 0 processo é especifica para o substrato e para o ido
acoplado, e a acumulacgéo do substrato pressupde que a concentracdo do co-substrato seja
diferente em cada um dos lados da membrana. O transporte secundario pode também
efectuar-se pelo deslocamento de uma Unica molécula contra o seu gradiente de
concentracdo quimica, mas a favor do gradiente eléctrico — uniporte electroforético
(Azevedo e Sunkel, 2012).

Com base nas semelhancas e no tamanho das estruturas primarias e secundarias
estes transportadores sdo subdivididos em quatro familias (Marquez, 2005): “Major
Facilitator Superfamily” (MFS); familia “Small Multidrug Resistance” (SMR); familia
“Multidrug and Toxic compound Extrusion” (MATE) e superfamilia “Resistance

Nodulation and cell Division” (RND).

1.2.2.1. Superfamilia “Major Facilitator” (MFS)

Sdo proteinas integrais de membrana responsaveis pelo transporte do meio
externo para o meio interno da célula (influxo) de aminoéacidos, aglcares, entre muitos
outros nutrientes e pelo transporte do meio intracelular para o meio extracelular (extruséo)
de toxinas celulares, metabolitos intermediarios, e compostos antimicrobianos por

mecanismos de simporte e antiporte (Pao et al., 1998; Kumar e Schweizer, 2005).

Os transportadores MFS estdo presentes tanto em eucariontes como em
procariontes. Trata-se de uma familia ancestral numerosa e diversa que inclui centenas de
membros diferenciados e engloba pelo menos 74 familias agrupadas de acordo com a
afinidade para o soluto e conta actualmente com mais de 10000 proteinas sequenciadas
(Pao et al., 1998; Madej e Kaback, 2013)

As proteinas que compdem esta superfamilia podem ser agrupadas consoante o
numero de TMS que possuem: as que apresentam 12 TMS e as que apresentam 14 TMS
(Pao et al., 1998; Kumar e Schweizer, 2005).
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De entre os sistemas de efluxo MFS melhor estudados encontra-se a bomba de
efluxo NorA de Staphylococcus aureus, uma bomba de efluxo de componente Gnico e a
EmrAB-TolC de E. coli, que funciona como bomba de efluxo de dois componentes sendo
composta por uma proteina de fusdo membranar (MFP, do inglés “membrane fusion
protein”) e componentes ancorados na membrana externa designados por proteinas de
membrana externa (OMP, do inglés “outer membrane protein”) (Kumar e Schweizer,

2005).

Composto H+
antimicrobiano

Membrana
Plasmatica

Citoplasma
Composto

antimicrobiano

H*+

Figura 4. Representacdo esquematica da bomba de efluxo da familia MFS (adaptado de

Kumar e Schweizer, 2005).

1.2.2.2. Familia “Small Multi-drug Resistance” (SMR)

A familia SMR consiste em proteinas membranares com aproximadamente 110
residuos de aminodacidos, hidrofébicos e 4 TMS sendo energizadas pela FMP (Kumar e
Schweizer, 2005).

As mais bem caracterizadas bombas de efluxo pertencentes a esta familia incluem
a bomba de efluxo Smr de S. aureus e a bomba de efluxo EmrE de E. coli, que estéo

implicadas no efluxo de corantes, antibioticos e catides (Kumar e Schweizer, 2005).



Introducéo

Composto
antimicrobiano

Membrana
Plasmatica

Citoplasma
Composto
antimicrobiano

H*

Figura 5. Representacdo esquematica da bomba de efluxo da familia SMR (adaptado de

Kumar e Schweizer, 2005).

1.2.2.3. Familia “Multidrug and Toxic compound Extrusion” (MATE)

A familia MATE é constituida por proteinas transportadoras que possuem
aproximadamente 450 aminoacidos organizados espacialmente em 12 hélices e que
exibem uma topologia de membrana semelhante a da familia MFS, o que levou a que
inicialmente se pensasse que pertenceriam a mesma familia. Utilizam a FMP ou o
gradiente transmembranar de ides sddio como fonte de energia para a extrusdo de diversos

substratos (Putman et al., 2000; Kumar e Schweizer, 2005).

Esta familia foi identificada a quando da caracterizacdo da proteina NorM,
dependente de Na*, de Vibrio parahaemolyticus, e da caracterizacdo da sua homologa
Ydhe em E. coli (Kumar e Schweizer, 2005).

Composto
antimicrobiano

Membrana
Plasmatica

Citoplasma
Composto
antimicrobiano

Figura 6. Representacdo esquematica da bomba de efluxo da familia MATE (adaptado de

Kumar e Schweizer, 2005).
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1.2.2.4. Superfamilia “Resistance Nodulation and cell Division” (RND)

Os membros pertencentes a superfamilia de transportadores RND foram
identificados em eubactérias, arqueobactérias e eucariontes e sdo maioritariamente
codificados por genes localizados no cromossoma. Estas proteinas sdo constituidas por
grandes cadeias polipeptidicas com cerca de 1300 residuos de aminoacidos (Kumar e
Schweizer, 2005).

Todos os membros da superfamilia RND catalisam o efluxo de substratos por um
mecanismo de antiporte mediado por ides H* (Li e Nikaido, 2009). As bombas de efluxo
RND tém um papel importante na resisténcia intrinseca e adquirida, em bactérias Gram-
negativas, a uma grande variedade de agentes antimicrobianos (Kumar e Schweizer,
2005).

Estas bombas de efluxo sdo constituidas por uma associacdo entre trés proteinas,
nomeadamente, uma proteina de transporte membranar com 12 TMS, uma proteina
membranar externa (OMP) e uma proteina de fusdo membranar (MFP), formando um
canal que atravessa o espaco periplasmico, permitindo o transporte de compostos através

da membrana interna e externa de bactérias Gram-negativas.

Os membros desta familia melhor estudados sdo o sistema AcrAB-TolC de E. coli
e o sistema MexAB-OprM de Pseudomonas aeruginosa (Li et al., 2009; Kumar e
Schweizer, 2005).
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Figura 7. Representacdo esquematica da bomba de efluxo da familia RND (adaptado de

Kumar e Schweizer, 2005).

1.3. A relevancia clinica da resisténcia mediada por bombas de efluxo em bactérias

Gram-negativas

Os mecanismos de efluxo foram descritos pela primeira vez em 1980 e ganharam
grande importancia por serem responsaveis pela resisténcia bacteriana aos antibioticos

guando sobrexpressos (Bambeke et al., 2006).

Actualmente sabe-se que a expressdo de bombas de efluxo contribui de um modo
significativo para a resisténcia intrinseca e adquirida de bactérias, virus, e parasitas devido
a enorme variedade de substratos que reconhecem. As bombas de efluxo capazes de
bombear um ou vérios antibidticos sdo a principal causa de multirresisténcia (MDR, do
inglés “multidrug resistance”) em isolados clinicos, tendo assim uma importante
relevancia clinica uma vez que conduzem a que a infeccdo bacteriana seja virtualmente

intratavel com a terapéutica habitual (Bambeke et al., 2006).

As bombas de efluxo ndo-especificas, em estirpes selvagens, apresentam niveis
basais de actividade de efluxo contribuindo para a diminui¢do da susceptibilidade aos
antibidticos. Esta resisténcia intrinseca até pode ser suficientemente baixa para que as
bactérias ainda sejam susceptiveis a terapia efectuada com antibidticos, no entanto, elas
seriam ainda mais susceptiveis se as bombas de efluxo fossem inactivas, permitindo que

doses menores de antibioticos fossem usadas na terapéutica. Este facto pode ser

10
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especialmente importante para antibiéticos com indices terapéuticos reduzidos
(Lomovskaya e Watkins, 2001).

A actividade das bombas de efluxo pode actuar de modo sinergético com outros
mecanismos de resisténcia, o que leva a um nivel elevado de resisténcia como também a
um aumento do espectro de compostos para 0s quais a bactéria assume o fendtipo de
resisténcia (Li e Nikaido, 2004). A expresséo de diversas bombas de efluxo na mesma
bactéria pode conduzir a fenétipos de resisténcia aparentemente elevados quando se

avalia 0 mesmo substrato (Li e Nikaido, 2009).

Para combater a MDR e os problemas que dai advém, é importante investir em
varias estratégias tais como o desenvolvimento de compostos com capacidades de
contornar ou inibir a actividade das bombas de efluxo de forma a restaurar e preservar a

funcdo do composto antimicrobiano (Mahamound et al., 2007).

As principais bombas de efluxo de bactérias clinicamente relevantes associadas a

MDR em bactérias Gram-negativas estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais transportadores membranares associados a MDR em bactérias Gram-

negativas.
Transportadores Familia de Referéncias
membranares transportadores

Neisseria gonorrhoeae

NorM MATE Rouquette-Loughlin et al., 2003
MacAB ABC Rouquette-Loughlin et al., 2003
FarAB MFS Leeetal., 1999

MtrCDE RND Hagman et al, 1997

Acinetobacter baumannii

AdeABC RND Magnet et al., 2001
AdelJK RND Damier-Piolle et al., 2011
AdeFGH RND Coyne et al., 2010

CraA MES Roca et al., 2009

AmvA MFS Rajamohan et al., 2010
AbeM MATE Su et al., 2005

AbeS SMR Srinivasan et al., 2009

Klebsiella pneumoniae

KmrA MFS Ogawa et al., 2006
OgxAB RND Perez et al., 2013
AcrAB RND Padilla et al., 2010
EefABC RND Coudeyras et al., 2008

11
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Tabela 1 (cont). Principais transportadores membranares associados a MDR em bactérias

Gram-negativas.

E. coli

AcrAB RND Ma et al., 1995

AcrD RND Rosenberg et al., 2000
AcrEF RND Kawamura-Sato et al., 1999
Yhiuv RND Nishino and Yamaguchi, 2001
EmrE SMR Purewal, 1991

TehA SMR Turner et al., 1997

EmrD MFS Naroditskaya et al., 1993
EmrAB MFS Lomovskaya and Lewis, 1992
MdfABC MFS Edgar and Bibi, 1997
MacAB ABC Nishino and Yamaguchi, 2001
Salmonella

EmrAB MFS Nishino et al., 2006

MdfA MFS Nishino et al., 2006

AcrAB RND Baucheron et al., 2002
AcrD RND Nishino et al., 2006

AcrEF RND Nishino et al., 2006
MdtABC RND Nishino et al., 2006
MdsAB RND Nishino et al., 2006

Mdtk MATE Nishino et al., 2006
MacAB ABC Nishino et al., 2006
Enterobacter

AcrAB RND Pradel et al., 2002

EmmdR MATE Heetal., 2011

SugE SMR Heetal, 2011
Pseudomonas

MexAB RND Srikumar et al., 1998
MexXY RND Poole et al., 2001

MexCD RND Srikumar et al., 1998
MexEF RND Poole et al., 2001

MexJK RND Chuanchuen et al., 2005
MexGHI RND Aendekerk et al., 2002
MexVW RND Lietal., 2003

PmpM MATE He et al., 2004

ABC, “ATP-binding cassette”; SMR, “small multidrug resistance”; MFS, “major facilitator superfamily”; RND,” resistance

nodulation cell division”; MATE, “multidrug and toxic compound extrusion”.
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1.4. Métodos utilizados na deteccao de actividade de efluxo em bactérias

Com a emergéncia da MDR a compostos antimicrobianos devido a sobrexpressao
e sobre-actividade de bombas de efluxo em estirpes patogénicas, torna-se importante o
desenvolvimento de métodos que permitam detectar e quantificar a actividade dos

sistemas de efluxo em células bacterianas (Paix&o et al., 2009; Viveiros et al., 2010).

A actividade de efluxo em bactérias pode ser avaliada de forma indirecta ou de
forma directa (Blair e Piddock, 2016).

1.4.1. Avaliacéo indirecta da actividade de efluxo

Uma forma de avaliar indirectamente a actividade de efluxo é através da
determinacdo das concentra¢Ges minimas inibitorias (CMIs) para diferentes substratos na
presenca e auséncia de inibidores de efluxo e pelo método do brometo de etidio (EtBr)

em placa de agar ou “EtBr Cartwheel method” (Martins et al., 2011; Costa et al., 2013).

1.4.1.1. Determinagdo de concentra¢Ges minimas inibitdrias na presenca e auséncia

de inibidores de efluxo

A CMI é definida como a menor concentragcdo de um composto capaz de inibir o

crescimento visivel de um microrganismo (Pallasch, 2003).

A determinacdo de CMIs de um antibidtico para uma estirpe na presenca e
auséncia de inibidores de efluxo é um método indirecto e pouco preciso mas que permite
inferir se a resisténcia observada se deve a existéncia de actividade de efluxo na estirpe
em estudo. O efeito inibitorio dos inibidores de efluxo pode ser quantificado através do
calculo do fator de modulacdo (FM). O FM reflete a reducdo do valor da CMI de um dado
antibiodtico na presenga de um inibidor de efluxo e ¢ proporcional a “forca inibitoria” do
inibidor (Coelho et al., 2015). Valores de FM iguais ou superiores a 4, na presenca de um
inibidor de efluxo, geralmente indicam existéncia de actividade de efluxo em relagéo ao

substrato que esté a ser avaliado.
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1.4.1.2. Método de “ EtBr Cartwheel”

O método de “EtBr Cartwheel” foi desenvolvido na Unidade de Microbiologia
Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT). E um método rapido,
simples e livre de instrumentos que permite a deteccdo da sobrexpressao de sistemas de
efluxo em isolados clinicos MDR com base na fluorescéncia emitida por cada isolado em
placas de agar contendo EtBr. E facilmente adaptado ao laboratério clinico de rotina e
pode proporcionar informacdo adicional importante que define a MDR de isolados

clinicos (Viveiros et al., 2008).

Cada placa contém uma concentracao diferente de EtBr como substrato de bombas
de efluxo e pelo menos uma estirpe de referéncia. A concentragcdo mais baixa de substrato
capaz de produzir fluorescéncia é registada para cada isolado. Os isolados que apresentam
fluorescéncia a concentrac@es mais baixas de EtBr tém possivelmente menor actividade
de efluxo do que os isolados cuja fluorescéncia sé é detectada em concentragfes mais
elevadas de EtBr. Desta forma, a concentracao de EtBr capaz de emitir fluorescéncia num
isolado com sobrexpressdo de bombas de efluxo € consideravelmente superior a

concentracdo que produz fluorescéncia na estirpe de referéncia (Martins et al., 2011).

1.4.2. Avaliacéo da actividade de efluxo em tempo real

Actualmente estdo descritas varias metodologias para a determinacdo de
actividade de efluxo em bactérias (Blair e Piddock, 2016). No entanto, os metodos
fluorométricos tém sido os métodos de eleicdo para detectar e quantificar o transporte de
substratos fluorescentes através da parede celular de bactérias e membranas de células
eucariotas (Paixdo et al., 2009; Viveiros et al., 2010). Na sua grande maioria, estas
metodologias usam moléculas fluorescentes que sdo substratos das bombas de efluxo em
estudo e cuja concentracdo pode ser facilmente detectada por fluorescéncia. Este € o caso
do método fluorométrico semiautomatico para monitorizacdo do transporte de EtBr
utilizando o fluorimetro e termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000™ (Corbett
Research, Sidney, Australia), desenvolvido e implementado na Unidade de Microbiologia

Médica, IHMT (Viveiros et al., 2008). Este € um método simples e directo para a deteccao
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da actividade de efluxo em bactérias (Paix&o et al., 2009), posteriormente adaptado a
células eucariotas, e baseia-se em fluorimetria em tempo real usando o EtBr como
marcador fluorescente. De seguida descrever-se-d0 as caracteristicas inerentes aos
métodos fluorométricos para avaliacdo da actividade de efluxo em bactérias dando como

exemplo o método fluorométrico semiautomatico referido acima.

Os métodos mais usados para a avaliacdo da actividade de efluxo podem ser
divididos em duas categorias: i) agueles que avaliam directamente a actividade de efluxo,
i.e., a quantidade de substrato que sai da célula; e ii) aqueles em que a actividade de efluxo
é inferida pela quantidade de substrato que é retido no interior da célula, proporcionando
assim uma medida indirecta da actividade de efluxo. Ambos os métodos usam substratos
que apresentam diferencas no nivel de fluorescéncia quando se encontram em meio intra-
ou extracelular. Na Tabela 2 estdo descritos os substratos de bombas de efluxo mais
comumente usados na avaliagdo da actividade de efluxo. Estes incluem o EtBr, um
composto quaternario; o Hoechst 33342, uma bis-benzamidina; e o vermelho do Nilo,
uma oxazona (Figura 8) (Olmsted et al., 1977; Blair e Piddock, 2016).
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Tabela 2. Substratos de bombas de efluxo mais comumente usados na avaliacdo da
actividade de efluxo (adaptado de Blair e Piddock, 2016).

Substrato Caracteristicas Vantagens Desvantagens Referéncias
Brometo de etidio - Corante intercalador - Substrato de - Concentra-se no Olmsted et al.,
de DNA: diversas bombas de  citoplasma, de 1977.
- Emite fluorescéncia efluxo (p.ex., AcrB-  modo que o efluxo é  Paix&o et al., 2009.
quando ligado ao DNA;  TolC) lento porque deve Viveiros et al.,
- Comprimento de onda haver um passo de 2008.
de excitagdo, 530 nm; - Fécil e rapido de dissociacdo e Coldham et al.,
- Comprimento de onda  usar, barato e provavelmente mais  2010.
de emissdo, 600 nm facilmente adaptado  de um evento de
para alto efluxo;
rendimento - Provavelmente
leva a subestimar o
nivel de efluxo.
- EtBr necessita de
manipulacdo em
condigdes de
segurancga por ser
considerado
mutagénico
Hoechst 33342 - Corante intercalador - Fécil e rapido de Coldham et al.,
de DNA; usar, barato e 2010
- Emite fluorescéncia facilmente adaptado '
quando ligado ao DNA;  para alto Richmond et al.,
- Comprimento de onda  rendimento 2013

de excitagdo, 355 nm;
- Comprimento de onda
de emissdo, 460 nm

Vermelho do Nilo

- Periplasmatico;

- Corante lipofilico que
se liga aos fosfolipidos
de membrana;

- Fluoresce fracamente
em solugdes aquosas
mas fortemente em
ambientes ndo polares
tais como a membrana;
- Comprimento de onda
de excitagdo, 552 nm;

- Comprimento de onda
de emisséo, 636 nm;

- Ensaio utiliza células
em fase estacionaria

- Periplasmatico,
bom para estudar
bombas de efluxo
RND como a AcrB;
- Comprimento de
onda maximo de
emissdo maxima
(636 nm) significa
que ha menos
problema com
interferéncia ao
medir a
concorréncia com
outros substratos;

- Melhor relagéo
sinal / ruido do que
0 observado com o
EtBr;

- O efluxo é mais
rapido do que com
0s corantes
citoplasmaticos;

- Pode ser usado
para testar se 0s
compostos sdo
substratos de efluxo
através de ensaios
de competicdo

- Nao funciona bem
em bactérias ndo
fermentadoras tais
como
Pseudomonas;

- Optimizado para o
estudo do sistema
de efluxo AcrAB-
TolC

Bohnert et al., 2010.
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Os compostos mencionados acima emitem fluorescéncia fraca em ambiente
extracelular e fluorescéncia aumentada em ambientes apolares, como quando ligados aos
fosfolipidos de membrana, e hidrofobicos, como no espaco periplasmatico ou citoplasma
das células bacterianas. Para além disso, o EtBr e o Hoechst 33342 sdo agentes
intercaladores de DNA pelo que quando se ligam ao DNA os niveis de fluorescéncia
emitidos sdo irreversiveis (Blair e Piddock, 2016). Para qualquer um destes compostos, o
nivel de fluorescéncia emitido pode ser usado para determinar a quantidade de substrato

que se acumula no interior da célula ao longo do tempo.

Figura 8. Substratos de bombas de efluxo mais comumente usados. A - Brometo de etidio
(Pubchem, 2017. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/14710 - acedido a 18-5-2017); B
- Vermelho do Nilo (Pubchem, 2017. https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/65182 -
acedido a 18-5-2017); e C - Hoechst 33342 (Pubchem, 2017.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1464 - acedido a 18-5-2017).
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O método fluorométrico semiautomatico usa o EtBr como substrato fluorescente.
O EtBr foi seleccionado como marcador fluorescente (i) porque, como referido acima,
emite fluorescéncia reduzida quando se encontra em solucdo aquosa (fora das células),
fluorescéncia esta que aumenta grandemente quando se encontra em ambientes apolares
e hidrofébicos, como quando se liga a componentes de membrana e acumulam no interior
das células (ii) e porque € um substrato universal de bombas de efluxo podendo ser usado
como marcador quer em bactérias Gram-positivas quer em Gram-negativas (Viveiros et
al., 2010).

1.4.2.1 Determinacéo dos niveis de acumulacao de substratos de bombas de efluxo

A capacidade de efluxo de uma determinada estirpe pode ser avaliada
indirectamente através da determinacdo dos niveis de acumulacdo intracelular de
compostos que sdo substratos de bombas de efluxo. Os métodos que avaliam a
acumulagdo de substratos baseiam-se na premissa de que quanto maior é a concentragdo
de substrato no interior da célula (maior fluorescéncia = maior acumulagdo) menor sera
a capacidade de efluxo da estirpe em estudo. Nestes ensaios, as células sdo incubadas na
presenga do substrato de bombas de efluxo seleccionado (p.ex., EtBr) e os niveis de
fluorescéncia monitorizados ao longo do tempo. A fluorescéncia aumenta com o tempo a
medida que a concentracdo de substrato aumenta no interior da célula. Os ensaios de
acumulacao de substratos sdo muito uteis para comparar os niveis de efluxo entre estirpes
isogénicas (i.e. com genes que codificam para as bombas de efluxo inactivados ou sobre-
expressos) e também para comparar a actividade de efluxo entre estirpes clinicas
relacionadas. Por exemplo, uma estirpe com actividade de efluxo deficiente (p.ex., com
uma bomba de efluxo inactivada) ird acumular mais do que a estirpe isogénica com o
sistema de efluxo intacto e funcional (p.ex., estirpe selvagem) uma vez que ndo consegue
efluxar o substrato eficazmente (Figura 9) (Viveiros et al., 2008; Paix&o et al., 2009;
Viveiros et al., 2010; Blair e Piddock., 2016).
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Figura 9. Ensaio de acumulacéo de brometo de etidio para a estirpe selvagem E. coli AG100
(curva azul) e a estirpe isogénica E. coli AG100A com o sistema AcrAB inactivado (curva

vermelha).

No entanto, os métodos que avaliam a acumulacdo de substratos tendem a ser
pouco sensiveis uma vez que apenas fornecem uma medida indirecta das variacGes de
efluxo de uma estirpe. A quantidade de substrato que é acumulado pode ser afectada por
factores intrinsecos a estirpe em estudo, como por exemplo, a permeabilidade da parede
celular que, por sua vez, vai afectar a taxa de entrada do substrato na célula. Deste modo,
a capacidade total da célula acumular um determinado substrato resulta da combinacao
entre a sua taxa de efluxo por transporte activo e a taxa de influxo por difusdo passiva
desse mesmo substrato (Paixao et al., 2009). Isto torna os ensaios de acumulacéo pouco
uteis para avaliar os niveis de efluxo entre estirpes ndo isogénicas, como p.ex., colec¢des
de estirpes clinicas, uma vez que estes isolados tendem a apresentar diferencas
significativas de permeabilidade da sua membrana externa levando a diferentes taxas de
entrada dos substratos (Blair e Piddock, 2016). Do mesmo modo, 0s dados resultantes dos
ensaios de acumulacdo ndo podem ser usados para tirar conclusfes sobre a cinética de
efluxo se a taxas de influxo do substrato ndo forem conhecidas (Paixdo et al., 2009)
podendo ser apenas usados para determinar a concentragao de equilibrio ou “steady state”

entre a entrada e saida dos substratos (Figura 10A).
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Figura 10. Representacdo esquematica da entrada e saida de brometo de etidio através da
parede celular de bactérias. A) Estado de equilibrio: a concentracdo de substrato que entra é
semelhante a concentracédo de substrato que sai; B) Acumulacéo de brometo de etidio na presenca
de inibidores de efluxo: a concentracdo de brometo de etidio aumenta no interior das células
devido a inibicdo do seu efluxo devido a ac¢do inibitoria de compostos inibidores de efluxo. IE,
inibidor de efluxo; BE, bomba de efluxo (adaptado de Costa, 2009).

Uma grande vantagem dos ensaios de acumulacdo é permitir a avaliacdo de
compostos relativamente a sua capacidade para inibir sistemas de efluxo. Na presenca de
compostos inibidores de efluxo o estado de equilibrio apresentado acima (Figura 10A) é
alterado uma vez que o efluxo do substrato é inibido devido a ac¢éo do inibidor de efluxo
proporcionando assim uma maior acumulacéo de substrato no interior da célula (Figura
10B). No entanto, para estes ensaios torna-se necessario definir determinadas variaveis,
adaptadas a cada estirpe, que permitam detectar diferencas na acumulacéo de substratos,
nomeadamente (i) determinar qual a concentracdo de equilibrio do substrato para a qual
as células apresentam uma acumulacdo de substrato residual e basal que resulta do
equilibrio entre a sua entrada por difusdo passiva e sua saida por efluxo activo; (ii) e
determinar as concentragdes dos compostos a testar de modo a que ndo afectem a
viabilidade celular (Viveiros et al., 2008). Determinadas estas variaveis, as células sdo
incubadas na presenca do substrato de efluxo na concentracdo de equilibrio determinada
e na presenca do inibidor na concentracao seleccionada para que nao afecte a viabilidade,
e 0 aumento dos niveis de acumulacdo de EtBr monitorizado ao longo do tempo (pode
variar de acordo com a espécie). Num ensaio de acumulagdo de EtBr, como o

exemplificado na Figura 11, é possivel observar o aumento da acumulacao deste substrato
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no interior das células na presenca (curva vermelha) e na auséncia (curva azul) de um
inibidor de efluxo. O diferencial (A) entre os valores de fluorescéncia finais entre as
células incubadas na presenca do inibidor de efluxo e a estirpe que esteve em contacto
unicamente com substrato corresponde a capacidade do inibidor em inibir o efluxo do
substrato, uma vez que a concentragdo de substrato que é usada (concentracdo de

equilibrio) reflecte a capacidade de extrusdo celular (Paixdo et al., 2009).

]
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efluxo
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Figura 11. Representacdo esquematica de um ensaio de acumulacédo de brometo de etidio
na presenca e auséncia de um composto inibidor de efluxo para uma determinada estirpe.
Na presenca de inibidores de efluxo existe maior acumulacdo de brometo de etidio (curva a
vermelho) e na sua auséncia a capacidade de efluxo da estirpe ndo é inibida, ocorrendo assim uma

menor acumulacdo de brometo de etidio (curva a azul).

Deste modo, a diferenca de fluorescéncia entre as duas curvas (curva azul — estirpe
incubada na presenca de EtBr, e curva vermelha — estirpe incubada na presenca de EtBr
e inibidor de efluxo) demonstra o0 aumento da acumulacéo de EtBr resultante da acg¢do do
inibidor, possibilitando assim analisar e comparar a capacidade inibitéria do composto
em estudo. Para melhor comparar e quantificar a accdo inibitoria de um determinado
composto, para uma determinada estirpe e entre ensaios, € usado um coeficiente relativo
de inibigdo designado por fluorescéncia final relativa (FFR) calculado com recurso a
seguinte férmula: FFR = (fluorescéncia relativa no ultimo ponto da curva de acumulagéo

de EtBr na presenca do inibidor - fluorescéncia relativa no dltimo ponto da curva de
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acumulacgdo EtBr) / fluorescéncia relativa no ultimo ponto da curva de acumulagdo EtBr
(Machado et al., 2011). Nesta formula, a fluorescéncia relativa no tltimo ponto do grafico
de acumulacdo na presenca do inibidor de efluxo é comparada com a fluorescéncia
relativa no ultimo ponto da curva na auséncia do inibidor, obtendo-se assim um indice de
inibicdo relativo e normalizado para o inibidor de efluxo em estudo (Machado et al.,
2011). Na Figura 12 encontram-se exemplos mais significativos de compostos descritos
na literatura como inibidores de efluxo em bactérias, nomeadamente a clorpromazina
(CPZ), o carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP), a arilpiperazina (NMP) e a
tioridazina (TZ) (Bohnert e Kern, 2016).
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Figura 12. Estrutura quimica dos compostos com actividade inibitéria de efluxo mais
comumente utilizados. A - Clorpromazina (CP2) (Pubchem, 2017.

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2726 - acedido a 18-5-2017); B - Carbonil cianeto

m-clorofenilhidrazona (Cccp) (Pubchem, 2017.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2603 - acedido a 18-5-2017); C - Arilpiperazina
(NMP) (Pubchem, 2017. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1-_1-

Naphthylmethyl piperazine - acedido a 18-5-2017); D — Tioridazina (TZ) (Pubchem, 2017.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5452 - acedido a 18-5-2017).
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1.5. Escherichia coli e Lactobacillus plantarum como modelos experimentais

Para a elaboracdo desta dissertacdo foram seleccionados como modelos

experimentais os microrganismos E. coli e L. plantarum.

1.5.1. E. coli

E. coli pertence ao género Escherichia, familia Enterobacteriaceae. Foi descrita
pela primeira vez pelo pediatra alemdo Theodor Escherich, em 1885 (Chen e Frankel,
2005). E um bacilo Gram-negativo com cerca de 1 um de largura e 3 pm de comprimento,
aerdbio e anaerdbio facultativo (Ferreira et al., 2000; Azevedo e Sunkel, 2012). E. coli
possui flagelacdo peritrica que Ihe proporciona mobilidade, e fimbrias ou adesinas que
permitem a sua fixacao ao hospedeiro impedindo o seu arrastamento pela urina ou fezes
liquidas (Azevedo e Sunkel, 2012; Ferreira et al., 2000).

O nucledide desta espécie bacteriana contém uma tnica molécula de DNA circular
e o citoplasma contém um ou mais plasmideos. Possui uma grande quantidade de
ribossomas, cerca de 15000, o que € uma evidéncia da elevada capacidade de resposta

metabdlica desta bactéria (Nelson et al., 2014).

Dentro deste género, é a espécie mais importante clinicamente. As estirpes de E.
coli podem ser agrupadas em trés grupos: comensais, intestinais patogénicas, e extra-
intestinais (Barroso et al., 2014). As estirpes comensais tem como habitat o sistema
gastrointestinal humano e de outros mamiferos estabelecendo com o primeiro uma
relacdo simbiotica produzindo vitaminas que sdo absorvidas pelo hospedeiro e usando a
glucose deste para produzir todos os constituintes celulares de que necessita (Kaper et al.,
2004). No entanto podem causar infeccdes oportunistas em doentes imunodeprimidos. As
estirpes intestinais patogenicas sdo agrupadas de acordo com as infec¢des que causam e
factores de viruléncia que produzem: E. coli enteropatogénica, E. coli enteroagregativa,
E. coli difusamente aderente, E. coli enterotoxinogeénica, E. coli enteroinvasiva e E. coli
entero-hemorragica (Barroso et al., 2014). Por ultimo, as estirpes extraintestinais estdo
associadas a infeccGes do tracto urinario (E. coli uropatogénica) e meningites do recém-

nascido (Barroso et al., 2014).
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As infecgdes causadas por E. coli constituem um sério problema de sadde publica
devido a emergéncia de estirpes resistentes as principais classes de antibioticos, p.ex., B-
lactdmicos, quinolonas e tetraciclinas (Kaper et al., 2004; Ferreira et al., 2000). A
resisténcia mediada por efluxo possui um papel particularmente importante na resisténcia
as principais classes de antibioticos (Viveiros et al., 2007). A caracterizacdo do genoma
da estirpe de referéncia E. coli ATCC8739 revelou a existéncia de cerca de 612
transportadores. Entre estes encontram-se 218 ABC, 75 MFS, 11 RND, 4 SMR e 3 MATE
(Elbourne et al., 2017). O sistema AcrAB-TolC, pertencente a classe RND, € o principal
sistema de efluxo em E. coli sendo responsavel pela extrusdo de uma variedade de
farmacos (tetraciclina, cloranfenicol, fluoroquinolonas, B-lactdmicos, eritromicina,
novobiocina, &cido fusidico, &cido nalidixico), corantes (EtBr, acriflavina, violeta de
cristal), detergentes (dodecil sulfato de sodio (SDS), triton X-100 e triclosan), sais biliares
e acidos gordos (Elkins e Nikaido, 2002; Piddock, 2006; Nikaido, 2011).

1.5.2. Lactobacillus plantarum

L. plantarum é uma espécie bacteriana pertencente ao numeroso e diversificado
género Lactobacillus, familia Lactobacillaceae (Siezen et al., 2011). E uma bactéria
acido-lactica, Gram-positiva em forma de bastonete, ndo-patogénica, de crescimento
lento, anaerdbia facultativa, e heterofermentativa facultativa. E capaz de crescer em
elevadas quantidades de sal e apresenta uma gama de temperaturas de crescimento entre
15°C a 45°C. Quando comparada com outras espécies de Lactobacillus difere destas
devido ao seu genoma relativamente grande (p.ex., L. plantarum WCFS1 - 3348.624 kb),
0 que indica uma maior capacidade de adaptacdo a diversas condi¢cdes ambientais
(Kleerebezem et al., 2003; Rao et al., 2004; Farnworth, 2008).

Apresenta capacidade de fermentar diferentes carbohidratos e possui uma elevada
tolerdncia ao pH (niveis tdo baixos como 3.2) (Kleerebezem et al., 2003; Alegria et al.,
2004). Por este motivo é um habitante natural do sistema gastrointestinal humano
(Kleerebezem et al., 2003) sobrevivendo a passagem através das condi¢fes acidas do

estdbmago humano, onde o pH é geralmente inferior a 4.0 (Johanson et al., 1993).
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L. plantarum é considerada uma espécie flexivel e versatil que é encontrada numa
variedade de nichos ambientais, ocorrendo frequentemente na maioria dos alimentos
fermentados, especialmente quando o alimento tem como base material vegetal (Siezen
etal.,, 2011).

Estas bactérias tém grande importancia em produtos alimentares como o leite e
seus derivados e no fabrico de véarios produtos fermentados onde sdo dominantes e
responsaveis pelas alteracGes ocorridas durante a fermentacdo. Por este motivo, séo
usadas como culturas “starter” na industria e na fermentacdo de alimentos de origem
animal, uma vez que ao metabolizarem os hidratos de carbono, produzem entre outros
compostos, acido lactico que diminui drasticamente o pH, enzimas que transformam
nutrientes e compostos antimicrobianos impedindo o crescimento de bactérias
patogénicas, contribuindo assim para a conservacdo, o sabor, o cheiro e a textura dos
fermentados (De Vuyst e De Geest, 1999; Ruas-Madiedo et al., 2002). Sendo assim €é de
extrema importancia que as estirpes escolhidas para este processo tenham uma garantia

de seguranca para o consumidor.

Um dos grandes perigos associados a estes microrganismos € a sua capacidade de
adquirir resisténcia aos antibiéticos. Em L. plantarum as proteinas de transporte (n =433),
sdo de longe a maior classe de proteinas. Foram identificados até a data 169
transportadores ABC, 57 MFS, 3 SMR, 2 RND e 2 MATE (Elbourne et al., 2017). Um
dos grandes problemas é a ocorréncia de isolados de L. plantarum resistentes a tetraciclina
devido a presenca de bombas de efluxo MFS codificadas em plasmideos como Tet(L) e
Tet(K) e genes de proteccdo ribossomal como a Tet(M). Estas proteinas sdo
particularmente importantes por estarem associadas a elementos genéticos méveis, como
plasmideos e transposdes, que sdo facilmente transmitidos entre bactérias (Gevers et al.,
2003; Ammor et al., 2008; Thaker et al., 2010; Ashraf e Shah, 2011; Songisepp et al.,
2012). Tém sido ja descritos casos de infecgdes em Humanos, tais como endocardites,
septicemias e bacteriemias, causadas por bactérias usadas na producdo alimentar como
Lactobacillus, Saccharomyces, Pediococcus e Bifidobacterium resistentes aos
antibidticos por aquisicdo de genes de resisténcia em elementos genéticos méveis (Ashraf
e Shah, 2011). Estas infec¢cdes podem ser dificeis de tratar devido as resisténcias que

possuem.
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1.6. Objectivos desta Dissertacdo

O objectivo deste trabalho e dissertacdo consistiu em testar, avaliar e comparar
uma metodologia descrita em 2010, por Coldham et al., (2010), para deteccdo directa da
actividade de efluxo em bactérias, usando E. coli (Gram-negativa) e L. plantarum (Gram-
positiva) como modelos, efectuando simultaneamente a avaliacdo do efeito sinérgico de
compostos inibidores de efluxo na resisténcia intrinseca aos antibioticos nestas duas
espécies modelos. O método descrito em 2010 por Coldham et al., baseia-se na detec¢édo
de actividade de efluxo em bactérias usando o método fluorométrico em placa de 96 pocos
adaptado por estes autores a partir de trabalhos como os de Viveiros et al., (2008) e Paixdo
etal., (2009) com fluorometria em tempo-real, aplicado agora a fluorimetros de placas de
96 pocos como o fluorimetro Synergy HT Microplate Reader. Os resultados obtidos
foram comparados com o método fluorométrico semiautomatico desenvolvido na
Unidade de Microbiologia Médica do IHMT/NOVA, como referéncia e termo de
comparagdo para monitorizacdo do transporte de EtBr usando o fluorimetro e
termociclador em tempo real Rotor Gene 3000 (Viveiros et al., 2008; Paix&o et al., 2009;
Viveiros et al., 2010).

Procura-se assim testar uma nova metodologia em diferentes bactérias para que
possa vir a ser futuramente uma alternativa reprodutivel e segura do ponto de vista de
biosseguranca para a determinacgdo de actividade de efluxo em tempo real em estirpes
clinicas MDR.

27



Material e Métodos

2. Material e Métodos

2.1. Material

2.1.1. Estirpes bacterianas

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas trés estirpes bacterianas:

» Estirpe selvagem Escherichia coli K-12 AG100 (argE3 thi-1 rpsL xyl mtl A
(gal-uvrB) supE44), que possui o sistema de efluxo AcrAB-TolC intacto e
funcional (Okuso et al., 1996).

> Estirpe Escherichia coli K-12 AG100A (AacrAB::Tn903 Kan'), que deriva da
estirpe AG100 e que possui o sistema de efluxo AcrAB-TolC inactivado
devido a insercdo do transposdo Tn903 no operdo acrAB (Okuso et al., 1996).

> Estirpe de referéncia de Lactobacillus plantarum subsp. plantarum (ATCC
149177).

As estirpes E. coli AG100, AG100A, e L. plantarum ATCC 149177 pertencem a
coleccdo de culturas do Grupo de Micobactérias da Unidade de Microbiologia Médica,
Instituto de Higiene e Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa. As estirpes E.
coli AG100 e AG100A foram caracterizadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Hiroshi
Nikaido (Departamento de Quimica e Biologia Celular e Molecular, Universidade da
Califérnia, Berkeley, CA, E.U.A)).

2.1.2. Meios de cultura e solucdes

A constituicdo e modo de preparacdo dos meios de cultura, compostos e solugdes
utilizados ao longo do trabalho encontram-se descritos nas Tabelas 3 a 6. Os meios de
cultura e solucBes foram preparados com agua destilada e esterilizados, quando
necessario, por autoclavagem a 121°C durante 15 minutos, a 1 bar, excepto quando

indicado em contrario.
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Tabela 3. Composicdo dos meios de cultura utilizados.

Meio de cultura

Composicao (por litro)

Luria Bertani agar (LA)

10 g de peptona caseina ®; 5 g de extracto de
levedura @; 10 g de cloreto de sédio @; 20 g

agar @

Luria Bertani broth (LB)

10 g de peptona caseina ; 5 g de extracto de

levedura @; 10 g de cloreto de sodio @

Trypticase Soy agar (TSA) ®

20 g de Trypticase Soy Agar

Trypticase Soy broth (TSB) ©

30 g de Trypticase Soy Broth

Mueller-Hinton broth (MHB) ©)

21 g de Muller-Hinton Broth

(@ Merck, Darmstadt, Alemanha; @ Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha; ) Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra.

Tabela 4. Composicéo e modo de preparacao de solugdes utilizadas.

Solugéo @

Composicao

PBS (“Phosphate Buffered Saline”) 1X, pH 7

1 pastilha dissolvida em 200 ml de &gua
destilada corresponde a 10 mM tampao fosfato;
2,7 mM KCI; 137 mM NaCl

Glucose 20%

0,2 g/ml em PBS estéril*

@ Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha; *a solucdo depois de preparada foi filtrada com filtros de seringa

estéreis de PVDF com 0,22 pm de diametro de poro da Rotilabo, Spritzenfilter Steril, Karlshure, Alemanha.
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Tabela 5. Composicédo e modo de preparacéo das solugdes de inibidores de efluxo e substrato

de bombas de efluxo.

Solucgéo @

Composicao/Preparaciao da soluciao “stock”

Avrilpiperazina (NMP) @

10 mg/ml em dimetilsulféxido (DMSQ) @
Mantida a -20°C

Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona
(CCCP)

10 mg/ml em DMSO
Mantida a -20°C ao abrigo da luz

Clorpromazina (CPZ)

10 mg/ml em agua Milli-Q
Mantida a -20°C

Tioridazina (TZ)

10 mg/ml em agua Milli-Q
Mantida a -20°C ao abrigo da luz

Brometo de etidio (EtBr)

10 mg/ml em &gua Milli-Q
Mantida a 4°C ao abrigo da luz

@ Sigma-Aldrich; @ NMP: 1-(1-Naphthylmethyl)piperazine

Tabela 6. Composi¢do e modo de preparacdo das solugdes de antibioticos utilizados.

Solugéo @

Composicao/Preparaciao da solucio “stock”

Tetraciclina (TET)

10 mg/ml em DMSO

Ampicilina (AMP)

10 mg/ml em agua Milli-Q

Cloranfenicol (CHL)

10 mg/ml em DMSO

Eritromicina (ERI)

10 mg/ml em DMSO

Canamicina (CAN)

20 mg/ml em agua Milli-Q

Oxacilina (OXA)

10 mg/ml em agua Milli-Q

Ofloxacina (OFX)

1 mg/ml em 1% HCI

@ Sigma-Aldrich; @ Merk
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2.2. Métodos

2.2.1. Crescimento e manutencéo das estirpes bacterianas

As estirpes de E. coli foram crescidas a 37°C em meio LB, a 180 rpm (Thermo
Scientific MaxQ 4000 Benchtop Orbital Shakers, Waltham, MA, E.U.A), ou em meio
LA. Para o crescimento da estirpe E. coli AGL00A os meios de cultura foram
suplementados com 100 pg/ml de CAN de modo a evitar a perda do transposdo Tn903.

A estirpe L. plantarum foi crescida a 37°C em meio TSB, sem agitacdo, ou em
meio TSA.

Foram mantidos “stocks” a -80°C de culturas em meio liquido, suplementado com
10% (v/v) de glicerol (Sigma-Aldrich).

2.2.2. Determinacdo de concentragdes minimas inibitérias (CMI) pelo método de

diluicdo em microplaca de 96 pocgos para os antibidticos, inibidores de efluxo e EtBr

A CMI dos antibioticos, inibidores de efluxo e do substrato de bombas de efluxo
EtBr, foi determinada atraves do método de microdiluicéo seriada em placa de 96 pocos,
conforme as recomendacdes do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI,
2016). A CMI é definida como a menor concentracdo de um composto que inibe o

crescimento visivel de um microrganismo.

Para a determinacdo das CMIs para E. coli, prepararam-se culturas primarias das
estirpes em meio LA. As placas foram incubadas a 37°C, durante 18 horas. A partir destas,
foram preparadas culturas em 10 ml de meio LB, por inoculacdo de 3 a 4 coldnias. As
estirpes foram incubadas a 37°C, com agitacdo a 180 rpm, durante 18 horas. A densidade
das culturas foi depois ajustada em meio MHB, de modo a obter uma turbidez equivalente

a 0,5 da escala de McFarland.

Para a determinacdo das CMIs para L. plantarum, prepararam-se culturas
primarias das estirpes em meio TSA. As placas foram incubadas a 37°C, durante 24 horas.
A partir destas, foram preparadas culturas em 10 ml de meio TSB, por inoculacdo de 3 a

4 colonias. As estirpes foram incubadas a 37°C, sem agitacdo, durante 24 horas. A
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densidade das culturas foi depois ajustada em meio MHB, de modo a obter uma turbidez

equivalente a 0,5 da escala de McFarland.
As solugdes de trabalho dos compostos a testar foram preparadas no préprio dia
do ensaio, a partir das solugdes “stock” de modo a obter concentragdes dos antibidticos e

EtBr na concentracéo mais elevada conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Gama de concentracdes dos compostos utilizados para determinagdo das CMls.

Gamposto Gama de concentrggﬁes utilizadas (ug/ml)
E.coli AG100 E.coli AG100A L.plantarum
Antibioticos
AMP - - 0,015-8
CHL - - 0,031 -16
TET 0,03 - 16 0,03 -16 0,125 - 64
ERI - - 0,00097 - 2
OFX 0,015-8 0,00375 -2 -
OXA 1,90 - 1000 0,0019 - 10 -
Inibidores de efluxo
TZ 0,937 - 480 0,937 - 480 0,062 — 256
NMP 2-1024 2-1024 0,5-256
CCCP 0,5 - 256 0,5 - 256 0,031 - 256
CPZz 0,937 - 480 0,937 - 480 0,125 - 256
Substrato de efluxo
EtBr 1,1-600 0,31 - 160 0,015 - 256

CMI - Concentragdo minima inibitdria; TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona; NMP - Arilpiperazina; AMP - Ampicilina; CHL - Cloranfenicol; TET - Tetraciclina; ERI -
Eritromicina; EtBr - Brometo de etidio; OFX - Ofloxacina; OXA - Oxacilina.

As placas de 96 pocos para determinacdo das CMIs foram preparadas para um
volume final de 150 ul como se descreve de seguida e se exemplifica na Figura 13:
inicialmente distribuiu-se 130 pl de meio MHB em todos os pogos da placa. De seguida,
acrescentou-se 20 ul de meio MHB aos pogos da coluna 1 (controlo negativo) e 110 ul de
meio MHB e 20 pl do composto cuja CMI se pretende determinar aos pogos da coluna 3.
Esta coluna era a que continha a concentragdo mais elevada de cada composto, a partir da
qual foram realizadas as dilui¢Ges seriadas por um factor de dois. Para isso, retirou-se 130

ul dos pocos da coluna 3 que foram adicionados aos pocos da coluna 4, misturados com
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uma micropipeta multicanal 3 a 4 vezes, e assim sucessivamente até a coluna 12, tendo-
se descartado os ultimos 130 pl. A coluna 12 corresponde a concentragdo mais baixa
testada para cada composto. Por ultimo, adicionou-se 20 pl do indculo de estirpe,
previamente preparado, a cada poco da placa desde a coluna 2 a coluna 12. A coluna 2
corresponde ao controlo de crescimento que contem apenas meio MHB e a estirpe. As
placas foram incubadas a 37°C, durante 18 horas para E. coli e 24 horas para L. plantarum.

A determinacdo das CMIs para cada estirpe e composto foi realizada em triplicado.

ATB ou IE
Diluicdo seriada

(RYATAYTATATATATAA
‘éééééééé&é I @ Controlo negativo
JoleoJeoleoJeoleoleoleoleoleoXe OCuntrulupn:itiuu
@00000CO0O0000O0 O MHB + ATB e/oulEs
@000 00000000

@000000000O0O0

@O0 O0OO00O000O0000
‘@0000000000O0

g XeleXoloJoJoXoXoXoXoJo),

- m 2 n = e

Figura 13. Representacdo esquematica do modo de preparac¢éo da placa de 96 pocos para a

determinacdo das CMls.

2.2.3. Determinacao de CMIs pelo método de diluicdo em microplaca de 96 pogos

para os antibidticos e EtBr na presenca de compostos inibidores de efluxo

A determinacdo das CMIs dos antibioticos e EtBr na presenca de inibidores de
efluxo foi realizada conforme descrito no ponto 2.2.2, utilizando a mesma gama de
concentracOes testadas anteriormente (Tabela 7). Neste ensaio, apos a adi¢cdo ao meio de
cultura dos compostos a testar e da realizagdo das dilui¢Ges seriadas destes, adicionou-se
10 ul dos inibidores de efluxo a testar aos pog¢os contendo os antibidticos ou EtBr. As
solucdes de trabalho dos inibidores foram preparadas a partir das solucdes “stock™ de
modo a obter concentragOes dos inibidores de efluxo inferiores ao valor da sua CMI (Y4
da CMI), de modo a garantir a viabilidade da estirpe em estudo. As concentragoes
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utilizadas foram: para E. coli AG100, TZ a 30 pg/ml; CPZ a 30 pg/ml, NMP a 256 pg/ml
e CCCP a 16 pg/ml; para E. coli AG100A, TZ a 3.75 pg/ml; CPZ a 15 pg/ml, NMP a 128
pug/ml e CCCP a 8 pg/ml; e para L. plantarum, TZ a 4 pg/ml; CPZ a 16 pg/ml, NMP a 32
pug/ml e CCCP a 2 pg/ml. Por ultimo, adicionou-se 20 upl do indculo de estirpe,
previamente preparado, a cada poco da placa conforme descrito anteriormente. As placas
foram incubadas a 37°C, durante 18 horas para E. coli e 24 horas para L. plantarum. A
determinacdo das CMIs na presenca de inibidores de efluxo para cada estirpe e composto

foi realizada em triplicado.

De modo a avaliar o efeito do inibidor de efluxo na CMI dos antibi6ticos e EtBr,
determinou-se o factor de modulagéo (FM) (Gréblacher et al., 2012) de acordo com a

seguinte férmula:

CMI antibibtico

"~ CMIem combinacao

Considerou-se significativo, o decréscimo de pelo menos ¥ do valor da CMI do

antibidtico/EtBr na presenga do inibidor em estudo (DeMarco et al., 2007).

2.2.4. Método fluorométrico semiautomatico

Neste trabalho foram utilizadas duas metodologias para a avaliacdo da actividade
de efluxo nas estirpes em estudo: o fluorimetro e termociclador em tempo real Rotor-
Gene 3000 (Corbett Research, Sydney, Australia) e o fluorimetro Synergy HT Microplate
Reader (BioTek Instruments).

2.2.4.1. Preparacao das estirpes bacterianas

Para a realizacdo de ambas as metodologias as culturas das estirpes em estudo

foram processadas de igual modo como se descreve de seguida.
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Foram efectuadas culturas primarias das estirpes de E. coli em meio LA e L.
plantarum em meio TSA, como descrito no ponto 2.2.2. A partir destas culturas
prepararam-se culturas em meio liquido por inoculacéo de 3-4 colonias em 10 ml de LB
para E. coli e 10 ml de TSB para L. plantarum. Os tubos foram incubados a 37°C com
agitacdo a 180 rpm para E. coli e incubadas a 37°C sem agitagdo para L. plantarum. O
crescimento foi acompanhado por medicdo da densidade Optica (DO) a 600 nm num
espectrofotometro de tubos de ensaio (Spectronic™ 20D, Thermo Scientific, Cambridge,
Reino Unido), até atingir uma DOsoonm de 0,6. Uma vez atingido este valor, que
corresponde a fase exponencial de crescimento, as células foram recolhidas por
centrifugacdo (Sigma 2-16 PK, Osterode, Alemanha) a 7300 rpm, durante trés minutos, a
temperatura ambiente e lavadas uma (L. plantarum) ou duas vezes (E. coli) em 10 ml de
PBS. Apds as lavagens o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 7
ml de PBS para E. coli e em 5 ml de PBS para L. plantarum. Apoés as lavagens, a
suspensdo celular foi transferida para um tubo de ensaio e a DOsoonm foi ajustada a 0,6
com PBS.

2.2.4.2. Método fluorométrico semiautomatico usando o fluorimetro e termociclador

em tempo real Rotor-Gene 3000

O método fluorométrico semiautomatico foi realizado utilizando o termociclador
e fluorimetro em tempo real Rotor-Gene 3000. Este método tem por base o protocolo
padronizado no Grupo de Micobactérias do Instituto de Higiene e Medicina Tropical e
que possibilita a monitorizagdo em tempo real da acumulacdo de EtBr, um substrato
comum a maioria das bombas de efluxo, no interior das células bacterianas por difusdo
passiva e da sua extrusdo através do efluxo (Viveiros et al., 2008; Paixao et al., 2009;
Viveiros et al., 2010).

2.2.4.2.1. Ensaios de acumulacdo de EtBr: determinacdo da concentracdo de

equilibrio

Para a determinacdo da concentracao de EtBr a partir da qual se comeca a detectar
acumulacao de EtBr nas células foram realizados ensaios de acumulacdo com diferentes

concentracOes de EtBr. Os ensaios foram preparados para um volume final de 100 pl em
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tubos de 0,2 ml contendo 50 pl da suspenséo celular e 50 pl das solugdes de trabalho de
EtBr, de modo a obter concentrac@es finais de EtBr de 0,125 a 5 pug/ml. Estes ensaios
foram realizados na auséncia e presenca de glucose a uma concentracédo final de 0,4%
(v/v). A concentragdo final de células no ensaio foi de 0.3. Foram incluidos controlos com
apenas a suspensdo de células (50 pl de células DOgoonm € 50 pil PBS) e apenas PBS (100
ul). Os microtubos foram depois colocados no aparelho Rotor-Gene 3000. Os ensaios de
acumulacao realizaram-se a uma temperatura de 37°C e a leitura da fluorescéncia de EtBr
adquirida a 530 e 585 nm, apds cada ciclo de 60 segundos, durante 30 minutos. Os ensaios

foram realizados em triplicado.

Como controlo positivo nestes ensaios foram usadas células bacterianas
inactivadas por calor. Para isso, as células foram preparadas previamente como
apresentado no topico 2.2.4.1 e depois inactivadas por calor a 100°C em banho seco
durante 20 minutos. Apos este periodo de incubacdo, o ensaio foi preparado de modo
igual as células bacterianas em crescimento activo como acima descrito. Este
procedimento resultou na lise das células bacterianas, permitindo assim que o EtBr se
ligasse as suas estruturas de acidos nucleicos, levando a que os valores de fluorescéncia
detectados pelo aparelho fossem os maximos possiveis nas concentracdes testadas. Este
controlo permitiu comparar os niveis de acumulacdo de EtBr entre células bacterianas

com sistemas de efluxo activo com as que possuem sistemas de efluxo inactivo.

2.2.4.2.2. Ensaio de acumulacéo de EtBr na presenca de inibidores de efluxo

De modo a estudar a capacidade dos inibidores de efluxo para potenciar a
acumulacao de EtBr nas estirpes em estudo prepararam-se solucGes de trabalho ao dobro
da concentracdo pretendida de EtBr na presenca e auséncia dos inibidores de efluxo. A
concentracdo final de EtBr corresponde & concentracdo de equilibrio determinada
anteriormente. A concentracdo final de células no ensaio foi de 0.3. Os inibidores foram
testados nas seguintes concentrac@es sub-inibitorias (1/4 CMI): TZ a 30 pg/ml; CPZ a 30
pg/ml, NMP a 256 pg/ml e CCCP a 16 pg/ml para E. coli AG100; TZ a 3,75 pg/ml; CPZ
a 15 pg/ml, NMP a 128 pg/ml e CCCP a 8 pg/ml para E. coli AG100A; TZ a 4 pg/ml;
CPZ a 16 pg/ml, NMP a 32 pug/ml e CCCP a 2 pg/ml para L. plantarum. Em cada ensaio
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foram preparados os seguintes tubos para um volume final de 100 pl contendo: i)
suspensao celular; ii) suspensdo celular e glucose a 0,4%; iii) suspensao celular e EtBr
(concentracdo de equilibrio); iv) suspensao celular, EtBr (concentracdo de equilibrio) e
glucose a 0,4%; V) suspensdo celular, EtBr (concentracdo de equilibrio) e inibidor de
efluxo em estudo; vi) suspensao celular, EtBr (concentracdo de equilibrio), inibidor de
efluxo em estudo e glucose a 0,4%. Os tubos foram colocados no Rotor-Gene 3000 e 0s
ensaios foram realizados a 37°C. A leitura da fluorescéncia de EtBr foi adquirida a 530 e
585 nm, ap6s cada ciclo de 60 segundos, durante 30 minutos. Os ensaios foram realizados
em triplicado.

A partir dos valores de fluorescéncia obtidos, foi calculada a fluorescéncia final
relativa (FFR) para cada estirpe e inibidor de efluxo (Machado et al., 2011), de acordo

com a seguinte formula:

FR (tratado) - FR (nao tratado)
FFR = —
FR (ndo tratado)

Nesta formula, a FR (tratado) corresponde a fluorescéncia relativa no tltimo ponto
da curva de acumulacdo (30 minutos) na presenca do inibidor e a FR (nédo tratado)
corresponde a fluorescéncia relativa no ultimo ponto da curva de acumulacdo (30
minutos) na auséncia do inibidor. A FFR mede a capacidade do inibidor de efluxo em
proporcionar a retencdo de EtBr no interior da célula (Machado et al., 2011). Considerou-

se efeito inibitorio significativo valores de FFR iguais ou superiores a 1.

2.2.4.3. Método fluorométrico semiautomatico usando o fluorimetro Synergy HT

Microplate Reader

O método fluorométrico semiautomaético foi realizado utilizando o fluorimetro
Synergy HT Microplate Reader. Esta metodologia baseia-se no mesmo principio
subjacente a0 método fluorometrico semiautomatico utilizando o fluorimetro e
termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000 mas adaptado para a deteccdo da
acumulacdo de EtBr usando placas de 96 pocos (Coldham et al., 2010). Nesta dissertacao,
a validacdo desta metodologia em E. coli e L. plantarum foi efectuada usando os

resultados obtidos no Rotor-Gene 3000 como referéncia.
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2.2.4.3.1. Ensaios de acumulacdo de EtBr: determinagcdo da concentracdo de

equilibrio

Para a determinacgéo da concentragdo de EtBr a partir da qual se comeca a detectar
acumulacao de EtBr nas células foram realizados ensaios de acumulacdo com diferentes
concentracdes de EtBr. Os ensaios foram preparados para um volume final de 200 pul por
cada poco, em que 100 pl da suspenséo celular foi adicionada aos pocos de uma placa de
96 pocos, aos quais foi previamente adicionado 100 pl de solugdes de trabalho de EtBr,
de modo a obter concentracdes finais de EtBr de 0,25 a 256 pg/ml (diluicdes seriadas da
coluna 1 a 11). Estes ensaios foram realizados na auséncia e presenca de glucose a uma
concentracdo final de 0,4% (v/v). A concentracdo final de células no ensaio foi de 0.3.
Foram incluidos controlos com apenas a suspensdo de células (100 ul de células DOgoonm
e 100 ul PBS) e apenas PBS (200 pl) (coluna 12). A microplaca de 96 pocos foi depois
colocada no aparelho Synergy HT Microplate Reader. Os ensaios de acumulacao
realizaram-se a uma temperatura de 37°C e a leitura da fluorescéncia de EtBr adquirida a
530/25 e 590/35 nm, apds cada ciclo de 60 segundos, durante 30 minutos. Os ensaios

foram realizados em triplicado.

2.2.4.3.2. Ensaio de acumulacéo de EtBr na presenca de inibidores de efluxo

De modo a estudar a capacidade dos inibidores de efluxo para potenciar a
acumulacao de EtBr nas estirpes em estudo prepararam-se solucGes de trabalho ao dobro
da concentracdo pretendida de EtBr na presenca e auséncia dos inibidores de efluxo. A
concentracdo final de EtBr corresponde a concentracdo de equilibrio determinada
anteriormente. Os inibidores foram testados nas seguintes concentracdes sub-inibitorias
(1/4 CMI): TZ a 30 pg/ml; CPZ a 30 pg/ml, NMP a 256 pug/ml e CCCP a 16 pg/ml para
E. coli AG100; TZ a 3,75 pg/ml; CPZ a 15 pg/ml, NMP a 128 pg/ml e CCCP a 8 pg/ml
para E. coli AG100A; TZ a4 pg/ml; CPZ a 16 pg/ml, NMP a 32 pg/ml e CCCP a 2 pg/ml
para L. plantarum. Em cada ensaio as placas de 96 pocos foram preparadas da seguinte
maneira por pocos: i) 200 ul da suspensao celular e PBS; ii) 200 pl da suspensdo celular,
PBS e glucose a 0,4%; iii) 200 ul da suspensdo celular e EtBr (concentracdo de
equilibrio); iv) 200 ul da suspenséo celular, EtBr (concentracdo de equilibrio) e glucose
a 0,4%; v) 200 pl da suspensdo celular, EtBr (concentracdo de equilibrio) e inibidor de

efluxo em estudo; vi) 200 ul da suspensdo celular, EtBr (concentracdo de equilibrio),
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inibidor de efluxo em estudo e glucose a 0,4%. As placas de 96 pocos foram colocadas
no Synergy HT Microplate Reader e os ensaios foram realizados a 37°C. A leitura da
fluorescéncia de EtBr foi adquirida a 530/25 e 590/35 nm, ap6s cada ciclo de 60 segundos,

durante 30 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicado.
A partir dos valores de fluorescéncia obtidos, foi calculada a fluorescéncia final

relativa (FFR) para cada estirpe e inibidor de efluxo, de acordo com a formula apresentada

no topico 2.2.4.2.2.
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3. Resultados e Discussao

O principal objectivo deste trabalho e dissertacdo consistiu em testar, avaliar e
comparar uma metodologia descrita em 2010, para deteccdo directa da actividade de
efluxo em bactérias usando E. coli (Gram-negativa) e L. plantarum (Gram-positiva) como
modelos e simultaneamente avaliar o efeito de compostos inibidores de efluxo na
susceptibilidade/resisténcia intrinseca aos antibidticos nestas espécies modelo. O método
descrito por Coldham et al., em 2010, foi desenvolvido e optimizado a partir de trabalhos
anteriores como os de Viveiros et al., (2008) e Paixdo et al., (2009) que usaram
fluorometria em tempo real, e baseia-se agora na deteccdo de actividade de efluxo em
bactérias usando um método fluorométrico em placa de 96 pocos como o Synergy HT
Microplate Reader. Assim, neste trabalho usamos como referéncia e termo de
comparacdo a metodologia e os resultados obtidos com o termociclador e fluorimetro em
tempo real Rotor-Gene 3000 desenvolvido na Unidade de Microbiologia Médica,
IHMT/UNL (Viveiros et al., 2008; Paixao et al., 2009; Viveiros et al., 2010).

Iniciou-se o estudo com a determinacdo do perfil de susceptibilidade aos
antibioticos, inibidores de efluxo e do substrato de efluxo EtBr para estirpes em estudo
através da determinacdo de concentragbes minimas inibitdrias através do método de
microdiluicdo em placa de 96 pocos. Os antibidticos foram seleccionados de acordo com
a espécie em estudo. Para E. coli foram seleccionados antibiéticos comumente usados na
terapéutica de infec¢bes causadas por esta bactéria e que sdo conhecidos como substratos
de bombas de efluxo (Viveiros et al., 2005; Piddock, 2006). Para L. plantarum foram
seleccionados antibioticos reconhecidos como substratos de efluxo para os quais tém sido
detectados elevados niveis de resisténcia em estirpes alimentares bem como em casos de
bacteriemia causada por Lactobacillus (Danielsen e Wind, 2003; Ashraf e Shah, 2011;
Wacher-Rodart et al., 2016).

Posteriormente avaliou-se a capacidade inibitdria dos inibidores em interferir no
efluxo dos antibidticos e EtBr, através da determinacdo das suas CMIs na presenca dos
inibidores CPZ, TZ, CCCP e NMP e determinacéo do factor de modulagdo. Deste modo

pretendeu-se avaliar a existéncia ou ndo de um efeito sinérgico entre inibidores de efluxo
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e os antibidticos/EtBr e como esse efeito inibitorio pode ser posteriormente avaliado pelas

duas metodologias em comparacédo neste trabalho.

Por fim, pretendeu-se entdo comprovar que o efeito sinérgico acima observado
ocorre por inibi¢do da actividade de efluxo activo analisando a capacidade dos inibidores
em promover uma maior acumulacédo e consequentemente um menor efluxo de EtBr, um
reconhecido substrato de varios sistemas de efluxo, principalmente do sistema de efluxo
AcrAB-TolC, usando o sistema de detec¢do fluorométrico em placa de 96 pogos, 0
Synergy HT Microplate Reader e a metodologia proposta por Coldham et al., (2010),
comparando os resultados com a metodologia proposta e desenvolvida na Unidade de
Microbiologia Médica, IHMT/UNL (Viveiros et al., 2008; Paix&o et al., 2009; Viveiros
etal., 2010).

3.1. Avaliagdo da actividade dos inibidores de bombas de efluxo atraves da

determinacéo de concentracGes minimas inibitérias

3.1.1. Determinacdo das concentracfes minimas inibitérias de antibidticos,
substratos e inibidores de efluxo para as estirpes E. coli AG100, E. coli AG100A e L.
plantarum ATCC14917

A CMI define-se como a menor concentragdo de um composto capaz de inibir o
crescimento visivel de um microrganismo (CLSI, 2016). O resultado das CMIs dos
antibioticos, EtBr e inibidores de efluxo para as estirpes E. coli AG100, E. coli AG100A
e L. plantarum ATCC14917 testados neste trabalho estdo apresentados nas Tabelas 8 a
12.
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Tabela 8. Valores obtidos de CM s de antibiéticos e do substrato de bombas de efluxo EtBr
para as estirpes E. coli AG100 e AG100A.

o CMI (ug/ml)
Antibidticos/substratos - -
E. coli AG100 E. coli AG100A
Tetraciclina 2 0,5
Ofloxacina 0,125 0,015
Oxacilina 250 0,625
EtBr 150 5

Legenda: CMI - Concentragdo minima inibit6ria; EtBr — brometo de etidio. Escherichia coli K-12 AG100 (argE3 thi-
1 rpsL xyl mtl A (gal-uvrB) supE44) - sistema de efluxo AcrAB-TolC intacto e funcional; Escherichia coli K-12
AGI100A (AacrAB::Tn903 Kan"), deriva da estirpe AG100 com o sistema de efluxo AcrAB-TolC inactivado devido a

insercdo do transposdo Tn903 no operdo acrAB (Okuso et al., 1996).

Através da andlise dos valores de CMI obtidos dos antibioticos verifica-se que E.
coli AG100 e AG100A sdo susceptiveis a tetraciclina e ofloxacina de acordo com 0s
“breakpoints” da CLSI (tetraciclina — 16 pg/ml; e ofloxacina, 8 pg/ml (CLSI, 2016)). No
entanto, a estirpe E. coli AG100A, que possui o sistema de efluxo AcrAB-TolC inactivo,
apresenta valores de concentracGes minimas inibitorias inferiores as da estirpe E. coli
AG100 (estirpe selvagem). Estes resultados demonstram que a bomba AcrAB-TolC tem
um papel importante na extrusdo destes compostos, pois na sua auséncia existe um
aumento da susceptibilidade a estes compostos. Relativamente a oxacilina, ndo existe um
“breakpoint” de susceptibilidade estabelecido uma vez que E. coli € intrinsecamente
resistente a este antibidtico como comprovado pelo elevado valor de CMI obtido.
Comparando o valor de CMI entre AG100 e AG100A verificamos um decréscimo de
400x o valor da CMI para estirpe AG100A indicando que a resisténcia intrinseca a
oxacilina em E. coli é maioritariamente devida a presenca de sistemas de efluxo activos,
principalmente o AcrAB. Do mesmo modo, no caso do EtBr existe uma diminuicéo da
CMI bastante acentuada (30x) na estirpe AG100A quando comparada com a estirpe
AG100, indicando que o EtBr é um substrato preferencial das bombas de efluxo AcrAB-

TolC como descrito anteriormente (Viveiros et al., 2005).
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Tabela 9. Valores obtidos de CM s de antibiéticos e do substrato de bombas de efluxo EtBr

para a estirpe L. plantarum ATCC14917.

Antibidticos/substratos CMI (ug/ml)
Tetraciclina 16
Ampicilina 2
Eritromicina 0,625

Cloranfenicol 4
EtBr 4

CMI - Concentragdo minima inibitdria; EtBr — brometo de etidio.

Relativamente a L. plantarum, da analise da Tabela 9 verificamos que a estirpe
em estudo, ATCC14917, é susceptivel a ampicilina e eritromicina de acordo com o0s
“breakpoints” estabelecidos pelo CLSI (ampicilina, >8 ug/ml e eritromicina, <1 pg/mi
(CLSI, 2005)). Esta estirpe apresenta valores de CMI para a tetraciclina elevados,
indicando reduzida susceptibilidade a este antibiético. No entanto, apesar da auséncia de
um “breakpoint” de susceptibilidade estabelecido para a tetraciclina, o valor proposto na
literatura € de 64 pg/ml (Danielsen e Wind, 2003). Deste modo, podemos concluir que a
estirpe L. plantarum ATCC14917 em estudo é susceptivel a tetraciclina. Similarmente,
para o cloranfenicol e na auséncia de um “breakpoint” de susceptibilidade estabelecido,
o valor proposto na literatura é de 16 pug/ml pelo que a estirpe em estudo é susceptivel a
este antibidtico (Tabela 9). Em relacdo ao EtBr, esta estirpe apresenta um nivel de
susceptibilidade comparavel com a estirpe E. coli AG100A e susceptibilidade aumentada,

quando comparada com a estirpe E. coli AG100.
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Tabela 10. Valores obtidos de CMIs de compostos inibidores de efluxo para as estirpes E.
coli AG100, E. coli AG100A e L. plantarum ATCC14917.

CMI (ug/ml)
Inibidores de efiuxo E.coliAG100 | E. coli AG100A ;ﬁfgﬁg‘;
CPZ 120 60 64
TZ 120 15 16
cccp 64 32 8
NMP ~1024 512 128

CMI - Concentracdo minima inibitdria; TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona; NMP — Arilpiperazina.

Analisando os dados apresentados na Tabela 10 relativamente a susceptibilidade
aos inibidores de efluxo das estirpes em estudo, verificamos que a estirpe E. coli AG100A
quando comparada com a estirpe AG100 apresenta maior susceptibilidade a TZ.
Relativamente aos restantes inibidores, os niveis de susceptibilidade variam de 1 dilui¢do
ndo sendo por isso consideradas diferencas significativas. Relativamente a L. plantarum,
verificamos um decréscimo dos valores de CMI para 0 CCCP e NMP em relacdo as
estirpes AG100 e AG100A e valores de CMI semelhante as da estirpe E. coli AG100A
paraa TZ e CPZ.

3.1.2. Determinagéo das concentra¢Ges minimas inibitorias dos antibioticos e EtBr
na presenca de compostos inibidores de efluxo para as estirpes E. coli AG100, E. coli
AG100A e L. plantarum ATCC14917

De forma a avaliar a capacidade dos inibidores de efluxo em estudo diminuirem a
CMI dos antibioticos, determinaram-se as CMIs dos antibidticos na sua presenca, a uma
concentracdo fixa igual a ¥4 da sua CMI, para garantir que o efeito inibitério observado
se deve a actividade sinérgica entre o inibidor de efluxo e o antibidtico/EtBr e ndo a
actividade antimicrobiana do inibidor de efluxo. Os resultados obtidos apresentam-se nas
Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11. Valores obtidos de CMI para os antibio6ticos e EtBr na presenca dos inibidores
de sistemas de efluxo (a ¥ da CMI) para as duas estirpes de E. coli, AG100 e AG100A.

Antibidticos/ EtBr na E. coli

presenca/auséncia de AG100 AG100A
inibidores de efluxo CMI (ug/ml) MFE CMI (ug/ml) MFE
Tetraciclina 2 = 0,5 =
+ CPZ 1 12 0,0625 18
+TZ 0,25 18 0,0625 18
+ CCCP 0,5 14 0,25 12
+ NMP 0,0625 132 0,125 14
Ofloxacina 0,125 = 0,015 =
+ CPZ 0,015 18 0,0075 12
+TZ 0,015 18 0,0075 12
+ CCCP 0,015 18 0,015 -
+ NMP 0,0075 116 0,015 -
Oxacilina 250 - 0,625 =
+CPZ 125 12 0,625 -
+TZ 125 12 0,312 12
+ CCCP 62,5 14 0,625 -
+ NMP 7,68 132 0,312 12
EtBr 150 - 5 -
+ CPZ 37,5 14 2,5 12
+TZ 18,75 18 5 -
+ CCCP 75 12 5 -
+ NMP 2,34 164 5 -

CMI - Concentragdo minima inibitdria; TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-

clorofenilhidrazona; NMP — Arilpiperazina; EtBr — brometo de etidio. -, sem efeito.

Analisando a Tabela 11, verifica-se de um modo geral, que a CMI do antibidtico
na presenca do inibidor de efluxo, diminui significativamente quando comparada com o

valor da CMI determinada para 0 mesmo antibi6tico na auséncia do inibidor de efluxo.

Para E. coli AG100 e para a tetraciclina, 0 composto que apresentou um efeito
inibitorio mais significativo foi o NMP, uma vez que diminuiu a CMI da tetraciclina em
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32x. Os compostos CPZ, TZ e CCCP diminuiram o valor da CMI da tetraciclina em 2x,
8x e 4x, respectivamente. A CMI da ofloxacina foi reduzida 8x vezes na presenca de TZ,
CPZ e CCCP e 16x na presenca de NMP. Para a oxacilina, CCCP e NMP reduziram o
valor da CMI em 4x e 32x, respectivamente, ndo se verificando efeito significativo na
presenca de TZ e CPZ. Relativamente ao EtBr, verificou-se um decréscimo da sua CMI
na presenca de CPZ, TZ e NMP ndo se verificando efeito significativo na presenca de
CCCP.

Para a estirpe AGL100A, que apresenta o sistema AcrAB-TolC inactivado, os
compostos que apresentam um maior efeito na reducdo dos valores de CMI da tetraciclina
(8x) foram o0 CPZ e TZ seguido pelo NMP (4x). Relativamente a ofloxacina, oxacilina e
EtBr ndo se verificou efeito sinérgico na presenca de qualquer um dos inibidores em

concordancia com o esperado em virtude da auséncia do sistema AcrAB-TolC.

Os resultados obtidos confirmam que a tetraciclina, ofloxacina, oxacilina e o EtBr
sdo substratos do sistema de efluxo AcrAB-TolC em E. coli. Podemos também concluir
que o NMP ¢ o inibidor mais eficaz na reducdo dos valores de CMI dos antibidticos e
EtBr seguido do CPZ e TZ quando testados a ¥z da sua CMI.

De seguida, analisamos a capacidade dos referidos inibidores na diminuicdo das
CMls dos antibidticos seleccionados em L. plantarum. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 12. Verifica-se que a CMI dos antibidticos tetraciclina, ampicilina, eritromicina
e cloranfenicol e do EtBr diminuem significativamente (> 64-128X) na presenca de todos
os inibidores de efluxo testados com a Unica excepcdo da TZ. Este inibidor de efluxo ndo
demonstrou qualquer efeito nos valores de CMI dos quatro antibi6ticos bem como do
EtBr. Este resultado parece indicar que a TZ actua apenas como agente antimicrobiano,

e ndo tem qualquer efeito sobre possiveis sistemas de efluxo activos em L. plantarum.

Com estes resultados podemos concluir que o uso de inibidores de efluxo potencia
a actividade dos antibidticos tetraciclina, ampicilina, eritromicina e cloranfenicol em L.

plantarum, excepto o inibidor TZ que ndo teve qualquer alteracdo nas CMIs.
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Tabela 12. Valores obtidos de CMI para os antibiéticos e EtBr na presenca dos inibidores
de sistemas de efluxo (a ¥ da CMI) para L. plantarum ATCC14917.

Antibi6ticos/ EtBr na presenca/auséncia do L. plantarum
inibidor de efluxo CMI (ug/ml) ME
Tetraciclina 16

+CPZ 0,25 164
+TZ 16 -

+ CCCP <0,125 > 1128
+ NMP <0,125 > 1128
Ampicilina 2

+ CPZ <0,0156 > 1128
+TZ 2 -

+ CCCP <0,0156 > 1128
+ NMP <0,0156 > 1128
Eritromicina 0,0625

+ CPZ <0,00097 > |64
+TZ 0,0625 -

+ CCCP <0,00097 > 164
+ NMP <0,00097 > 164
Cloranfenicol 4

+ CPZ <0,0312 > 1128
+TZ 4 -

+ CCCP <0,0312 > 1128
+ NMP <0,0312 > 1128
EtBr 4

+ CPZ <0,0312 > 1128
+TZ 4 -

+ CCCP <0,0312 > 1128
+ NMP <0,0312 > 1128

CMI - Concentragcdo minima inibitéria; TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-

clorofenilhidrazona; NMP — Arilpiperazina; EtBr — brometo de etidio.
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Considerando os resultados obtidos e tendo em conta 0 que se sabe sobre o
mecanismo de ac¢do destes compostos (Viveiros et al., 2005; Kern et al., 2006; Viveiros
et al., 2008; Machado et al., 2017), podemos inferir que todos os inibidores de efluxo
testados promovem a retencdo dos antibiéticos em estudo neste trabalho bem como do
EtBr, através da inibicao de sistemas de efluxo activos. Todavia, o efeito inibitorio destes
compostos em combinagdo com o antibiotico/substrato, no crescimento bacteriano, é
avaliado apés 18 (E. coli) e 24 horas (L. plantarum) de exposi¢do a uma concentracdo
ndo letal do inibidor (¥ da CMI). Deste modo, para além da inibicdo da actividade de
efluxo, podemos colocar a hip6tese da existéncia de um efeito do inibidor na
permeabilidade celular devido ao tempo de contacto prolongado com a estirpe em estudo.
De forma a complementar os resultados indirectos obtidos pela ac¢éo dos inibidores de
efluxo na reducéo dos valores das CMIs dos antibioticos e EtBr, nas estirpes em estudo,
onde se verificaram inibicdes significativas, procedeu-se seguidamente ao estudo da
inibicdo do efluxo de EtBr em tempo real usando o fluorimetro e termociclador Rotor-
Gene 3000 e o fluorimetro Synergy HT Microplate Reader e assim completar o estudo

comparativo entre metodologias proposto como objectivo deste trabalho.

3.2. Comparacao do método fluorométrico semiautomatico em termociclador de

tempo real Rotor-Gene 3000 com o Synergy HT Microplate Reader

A monitorizacdo do transporte de EtBr através da parede celular bacteriana
permite-nos observar a presenca e actividade de transportadores membranares
responsaveis pelo transporte deste substrato do interior para o exterior da célula (efluxo),
e gque sdao também responsaveis pela co-extrusdo de outros compostos antimicrobianos
como detergentes, biocidas e corantes fluorescentes como EtBr (Paixdo et al., 2009;
Viveiros et al., 2010). Deste modo, foram realizados ensaios de acumulacdo de EtBr
usando dois sistemas de deteccdo fluorométrica, o termociclador em tempo real Rotor-
Gene 3000 e o0 Synergy HT Microplate Reader.

Para a interpretacdo dos resultados obtidos destes ensaios, foi necessario ter em
conta os seguintes aspectos: i) o nivel de fluorescéncia emitido pelo EtBr quando se
encontra em solucdo é constante; ii) a entrada de EtBr nas células ocorre por difusdo
passiva devido a permeabilidade da parede celular bacteriana; e iii) o equilibrio entre a
difusdo passiva e o efluxo activo de EtBr através dos sistemas de efluxo resulta no
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estabelecimento de um equilibrio entre o influxo e o efluxo que, quando desequilibrado
para o primeiro por inibicdo do segundo, resulta na acumulacdo de EtBr na célula

bacteriana (Paixao et al., 2009; Viveiros et al., 2008).

3.2.1. E. coli AG100

3.2.1.1. Determinacdo da concentracao de equilibrio de EtBr

Foram realizados ensaios de acumulacao de EtBr para E. coli AG100 na presenca
de diferentes concentracdes de EtBr para determinar qual a concentracdo de equilibrio de
EtBr (concentracdo na qual existe um equilibrio entre a entrada e saida de EtBr da célula)

e avaliar qual a variagdo entre os dois sistemas de deteccao.

Para os ensaios realizados no Rotor-Gene seguimos o protocolo em uso para E. coli tendo
sido testadas concentracfes de EtBr de 0,125 a 5 pg/ml. Nos ensaios usando o Synergy
HT foram testadas concentracdes de 0,25 a 256 pg/ml. Os ensaios foram realizados

também na presenca de glucose. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 14.
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Figura 14. Graficos representativos dos ensaios de acumulagdo de EtBr na presenca de

concentracdes crescentes de EtBr, na auséncia e na presenca de glucose a 0,4%, para a

estirpe E. coli AG100 usando o Rotor-Gene 3000 (A e C) e 0 Synergy HT Microplate Reader

(B e D). As concentracGes de EtBr sdo apresentadas em [ug/ml]. G — glucose.

No ensaio de acumulagdo efectuado no fluorimetro e termociclador em tempo real

Rotor-Gene verifica-se acumulacdo minima de EtBr com concentracdes até 1 pg/ml. A

50



Resultados e Discussdo

concentracédo de equilibrio de EtBr para E. coli AG100 é de 1 pg/ml (mé&ximo 10 unidades
de fluorescéncia (UF)). No ensaio efectuado no fluorimetro de placas Synergy HT
verifica-se uma acumulacdo minima de EtBr com concentracdes até 4 pg/ml (maximo 10
UF). Deste modo, a concentra¢do de equilibrio de EtBr para E. coli AG100 usando o
Synergy HT é de 4 pg/ml. Os mesmos ensaios realizados na presenca de glucose mostram
um ligeiro decréscimo dos niveis de fluorescéncia, como esperado uma vez que a adi¢ao
de glucose funciona como fonte de energia para o funcionamento das bombas de efluxo
resultando assim numa menor acumulagdo de EtBr. A concentracdo de equilibrio

manteve-se nos mesmos valores na presenca de glucose com os dois sistemas de deteccéo.

Com os resultados obtidos, podemos concluir que os niveis basais de acumulagao
de EtBr dependem ndo sé da estirpe mas também da sensibilidade do sistema de detec¢do
fluorométrico que se esta a usar. Para E. coli AG100, a CMI do EtBr é de 150 pg/mi
(Tabela 8) pelo que ambas as concentracdes determinadas como concentracdo de
equilibrio, para além de estarem muito proximas, ndo apresentam qualquer efeito na

viabilidade celular.

3.2.1.2. Determinacdo dos niveis de acumulacéo de EtBr na presenca e auséncia de

inibidores de efluxo

Seguidamente foram realizados ensaios de acumulagdo de EtBr na concentragao
de equilibrio determinada anteriormente, e para cada sistema de detec¢do, na presenca e
auséncia dos inibidores de efluxo TZ, CPZ, NMP e CCCP. Pretendemos avaliar o efeito
dos inibidores de efluxo na acumulagéo intracelular em tempo real de EtBr para a estirpe
E. coli AG100 e avaliar qual a variagdo entre os dois sistemas de deteccdo. Os inibidores
de efluxo foram testados a ¥ da respectiva CMI na presenca e auséncia de glucose. Os

resultados obtidos estdo representados na Figura 15.
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Figura 15. Graficos representativos dos ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca e

auséncia de inibidores de efluxo, com e sem glucose a 0,4%, para a estirpe E. coli AG100,

usando o Rotor-Gene 3000 (A e C) e 0 Synergy HT Microplate Reader (B e D). A curva a

preto corresponde as células inactivadas por calor e posteriormente incubadas na presenca de EtBr

na concentragdo de equilibrio. As concentragdes de compostos sdo apresentadas em [pg/ml].
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Com base nos valores de fluorescéncia ao final dos 30 minutos de ensaio,
determinamos o indice de FFR (ver material e métodos) que reflecte a capacidade de um
inibidor de efluxo em potenciar a retencdo de EtBr no interior da célula. Quanto maior o
valor de FFR, maior é capacidade do inibidor em proporcionar acumulagéo intracelular
de EtBr (Machado et al., 2011). Os resultados foram realizados na presenca e auséncia de

glucose e estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores de fluorescéncia final relativa para os inibidores de efluxo em estudo.

Fluorescéncia Final Relativa
Inibidores de efluxo = gell) G
Rotor-Gene Synergy HT

- glucose + glucose - glucose + glucose

CpPz 6,44 + 0,49 6,44 + 0,20 2,17 +£0,17 2,55+0,18

TZ 4,30 £0,03 2,99 £0,49 1,33+0,08 1,72 +0,39

CCCP 2,66 + 0,02 3,05+0,15 1,33+0,08 0,92 +0,08

NMP 3,61+£0,51 5,88 £0,13 1,03+0,05 0,81+0,10

TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; NMP — Arilpiperazina.
Valores a bold indicam os inibidores mais eficientes.

Com base nos resultados obtidos, verificamos que o CPZ é o inibidor que
apresenta maior capacidade para promover a acumulacdo de EtBr na célula, seguido da
TZ, NMP e CCCP, resultados concordantes com o0s anteriormente obtidos na literatura
(Viveiros et al., 2005; Costa, 2009; Pinto, 2012; Machado et al., 2017). Ambos 0s
sistemas de deteccdo demostram ser capazes de detectar acumulacdo de EtBr na presenca
de inibidores de efluxo. Na presenca de glucose, o0 CPZ é o inibidor que apresenta
novamente maior capacidade para promover a acumulacdo de EtBr na celula em ambos
0s sistemas. As tendéncias mantém-se na presenca de TZ mas na presenca de CCCP e
NMP, enquanto os valores de FFR aumentam relativamente & condigdo sem glucose
guando testados no Rotor-Gene, no leitor de placas os niveis de acumulacéo decrescem.
No entanto, e de um modo geral, os niveis de acumulacdo de EtBr e respectiva

fluorescéncia relativa detectada na presenca dos inibidores de efluxo, com e sem glucose,
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decrescem quando testados no Synergy HT, uma vez mais evidenciando menos

sensibilidade de deteccao de sinal de fluorescéncia.

A acumulacdo méxima de EtBr na concentracdo de equilibrio para AG100 com os
sistemas de efluxo inactivados pelo calor foi aproximadamente 25 UF superior
relativamente as celulas com sistemas de efluxo activos (Rotor-Gene 3000) e 30 UF
relativamente as células com sistemas de efluxo activos (Synergy). Estes resultados
confirmam a existéncia de actividade de efluxo na estirpe AG100 e indicam que 0s
inibidores CPZ, TZ e NMP conseguem promover a acumulacédo de EtBr a niveis similares

ao de células cuja actividade de efluxo foi inactivada.

3.2.2. E. coli AG100A

3.2.2.1. Determinacao da concentracéo de equilibrio de EtBr

Foram realizados ensaios de acumulacdo de EtBr para E. coli AG100A na
presenca de diferentes concentracdes de EtBr para determinar qual a concentracdo de

equilibrio de EtBr e avaliar qual a variacdo entre os dois sistemas de deteccao.

Para os ensaios realizados no Rotor-Gene seguimos o protocolo em uso para E.
coli tendo sido testadas concentrac6es de EtBr de 0,125 a 5 pg/ml. Nos ensaios usando o
Synergy HT foram testadas concentracdes de 0,25 a 256 pg/ml. Os ensaios foram
realizados também na presenca de glucose. Os resultados obtidos estdo representados na

Figura 16.
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Figura 16. Gréficos representativos dos ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca de

concentracdes crescentes de EtBr, na auséncia e na presenca de glucose a 0,4%, para a
estirpe E.coli AG100A usando o Rotor-Gene 3000 (A e C) e o Synergy HT Microplate

Reader (B e D). As concentracGes de EtBr sdo apresentadas em [ug/ml]. G — glucose.

No ensaio de acumulagédo efectuado no Rotor-Gene verifica-se uma acumulacéo

minima de EtBr com concentragdes até 0,25 pg/ml. A concentracdo de equilibrio de EtBr
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para E. coli AG100A é de 0,25 pg/ml. No ensaio efectuado no Synergy HT verifica-se
uma acumulacdo minima de EtBr com concentracdes até 1 pg/ml. Deste modo, a
concentracdo de equilibrio de EtBr para E. coli AG100A usando o Synergy HT é de 1
pg/ml. Os mesmos ensaios realizados na presenca de glucose mostram um ligeiro
decréscimo dos niveis de fluorescéncia, como esperado uma vez que a adi¢do de glucose
funciona como fonte de energia para o funcionamento das bombas de efluxo resultando
assim numa menor acumulacdo de EtBr. A concentracdo de equilibrio manteve-se na

presenca de glucose com os dois sistemas de deteccao.

Como verificado anteriormente para a estirpe E. coli AG100, estes resultados
demonstram que os niveis basais de acumulacéo de EtBr dependem ndo so da estirpe mas
também da sensibilidade do sistema de detec¢do fluorométrico que se esté a usar. Para E.
coli AG100A, a CMI do EtBr é de 5 pug/ml sendo que o aumento da concentracao de
equilibrio de EtBr, quando testado no Synergy HT, néo é suficiente para influenciar a

viabilidade celular.

3.2.2.2. Determinagao dos niveis de acumulacéo de EtBr na presenca e auséncia de
inibidores de efluxo

Seguidamente foram realizados ensaios de acumulagéo de EtBr na concentracéo
de equilibrio determinada anteriormente, e para cada sistema de deteccdo, na presenca e
auséncia dos inibidores de efluxo TZ, CPZ, NMP e CCCP. Pretendemos avaliar o efeito
dos inibidores de efluxo na acumulagédo intracelular de EtBr para a estirpe E. coli
AG100A e avaliar qual a variagdo entre os dois sistemas de detecgdo. Os inibidores de
efluxo foram testados a ¥4 da respectiva CMI na presenca e auséncia de glucose. Os

resultados obtidos estdo representados na Figura 17.
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Figura 17. Graficos representativos dos ensaios de acumulacdo de EtBr na presenca e

auséncia de inibidores de efluxo, com e sem glucose a 0,4%, para a estirpe E. coli AG100A,

usando o Rotor-Gene 3000 (A e C) e 0 Synergy HT Microplate Reader (B e D). A curva a

preto corresponde as células inactivadas por calor na presenga de EtBr na concentracdo de

equilibrio. As concentracdes de compostos sdo apresentadas em [pg/ml]. G — glucose.
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Com base nos valores de fluorescéncia ao final dos 30 minutos de ensaio,
determinamos o indice de FFR. Os resultados foram realizados na presenca e auséncia de

glucose e estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de fluorescéncia final relativa para os inibidores de efluxo em estudo.

Fluorescéncia Final Relativa
. E. coli AG100A
Inibidores de efluxo
Rotor-Gene Synergy HT

- glucose + glucose - glucose + glucose

CpPz 1,75 + 0,05 2,40+0,11 1,04 +0,18 | 0,92 +0,00

TZ 1,60 + 0,02 2,63+0,04 | 0,96+0,06 | 0,62+0,00

CCCP 0,05+0,11 | 0,14+0,16 0,30+£0,24 | 0,12+0,05

NMP 1,25 +0,12 2,14 +0,37 0,48+0 0,42 +0,05

TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; NMP — Arilpiperazina.
Valores a bold indicam os inibidores mais eficientes.

Com base nos resultados obtidos, verificamos que o CPZ € o inibidor que
apresenta maior capacidade para promover a acumulacdo de EtBr na célula, seguido da
TZ e NMP, também em sintonia com a literatura (Viveiros et al., 2005; Costa, 2009;
Pinto, 2012; Machado et al., 2017). Na presenga de glucose, a TZ é o inibidor que
apresenta maior capacidade para promover a acumulacdo de EtBr na célula. No entanto,
e de um modo geral, os niveis de acumulacdo de EtBr na presenca dos inibidores de

efluxo, com e sem glucose decrescem quando testados no Synergy HT.

A acumulagdo maxima de EtBr na concentragédo de equilibrio para AG100A com
o sistema de efluxo AcrAB inactivado geneticamente e o0s restantes sistemas de efluxo
inactivados pelo calor foi aproximadamente 3 UF superior relativamente as células com
sistemas de efluxo activos (Rotor-Gene 3000) e 7 UF relativamente as células com
sistemas de efluxo activos (Synergy). Estes resultados confirmam que a AG100A possui
reduzida actividade de efluxo uma vez que os niveis de acumulacdo de EtBr sdo
semelhantes entre si estando os sistemas de efluxo activos ou inactivos. Verificou-se

também que os inibidores CPZ, TZ e NMP conseguem promover a acumulacédo de EtBr
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a niveis similares ou ligeiramente superiores ao de células cuja actividade de efluxo foi
inactivada. Os resultados obtidos foram similares entre os dois sistemas de detec¢édo
demostrando a eficiéncia do Synergy HT para a anélise de actividade de efluxo e teste de

compostos usando estirpes com sistemas de efluxo comprometidos.

Combinados os resultados obtidos com as estirpes controlo Gram-negativas, E.
coli AG100 e AG100A, demostra-se que o fluorimetro Synergy HT é capaz de fornecer
resultados semelhantes aos obtidos com o fluorimetro e termociclador Rotor-Gene 3000,
embora com um nivel de sensibilidade mais baixo, reproduzindo os resultados obtidos

previamente pelo nosso grupo de trabalho (Viveiros et al., 2005; Machado et al., 2017).

3.2.3. L. plantarum ATCC14917

Apos optimizada a técnica e realizados os ensaios com as estripes controlo
analisamos a capacidade do aparelho Synergy HT para a deteccéo de sistemas de efluxo
activos numa bactéria Gram-positiva e para tal seleccionamos L. plantarum.
Seleccionamos esta espécie principalmente por ser uma bactéria ndo patogénica ideal para
ser usada como modelo em optimizacdo de novos métodos/protocolos experimentais e
novos farmacos/compostos inibidores. Associamos ainda o facto de ndo haver estudos
que descrevam a deteccdo em tempo real de actividade de efluxo nesta bactéria apesar de
estarem ja descritos casos de resisténcia aos antibioticos associada a efluxo (ver capitulo

Introducdo ponto 1.5.2).

3.2.3.1. Determinacdo da concentracao de equilibrio de EtBr

Foram realizados ensaios de acumulacéo de EtBr para L. plantarum ATCC14917
na presenca de diferentes concentracOes de EtBr para determinar qual a concentracao de

equilibrio de EtBr e avaliar qual a variagao entre os dois sistemas de deteccéo.

Nos ensaios usando o Rotor-Gene foram testadas concentragdes de EtBr de 0,0315
a5 pg/ml. Nos ensaios usando o Synergy HT foram testadas concentrac6es de 0,25 a 256
pg/ml. Os ensaios foram realizados na presenca de glucose. Os resultados obtidos estdo

representados na Figura 18.
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Figura 18. Graficos representativos dos ensaios de acumulagdo de EtBr na presenca de
concentracdes crescentes de EtBr, na auséncia e na presenca de glucose a 0,4%, para a
estirpe L. plantarum ATCC14917 usando o Rotor-Gene 3000 (A e C) e 0 Synergy HT

Microplate Reader (B e D). As concentrac@es de EtBr sdo apresentadas em [ug/ml]. G — glucose.
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No ensaio de acumulagédo efectuado no Rotor-Gene verifica-se uma acumulacéo
minima de EtBr com concentracdes até 1 pg/ml. A concentracdo de equilibrio de EtBr
para L. plantarum ATCC14917 é de 1 pg/ml. No ensaio efectuado no Synergy HT
verifica-se uma acumulagdo minima de EtBr com concentrages até 4 pg/ml. Deste modo,
a concentracdo de equilibrio de EtBr para L. plantarum ATCC14917 usando o Synergy
HT é de 4 pg/ml. Os mesmos ensaios realizados na presenga de glucose mostram um
ligeiro decréscimo dos niveis de fluorescéncia, como esperado uma vez que a adicdo de
glucose funciona como fonte de energia para o funcionamento das bombas de efluxo
resultando assim numa menor acumulagdo de EtBr. A concentragdo de equilibrio

manteve-se na presenca de glucose com os dois sistemas de detecgéo.

Estes resultados corroboram as tendéncias obtidas com as estirpes controlo Gram-
negativas de E. coli pelo que se podem tirar inferéncias semelhantes, i.e., que 0s niveis
basais de acumulacédo de EtBr dependem néo s6 da estirpe mas também da sensibilidade
do sistema de deteccdo fluorométrico que se esta a usar. Para L. plantarum ATCC14917,
a CMI do EtBr é de 4 ug/ml. Apesar de estarem muito préximas, concentracdo de
equilibrio obtida no Synergy HT corresponde ao valor CMI do EtBr para esta estirpe. Nos
ensaios de acumulacdo com EtBr na presenca de inibidores de efluxo usamos esta
concentracdo por ser a concentracdo que corresponde as condi¢des previamente
estabelecidas em que a concentracdo de equilibrio corresponde aquela que ndo excede as
10 UF. No entanto, analisando Figura 18-B) verificamos que também as concentracdes 2
e 1 ug/ml de EtBr poderiam ter sido seleccionadas como concentrac@es de equilibrio uma
vez que apresentam os mesmos niveis de fluorescéncia obtidos a 4 pug/ml. Isto indicando
que estas concentracdes poderdo também ser usadas futuramente como concentracdo de

equilibrio para esta bactéria.
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3.2.3.2. Determinacao dos niveis de acumulacdo de EtBr na presenca e auséncia de

inibidores de efluxo

Seguidamente foram realizados ensaios de acumulagédo de EtBr na concentracao
de equilibrio determinada anteriormente, e para cada sistema de detec¢do, na presenca e
auséncia dos inibidores de efluxo TZ, CPZ, NMP e CCCP. Pretendemos avaliar o efeito
dos inibidores de efluxo na acumulagéo intracelular de EtBr para a estirpe L. plantarum
ATCC14917 e avaliar qual a variacdo entre os dois sistemas de detec¢do. Os inibidores
de efluxo foram testados a ¥ da respectiva CMI na presenca e auséncia de glucose. Os

resultados obtidos estdo representados na Figura 19.
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Figura 19. Gréficos representativos dos ensaios de acumulacdo de EtBr na presencga e

auséncia de inibidores de efluxo, com e sem glucose a 0,4%, para a estirpe L. plantarum
ATCC14917, usando o Rotor-Gene 3000 (A e C) e 0 Synergy HT Microplate Reader (B e
D). A curva a preto corresponde as células inactivadas por calor na presenca de EtBr na

concentracdo de equilibrio. As concentracdes dos compostos sdo apresentadas em [ug/ml]. G —

glucose.
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Com base nos valores de fluorescéncia ao final dos ensaios, determinamos o
indice de FFR. Os resultados foram realizados na presenca e auséncia de glucose e estdo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Valores de fluorescéncia final relativa para os inibidores de efluxo em estudo.

Fluorescéncia Final Relativa
_ L. plantarum ATCC14917
Inibidores de efluxo Rotor-Gene SYRergy T

- glucose + glucose - glucose + glucose

CPz -0,07+0,00 | -0,08+0,03 | 0,44+0,05 | 0,11 0,05

TZ -0,0+0,01 | -0,22+0,03 | 0,30+0,10 | 0,22 £0,00

CCcCP 0,05+0,09 | 0,09+£0,01 | 0,45+£0,09 [ 0,32+0,05

NMP -0,14+0,05 | -0,26 +0,04 | 0,05+0,05 | 0,27 £0,05

TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; CCCP - Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona; NMP — Arilpiperazina.
Valores de FFR negativos indicam que existe menos acumulagdo de EtBr na presenca do inibidor do que no controlo
apenas com EtBr.

Com base nos resultados obtidos, verificamos que a acumulagéo intracelular de
EtBr é de quase nula. Por razdes desconhecidas, foi possivel detectar acumulagéo de EtBr
na presenca dos inibidores de efluxo usando o Synergy HT e ndo com o Rotor-Gene 3000.
CCCP e CPZ sdo os inibidores que apresentam maior capacidade para promover a
acumulacdo de EtBr na célula, seguindo-se a TZ. Os ensaios na presenca de glucose nao

apresentam diferencgas significativas em relagéo aos ensaios na auséncia de glucose.

A acumulacdo méaxima de EtBr na concentracdo de equilibrio para L. plantarum
com os sistemas de efluxo inactivados foi aproximadamente 20 UF superior relativamente
as células com sistemas de efluxo activo (Rotor-Gene 3000) e 15 UF relativamente as
células com sistemas de efluxo activos (Synergy). Estes resultados confirmam que L.
plantarum possui elevada actividade de efluxo uma vez que os niveis de acumulagéo de
EtBr da estirpe com sistemas de efluxo activos diferem significativamente da estirpe com
sistemas de efluxo inactivos. Verificou-se também que os inibidores CCCP, CPZ, TZ e

NMP ndo conseguem promover a acumulacao de EtBr a niveis similares ao de células
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cuja actividade de efluxo foi inactivada. Futuramente poderdo ser testados outros
inibidores como p.ex., 0 verapamil que possui actividade inibitdria de efluxo em S. aureus
(Gram-positiva) (Costa et al., 2013) e é praticamente ineficaz como inibidor de efluxo

em E. coli (dados ndo publicados).
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4. Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram-nos concluir:

a) Que os inibidores de efluxo testados, tioridazina, clorpromazina, carbonil
cianeto m-clorofenilhidrazona e a arilpiperazina possuem efeito sinérgico significativo
nos niveis de resisténcia intrinseca aos antibioticos nestas duas espécies modelos testadas,
diminuindo significativamente a CMI destes antibioticos. Em E. coli o efeito modulador
variou de 4x a 32x enquanto em L. plantarum variou de 64x a 128x o que demonstra a
capacidade de adjuvancia destes compostos inibidores de efluxo no tratamento destas
infecgdes;

b) Quais as diferencgas existentes entre 0os métodos de anélise e quantificacdo do
efluxo de EtBr em tempo real usando o método desenvolvido no IHMT/NOVA usando o
fluorimetro e termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000 e 0 método fluorométrico
desenvolvido por Coldham et al., (2010) que recorre a um leitor de placas, apresentando-
se as suas vantagens e suas desvantagens na Tabela 16.

Tabela 16. Comparacdo entre o fluorimetro e termociclador em tempo real Rotor-Gene

3000 e fluorimetro Synergy HT Microplate Reader.

Synergy HT Microplate Reader (BioTek
Instruments)
- Formato “high-throughput” em microplacas

de 96 pogos para 200 pl

Rotor-Gene 3000™ (Corbett Research)

- Rotor para 36 microtubos de 200 pl

-Permite a analise de um reduzido nimero de
amostras simultaneamente (36)

- Permite a analise de um elevado nlimero de
amostras simultaneamente (96)

- Possibilita expor as amostras a diferentes
condicdes experimentais — “screening”
limitado

- Possibilita expor as amostras a diferentes e
variadas condicGes experimentais —
“screening” mais alargado

- Elevada sensibilidade devido as
caracteristicas de deteccdo — rotor que
permite a concentragéo das amostras
aumentando a sensibilidade da detec¢éo

- Menor sensibilidade devido ao formato do
ensaio — placas de 96 pogos, sem agitacéo,
disperséo das amostras reduzindo a
sensibilidade da deteccéo

- Variabilidade intra- e inter-ensaio elevada

- Variabilidade intra- e inter-ensaio reduzida
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Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o fluorimetro Synergy
HT Microplate Reader pode ser considerado uma alternativa ao fluorimetro e
termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000. Ambos os aparelhos apresentaram
resultados e capacidades analiticas semelhantes permitindo efectuar as andlises
comparativas de capacidade de efluxo equivalentes.

O fluorimetro Synergy HT Microplate Reader em comparacgdo com o fluorimetro
e termociclador em tempo real Rotor-Gene 3000 apresenta uma menor sensibilidade
devido a diferenca nas caracteristicas de deteccao e formato do ensaio, sendo essa a sua
maior desvantagem. Estes ensaios foram realizados utilizando placas de fluorimetria com
fundo plano o que podera proporcionar uma maior dispersao da fluorescéncia emitida no
poc¢o diminuindo a sensibilidade da deteccdo. Uma das alteragdes que se poderéa efectuar
futuramente para aumentar a sensibilidade do ensaio passa pela utilizacdo de placas de
fluorimetria com fundo redondo o que podera permitir a concentra¢do da amostra no poco
com menor dispersdo do sinal. O Synergy HT apresenta vantagens importantes em
relacdo ao Rotor-Gene 3000, tais como, um formato “high-throughput” em microplacas
de 96 pogos, a possibilidade de usar um maior nimero de amostras, um “screening mais

alargado” e a reduzida variabilidade intra- e inter-ensaio (Tabela 16).

Com base nos resultados obtidos e caracteristicas do aparelho, pode-se considerar
que este método em placa de 96 pocos para a deteccdo de efluxo em bactérias confiavel
e reprodutivel e pode ser uma alternativa segura do ponto de vista da biosseguranca para
a determinacdo da actividade de efluxo em tempo real em estirpe clinicas MDR
auxiliando no estudo e desenvolvimento de novos farmacos que possam inibir o efluxo
de antibidticos e assim funcionarem como adjuvantes da terapéutica antibiotica

prevenindo a aquisicdo de resisténcia (Blair and Piddock, 2016).
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