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Potencial da nisina no controle de Staphylococcus aureus resistente (MRSA)
e sensivel (MSSA) a meticilina

RESUMO

Staphylococcus aureus tém sido considerado um dos maiores problemas de saude publica a
nivel mundial devido, principalmente, a habilidade de desenvolver resisténcia a antibioticos.
A prevaléncia de linhagens de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) tanto em ambiente
hospitalar quanto em ambientes comunitarios tém aumentado, sendo descritos casos de
infeccOes ¢ relatos de mortes em criancas e adultos saudaveis. Bacteriocinas tem sido
apontadas como alternativas promissoras para o controle deste patégeno. Entretanto, além do
uso terap€utico destes peptideos ainda nao ser aprovado, alguns estudos indicam a
possibilidade de selecdo de linhagens resistentes. Portanto, antes do uso terapéutico de
bacteriocinas, estudos precisam ser realizados para o entendimento do efeito que a
bacteriocina possa ter na sele¢ao de linhagens resistentes para evitar o problema da atualidade
com linhagens resistentes aos antibioticos tradicionais. Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana da nisina contra cepas de MRSA e MSSA
isoladas da orofaringe de profissionais da 4rea de saude e verificar a selecdo de linhagens
resistentes a bacteriocina. Para a caracterizagdo genotipica das linhagens MRSA e MSSA,
foram testados os genes nucA, LuckPV, mecA e mecC. As linhagens MSSA foram positivas
para amplificagdo apenas do gene nucA, confirmando a identificagdo de género e espécie
destas linhagens. Para as linhagens MRSA, o unico gene que ndo foi detectado foi o meC,
confirmando o fenodtipo de resisténcia a meticilina e que estas linhagens sdo de origem
humana e de ambientes comunitarios. Os resultados obtidos pelo teste de difusdo em agar
demonstraram que 80% das linhagens MSSA (n=30) foram inibidas pela nisina e apenas uma
linhagem MRSA (n=6) ndo apresentou sensibilidade a bacteriocina. A CIM das linhagens de
MSSA variou de 97,7 a 1250UI/mL e das linhagens MRSA de 937,50 a 5000 UI/mL. A DBM
para as linhagens de MSSA variou de 97,7 Ul/mL a valores superiores a 50000 Ul/mL, e para
MRSA esta variagdo ficou entre 5000 UI/mL a valores maiores que 10000 UI/mL dependendo
da linhagem. Para a maioria das linhagens a DBM foi maior que a CIM, mostrando que o
efeito da bacteriocina depende da concentragdo da mesma: baixas concentragcdes exercem
efeito bacteriostatico e altas concentracdes efeito bactericida. A adi¢do de concentracdes
crescentes da bacteriocina ao meio BHI resultaram, de maneira geral, no aumento da fase lag
e diminui¢do da velocidade especifica de crescimento e DO maxima atingida pelas culturas
MSSA e MRSA. Linhagens de MSSA ¢ MRSA foram transferidas por aproximadamente 30
geracdes na presenca da bacteriocina e foi observada diminui¢do na sensibilidade com
consequente aumento da CIM da nisina para todas as linhagens testadas. O fenotipo de
resisténcia a bacteriocina demonstrou ser uma caracteristica estavel para estas linhagens,
podendo estar associado a um fator genético. Foi observado também que a utilizagao da nisina
pode desencadear resisténcia cruzada a alguns antibidticos. Os resultados obtidos
demonstraram que a nisina ¢ eficiente em controlar o crescimento de MSSA e MRSA.
Entretanto, o fato destas linhagens demonstrarem resisténcia a bacteriocina apds transferéncia
na presenca da mesma indica a necessidade de desenvolver estratégias para evitar no futuro o
problema atual de resisténcia a antibioticos. A melhor maneira de usar bacteriocinas
terapeuticamente sugere-se que seja em combinacdo com antibioticos tradicionais.

Palavras-chave: Bacteriocinas. Alternativa terapéutica. Resisténcia. Orofaringe.



Potencial of nisin in the control of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) and methicillin-sensitive (MSSA)

ABSTRACT

Staphylococcus aureus has been considered a major public health problem worldwide due
mainly to the ability to develop resistance to antibiotics. The prevalence of methicillin
resistant strains of S. aureus (MRSA) in both hospital and community settings has been
increasing, with cases of infections and deaths reported in healthy children and adults.
Bacteriocins have been identified as promising alternatives for the control of this pathogen.
However, besides the therapeutic use of these peptides still not approved, some studies
indicate the possibility of selection of resistant strains. Therefore, prior to the therapeutic use
of bacteriocins, studies must be carried out to understand the effect that bacteriocin may have
on the selection of resistant strains to avoid the current problem with lineages resistant to
traditional antibiotics. In view of the above, the objective of this study was to verify the
antimicrobial activity of nisin against strains of MRSA and MSSA isolated from the
oropharynx of health professionals and verify the selection of strains resistant to bacteriocin.
For the genotypic characterization of the MRSA and MSSA strains, the nucA, LuckPV, mecA
and mecC genes were tested. The MSSA lines were positive for amplification of the nucA
gene only, confirming the identification of genus and species of these strains. For MRSA
strains, the only gene that was not detected was mecC, confirming the methicillin resistance
phenotype and that these strains are of human origin and of community environments. The
results obtained by the agar diffusion test demonstrated that 80% of the MSSA strains (n = 30)
were inhibited by nisin and only one MRSA line (n = 6) showed no sensitivity to bacteriocin.
The MIC of MSSA strains ranged from 97.7 to 1250 IU / mL and from MRSA strains of
937.50 to 5000 IU / mL. The DBM for MSSA strains varied from 97.7 IU / mL to values
greater than 50,000 IU / mL, and for MRSA, this variation was between 5000 IU / mL at
values greater than 10,000 IU / mL depending on the lineage. For most lineages DBM was
higher than MIC, showing that the effect of bacteriocin depends on bacteriocin concentration:
low concentrations exert bacteriostatic effect and high concentrations bactericidal effect. The
addition of increasing concentrations of the bacteriocin to the BHI medium generally resulted
in the increase in the lag phase and decrease in the specific growth rate and maximal DO
reached by the MSSA and MRSA cultures. MSSA and MRSA strains were transferred for
approximately 30 generations in the presence of bacteriocin and a decrease in sensitivity was
observed with a consequent increase in nisin MIC for all strains tested. The bacteriocin
resistance phenotype has been shown to be a stable trait for these strains and may be
associated with a genetic factor. It has also been observed that the use of nisin may trigger
cross-resistance to some antibiotics. The results obtained demonstrated that nisin is efficient
in controlling the growth of MSSA and MRSA. However, the fact that these lines demonstrate
resistance to bacteriocin after transfer in the presence of the same indicates the need to
develop strategies to avoid in the future the current problem of resistance to antibiotics. The
best way to use bacteriocins therapeutically is to suggest that it is in combination with
traditional antibiotics.

Keywords: Bacteriocins. Therapeutic alternative. Resistance. Oropharynx.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, um dos maiores problemas de saude publica a nivel mundial ¢ a
selecdo de linhagens bacterianas resistentes a antibioticos. O aumento da incidéncia de
patogenos resistentes tem sido relacionado como uma das principais causas de infecgdes
hospitalares, contribuindo para uma elevada taxa de mortalidade (SAHA et al., 2017, BAUER
& SAMPATHKUMAR, 2017). Entre os patdgenos resistentes, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Enterococos resistente a vancomicina (VRE) e algumas
bactérias Gram-negativo como, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e Klebsiella
pneumoniae, tem sido relatados como os principais responsaveis por atingir as Unidades de

Tratamento Intensivo (GUILLAMET & KOLLEF, 2017).

Dentre esses, MRSA tem sido associado tanto a infec¢des hospitalares (HA-MRSA)
quanto a infec¢des adquiridas em ambientes comunitarios (CA-MRSA), sendo o surgimento
de cepas de CA-MRSA responsaveis por uma alteracao na epidemiologia desta bactéria (NG
et al., 2017; SAN et al.; 2017). As cepas HA-MRSA sdo caracterizadas por exibir uma
resisténcia a multiplas drogas dificultando a selecdo de antibidticos no tratamento de
pacientes hospitalizados (BHAT et al., 2016). E ha ainda o surgimento de um terceiro tipo
chamado de LA-MRSA, que tem surgido devido ao aumento da incidéncia de infecdes por
MRSA em animais (PAPADOPOULUS et al, 2018). Estudos ainda apontam que a
prevaléncia de MRSA em ambientes comunitarios (CA-MRSA) estd aumentando
substancialmente, chegando a ultrapassar os casos adquiridos em hospitais (HADLER et al.,
2012; JUHASZ-KASZANYITZKY et al., 2017). Linhagens de MRSA tem sido isoladas de
animais, alimentos € humanos (CASTRO et al., 2017; KINROSS et al., 2017).

O aumento na prevaléncia de patdogenos resistentes a antibioticos implica na existéncia
cada vez menor de agentes antimicrobianos efetivos para tratar infecgdes causadas por estas
bactérias (MAGIORAKOS et al., 2012; LIN et al.; 2016). Essa ocorréncia ¢ agravada pelo
fato de que hd muitas décadas, nenhum agente antimicrobiano novo ¢ desenvolvido e a
estimativa € que daqui a 50 anos ndo existird nenhum antibiodtico eficaz se novas drogas nao
forem desenvolvidas (ALLEN et al., 2014; ROLAIN et al., 2016; REX & OUTTERSON,
2016; HAGRAS et al., 2018). Tal fato gera a necessidade urgente do desenvolvimento de

formas alternativas para o controle de patdgenos resistentes aos antibidticos tradicionais.



O uso de bacteriocinas tem sido apontado como uma alternativa promissora para o
controle de patogenos resistentes a antibidticos (ALLEN et al., 2014; ROLAIN et al., 2016).
Bacteriocinas podem ser definidas como peptideos antimicrobianos produzidos tanto por
bactérias Gram-negativo quanto por Gram-positivo, com espectro de agdo variado
(KARPINSKI & SZKARADKIEWICZ, 2013; REX & OUTTERSON, 2016;
OVCHINNIKOV et al., 2017).

Bacteriocinas produzidas por bactérias lacticas tém demonstrado ampla aplicacdo na
conservagao de alimentos (TOLDI et al., 2014; OGAKI et al., 2015; AHMAD et al., 2017),
mas estudos também tém mostrado seu potencial terapéutico (BALCIUNAS et al., 2013;
ALLEN et al., 2014; BEHRENS et al., 2017). A nisina, umas das bacteriocinas mais
estudadas e melhor caracterizada pode ser utilizada concomitantemente ao antibidtico
diminuindo, assim, as chances de selecdo de linhagens resistentes (KARPINSKI &
SZKARADKIEWICZ, 2013; OVCHINNIKOV et al., 2017; JORGE et al., 2017). Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana da nisina contra
cepas de MRSA e MSSA isoladas da orofaringe de profissionais da area de satide e verificar a

selecao de linhagens resistentes a bacteriocina.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Bacteriocinas

Historicamente o termo bacteriocina remete a peptideos de baixo peso molecular
produzidos por bactérias que apresentam atividade antimicrobiana com especificidade
primaria e acao restrita a isolados do mesmo género. Eles sao produzidos tanto por bactérias
Gram-positivo (Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, bactérias Propionibacterium), quanto por bactérias Gram-negativo (Escherichia
coli, Shigella, Serratia, Klebsiella, Pseudomonas), sendo Lactobacillus e Lactococcus os
maiores produtores. As bacteriocinas sdo de natureza proteica e sua composicao quimica,
atividade bioldgica e imunidade da linhagem produtora as distinguem dos antibidticos.
Correspondem a uma estratégia competitiva da linhagem produtora para inibir o crescimento
de bactérias competindo por um mesmo nicho ecologico (BONINI et a/., 2012; KARPINSKI
& SZKARADKIEWICZ, 2013). Estima-se que 99% das espécies de bactérias sdo capazes de
produzir bacteriocina — assim, hd uma consideravel variedade desse composto, que pode vir a

ser utilizado no tratamento de infec¢cdes (SNYDER & WOROBO, 2014).

De acordo com suas caracteristicas estruturais, bacteriocinas podem ser divididas em
quatro classes (KARPINSKI & SZKARADKIEWICZ, 2013). Bacteriocinas da classe I sdo de
tamanho pequeno (19 a 38 residuos de aminoacidos), contendo aminoacidos modificados pos-
traducao (lantionina e metillantionina) e sdo denominadas lantibidticos, sendo a nisina a
principal representante (BIRRI et al., 2012; MAIA et al., 2014; ESCANO et al., 2015). A
classe I compreende bacteriocinas com peso molecular abaixo de 10 kDa (37 a 48 residuos
de aminoacidos), e que ndo sofrem modificagdao poés-traducional. Como exemplo pode-se citar
a pediocina PA1 (KESKA et al., 2017, MOKOENA & PAUL, 2017; MESA-PEREIRA et al.,
2017). Ja a Classe III ¢ constituida por bacteriocinas de alto peso molecular (acima de 30kDa)
e sensiveis ao calor, sendo subdividida em bacteriocinas com atividade litica e bacteriocinas
sem atividade litica (SNYDER & WOROBO, 2014; COLLINS et al., 2017). Bacteriocinas
definidas como complexas contendo lipideo ou secgdes de carboidratos estdo incluidas na
classe IV, sdo bacteriocinas ciclicas e como exemplo temos a Enterocin AS-48 (BIBALAN et

al.,2017; LAGHA et al., 2017).



A nisina ¢ um lantibidtico de 3,5 kDa carregado positivamente caracterizado por
apresentar anéis intramoleculares formados por aminodcidos incomuns, como a lantionina e
3-metillantionina. Esta bacteriocina vem sendo utilizada ha mais de 50 anos pela industria
alimenticia por ser efetiva contra microrganismos patogénicos e deterioradores de alimentos,
principalmente contra bactérias Gram-positivo. Sua descoberta tem registro no ano de 1928,
tendo sido extensivamente estudada desde entdo, aprovada nos EUA em 1988 pela Food and
Drug Administration (FDA) para utilizacdo em alimentos, e a partir de entdo utilizada em
mais de 50 paises na conservacdo de varios tipos de alimentos (COLLINS et al., 2012;

BORDIGNON-JUNIOR et al., 2012; SCHERER et al., 2013).

A nisina apresenta amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivo e também
atua inibindo a germinagdo de esporos. Entretanto, apresenta pouca ou nenhuma atividade
contra bactérias Gram-negativo, fungos e virus. Dependendo da concentragdo, a nisina pode
apresentar atividade bactericida ou bacteriostatica. A nisina primeiramente se liga ao peptideo
da parede celular por meio de interagdes idnicas formando poros na membrana citoplasmatica,
acarretando em alteracdo na permeabilidade e extravasamento de conteudo intracelular
levando a morte da célula bacteriana. Alguns estudos demonstraram a interferéncia na
biossintese da parede celular pela nisina, devido a habilidade de se ligar ao lipideo II, um

precursor da sintese da parede celular (ARAUZ et al., 2012; BHATIA & BHARTI, 2014).

Virios estudos t€ém demonstrado o potencial terap€utico da nisina, principalmente
contra patdgenos resistentes. A nisina também tem apresentado atividade sinérgica em
utilizagdo conjunta com antibioticos a exemplo de; colistina contra Pseudomonas aeruginosa,

antibidticos nao PB-lactamicos contra MRSA e VRE, dentre outros (FIELD et al., 2016).

2.2 Uso terapéutico de bacteriocinas

Viérios grupos de pesquisa t€ém apontado o potencial terap€utico de bacteriocinas. O
interesse no estudo terapéutico destes peptideos parte de algumas caracteristicas que os
tornam mais atraentes em relacdo aos antibidticos tradicionais. Dentre essas caracteristicas
podemos citar: apresentam atividade contra microrganismos de importancia clinica, incluindo
linhagens resistentes a antibioticos como MRSA; apresentam mecanismo de ac¢ao distinto dos
quimioterapicos tradicionais; possuem baixa toxicidade; podem ser produzidas in situ por

linhagens probidticas; sdo passiveis de engenharia genética (DAWSON & SCOTT, 2012;



COTTER et al., 2013). Além disso, bacteriocinas sdo ativas contra varios patdgenos humanos
atuando sem afetar a microbiota normal do corpo, quando comparado aos antibioticos, ja que

sdo inativadas por enzimas digestivas (NIGAM et al., 2014).

Bacteriocinas produzidas por espécies de Enterococcus, Lactococcus sp. €
Streptococcus tém sido apontadas como forma de tratamento alternativo contra a acne causada
pela bactéria Propionibacterium acnes (CEBRIAN et al., 2017). Bacteriocinas produzidas por
linhagens de Streptococcus salivarius t€m sido pesquisadas para o tratamento da carie
dentaria causada por Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (DI PIERRO et al.,
2015). Estudos realizados com a bacteriocina microcina J25 mostraram potencial contra

salmonelose (HASSAN et al., 2012).

Estudos afirmam que bacteriocinas de classe IId (peptideo MccE492), a depender de
sua concentra¢do, induzem alteracdes morfologicas caracteristicas de apoptose ou de necrose
e que assim podem atuar como agentes antitumorais (LAGOS et al., 2009). Varios estudos
tém sido realizados para a utilizagdo de bacteriocinas produzidas por probidticos contra
bactérias associadas a doencas cronicas ou agudas (COTTER et al., 2013). A a¢do dessas
substancias foi avaliada em estudos referentes a obesidade (RIBOULET et al., 2012;
MURPHY et al., 2013) — a partir dos quais identificou-se controle transitério de ganho de
peso com o auxilio de bacteriocina — e a influéncia sobre o sistema imunologico através da
ativacgdo de células dendriticas e leucocitos mononucleares do sangue periférico (MEIJERINK
et al., 2010, HEMERT et al., 2010). Além disso varias bacteriocinas como BMK2005
produzida por Lactobacillus paracasei subespécie paracasei, WX 153 produzidas por
espécies de L. lactis, MX], produzida por Lactobacillus coryniformis, t€m mostrado atividade
contra patogenos resistentes a antibidticos (BENDEJEDDOU et al., 2012; LU et al., 2014;
SRIMARK & KHUNAIJKR, 2015).

Dentre as bacteriocinas, os lantibioticos, ou seja, bacteriocinas pertencentes a Classe
I, tem sido o foco de muitos grupos de pesquisa devido ao seu elevado potencial em destruir
células-alvo rapidamente, incluindo patégenos resistentes a antibioticos (COTTER et al.,
2013; CAVERA et al., 2015). Estes lantibidticos também tem demonstrando excelentes
resultados in vivo (DAWSON & SCOTT, 2012; SANDIFORD, 2015).

A nisina ¢ um lantibiotico produzido por certas cepas de Lactococcus lactis sendo a

unica aprovada para uso alimentar em 50 paises (ALEGRIA et al., 2010). Embora ainda nao



seja aprovada para fins terapéuticos, varios estudos tém demonstrado o potencial desta
bacteriocina no tratamento de doencgas infecciosas (DOSLER & GERCEKER, 2011; OKUDA
et al., 2013; HEUNIS et al., 2013). Heunis e colaboradores (2013) analisaram a eficacia de
nanofibras contendo nisina no combate a cepas de S. aureus; nesse trabalho, a bacteriocina era
liberada aos poucos, o que facilitaria a inibicdo de bactérias ja existentes e a prevengdo de
novas infec¢des; além disso, essa nanofibra seria 1util na cicatrizacdo de feridas. Tong e
colaboradores (2014) ainda demonstraram que a nisina pode intensificar a atividade
microbicida de antibidticos quando combinada a eles, além de apresentar potencial para ser
utilizada contra patogenos resistentes a antibidticos. Seguindo tal pensamento, Field e
colaboradores (2016) perceberam a eficacia da associagdo entre nisina e colistina ou
polimixina B contra bactérias formadoras de biofilmes se comparada as amostras controles
ndo tratadas ou tratadas apenas com os antibidticos. Eles ainda afirmam que essa combinagado

pode ser util ao combate de cepas bacterianas resistentes a antibioticos.

Resisténcia a bacteriocinas tem sido descrito como um fendmeno raro quando
comparado a resisténcia a antibidticos. Algumas bactérias podem apresentar resisténcia
intrinseca ou adquirida a acdo antimicrobiana de bacteriocinas em geral, por meio de:
transportadores ABC que removem a bacteriocina do envelope celular; conjunto de genes
DLT necessario para a D-analinacdo de acido teicoico; proteina mprF que catalisa a adi¢ao de
residuos de membrana e proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) (LUBELSKI et al., 2006;
THEDIECK et al., 2006; VELAMAKANNI et al, 2008). Com relagdo a resisténcia
intrinseca, estudos recentes apontam a presenca de proteinas de defesa contra lantibidticos
encontradas em algumas bactérias patogénicas, semelhantes aquelas presentes em bactérias
produtoras de lantibidticos, as quais sdo codificadas por genes especificos de imunidade,
como por exemplo o gene graXSR/vraFG localizado em S. aureus o qual lhe confere
resisténca a nisina (KHOSA et al., 2013; KHOSA et al., 2016). Alguns outros mecanismos de
resisténcia a nisina associadas a S. aureus sdo: acdo da proteina nisinase, gene purR
identificado em uma cepa mutante resistente a nisina, gene vraDE, e o sistema de dois

componentes GrsRS; BraRS e VraSR (DRAPER et al., 2015).

Entretanto, pelo fato de bacteriocinas ainda ndo serem utilizadas para fins terapéuticos,
pouco se sabe sobre o impacto que seu uso possa ter na selecdo de linhagens resistentes.
Portanto, a aplicagdo clinica de bacteriocinas vai depender do entendimento do mecanismo e

também o desenvolvimento de estratégias para prevenir o desenvolvimento de resisténcia no



futuro para assim evitar o problema vivenciado na atualidade com resisténcia aos antibidticos

tradicionais (COTTER et al., 2013).

2.3. Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA)

S. aureus trata-se de uma bactéria pertencente ao grupo dos cocos Gram-positivo,
geralmente agrupados em uma forma semelhante a cachos de uva, encontrada principalmente
na pele e nas mucosas nasais de cerca de 15% dos individuos saudéaveis. Sdo bactérias
pertencentes a familia Micrococcaceae, aerdbias ou anaerdbias facultativas, imoveis, medindo
aproximadamente 0,5 a 1,5 um (micrometro) de didmetro, ndo-esporuladas e geralmente nao-
encapsuladas, apresentando reacao de catalase e coagulase positivas (FRANCOIS et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2017). Apresentam parede celular recoberta por uma cépsula de
polissacarideo, que protege o microrganismo ao inibir a fagocitose realizada por leucocitos
polimorfonucleares (MURRAY et al., 2014). Além disso, esse microrganismo também
expressa como mecanismos de patogenicidade proteinas moduladoras, adesinas, enzimas
extracelulares, leucocidinas ¢ hemolisinas (PARLET et al., 2016; KRAUSHAAR et al. 2017,
BLEIZIFFER et al., 2017) que ajudam o patogeno, principalmente cepas MRSA, a evadir do
sistema imune inato do hospedeiro (ASKARIAN et al., 2017).

Esta bactéria pode causar infec¢des em lesdes cutaneas, além de quadros graves de
infeccdes como pneumonia, meningite, endocardite, septicemia até mesmo infec¢des
sist€émicas, com risco de morte (TANG et al., 2018). Por ser uma espécie bacteriana muito
comum ¢ a mais virulenta do seu género, ¢ responsavel pela maior parte de infeccoes
adquiridas no ambiente hospitalar, onde os principais reservatérios sdo: pacientes colonizados,
funciondrios e o proprio ambiente hospitalar (STRYJEWSKI & COREY, 2014; DIAS et al.,
2015; LIMA et al., 2015). Por esse motivo constitui-se uma das espécies de maior interesse
médico, sendo considerada um problema de satde publica (PRINCE et al., 2017; RAPHAEL
etal., 2017).

O uso de antibioticos ¢ a forma mais comum utilizada para o tratamento de infecgoes
causadas por este microrganismo. Entretanto, tem se tornado muito comum a selecao de cepas
de S. aureus resistentes a uma variedade de antibioticos, inclusive a meticilina (BASTOS et
al., 2013; PAIK et al., 2017). Esta resisténcia ¢ preocupante, pois pacientes infectados com
MRSA apresentam maior risco de mortalidade além de aumentar os custos e o tempo de

tratamento, em relacdo a aqueles que sdo infectados pela forma sensivel (PETERS et al.,



2017; MOOSAVIAN et al., 2018). Varios fatores contribuem para a selecdo de linhagens
resistentes, dentre eles a utilizagdo indiscriminada, empirica e cotidiana de antimicrobianos,
além de alteracdes genéticas no patdgeno causadas por mutagdes ou transferéncia horizontal
de genes (GRILLO et al., 2013). As mutagdes podem ocorrer durante o processo de replicagao
celular bacteriana e a transferéncia horizontal de gene quando uma bactéria passa o
determinante genético para outras bactérias através de conjugagdo, transformagdo ou a

transducao (COSTA & JUNIOR, 2017).

Foi relatado resisténcia a penicilina por S. aureus, pela primeira vez, em 1942 por
Alexander Fleming. Isto ocorreu apenas um ano ap6s a introducdo desta droga. Além disso,
esta bactéria foi capaz de adquirir resisténcia, ao longo dos anos, a outros antibioticos tais
como a eritromicina, tetraciclinas e a estreptomicina (STRYJEWSKI & COREY, 2014). A
meticilina foi criada em 1959 com o intuito de tratar infec¢des causadas por S. aureus
resistentes a penicilina (ENRIGHT et al., 2002). No entanto, no ano de 1961 era descrito pela
primeira vez resisténcia a meticilina por S. aureus. Dados do National Healthcare Safety
Network (NHSN), do Center for Diseases Control and Prevention (CDC) (2015), nos Estados
Unidos da América (EUA), mostraram que, entre 1997 a 2007, a propor¢do de MRSA
ultrapassava 50% entre os pacientes hospitalizados (BODNAR et al., 2016). No Brasil, varios
estudos tém demonstrado prevaléncia de infec¢des hospitalares por S. aureus variando entre

17% a 26%, e aproximadamente 70% a 100% sdo causadas por MRSA (CATAO et al., 2013).

Inicialmente, a presenca deste patdgeno era restrita a ambiente hospitalar (HA-
MRSA). Entretanto, com o passar dos anos, o aumento da prevaléncia de linhagens de MRSA
passou a ocorrer tanto em ambiente hospitalar quanto em ambientes comunitarios (CA-
MRSA), como creches, escolas, entre outros (CALFEE, 2012). Estudos moleculares ¢
microbiologicos t€ém demonstrado que linhagens HA-MRSA e CA-MRSA apresentam perfis
genéticos e fenotipicos distintos, sendo que HA-MRSA ¢ considerado um patdgeno
oportunista e CA-MRSA <capaz de causar infec¢des em pessoas saudaveis
(CHMIELARCZYK et al., 2016; NG et al., 2017). Desde seu surgimento, CA-MRSA se
tornou o patégeno de maior significancia em varias partes do mundo e sua prevaléncia tem
ultrapassado os casos adquiridos em hospital (ABDALLAH, 2016; SHASHINDRAN ef al.,
2016).

As infecgdes por MRSA relacionadas ao ambiente hospitalar atingem normalmente
pessoas que sofreram trauma cutaneo, cirurgias, aplicacdo de dispositivos intravenosos e

hemodialise, podendo inclusive complicar tratamentos devido a formacdo de biofilmes em



cateteres ¢ implantes (BHATTACHARYA et al., 2015; DIEZ et al., 2016; DIAS-SOUZA et
al., 2018). Infecgdes causadas por CA-MRSA sdao comumente adquiridas por meio de contato
direto e compartilhamento de objetos pessoais (como laminas de barbear e toalhas) e esse
risco pode aumentar entre usudrios de drogas injetdveis, sem higiene pessoal adequada ou
portadores do virus HIV ou ainda entre individuos em grandes aglomerados, como atletas,

criangas em creches ou escolas, quartéis e penitenciarias (PITTET et al., 2000; WALLIN et

al., 2008).

Resisténcia a meticilina significa resisténcia a todos os antibidticos beta-lactamicos,
sendo determinada por um gene cromossdmico (mecA) que codifica uma proteina ligadora de
penicilina (PBP2a). Evidéncias indicam que S. aureus adquiriu o gene mecA de varios
microrganismos por transferéncia lateral (LAURENT et al., 2012; STEFANI et al., 2012).
Este gene estd localizado em uma ilha genética denominada cassete cromossomico de
Staphylococcus (SCCmec) e diferencas nestes cassetes sdo utilizadas para distinguir HA-
MRSA de CA-MRSA. HA-MRSA apresentam um elemento SCCmec dos tipos 1, II e III, que
contém genes adicionais de resisténcia a antibidticos ndo lactamicos, sendo portanto
multirresistentes. J4 linhagens de CA-MRSA apresentam o cassete SCCmec dos tipos IV e V,
apresentando um espectro limitado de resisténcia a antibioticos ndo [-lactamicos, sendo
resistente apenas a meticilina (PETERSDORF et al., 2015; RAJEH et al., 2015). Outro gene
associado a resisténcia a meticilina por MRSA ¢ o gene mecC o qual trata-se de um homodlogo
do gene mecA presente em animais da fazenda e da vida selvagem (KRIEGESKORTE et al.,
2018). Além dos genes de resisténcia, CA-MRSA possui com maior frequéncia em relagdo a
HA-MRSA a toxina formadora de poros Panton Valentin Leucocidina (PVL), codificada pelos
genes [ukS-PV e lukF-PV, que causam destrui¢do de leucocitos e necrose do tecido (COOKE
& BROWN, 2010; BROWN et al., 2012).

O controle de S. aureus tanto no ambiente hospitalar, como no comunitdrio ¢ uma
preocupacdao em nivel de saude publica. A higienizacdo das maos, a identificagdo e o
isolamento de portadores de MRSA, a descolonizacdo do paciente e a descontaminagdo do
ambiente sdo os principais métodos de controle de infeccdo por HA-MRSA. HA-MRSA ¢
mais comumente transmitido pelo contanto das maos de profissionais da saude (SIEGEL et
al., 2008; KINOSHITA et al., 2017). O isolamento dos pacientes contaminados por MRSA
também evita a transmissao dentro dos hospitais. Para isso algumas medidas sdo adotadas, tais

como o uso de quarto privado, uso de avental e luvas descartaveis para contato com o paciente



e com areas potencialmente contaminadas no ambiente (SIEGEL et al., 2008; SAMPEDRO &
WARDENBURG, 2017).

Considerando o fato de que S. aureus tem sido o patdgeno bacteriano mais
proeminente ¢ a emergéncia de CA-MRSA, estudos relacionados ao desenvolvimento de
métodos alternativos para o controle deste patogeno sdo de extrema importincia.
Bacteriocinas tem sido consideradas uma alternativa promissora. (AUNPAD &

KAEWKLOM, 2013).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Testar a atividade antimicrobiana da nisina contra linhagem de Staphylococcus aureus

resistentes (MRSA) e sensiveis (MSSA) a meticilina.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar genotipicamente linhagens de MRSA e MSSA.
e Verificar o espectro de atividade da nisina contra MSSA e MRSA.

e Determinar a concentra¢do inibitéria minima (CIM) e a dose bactericida minima

(DBM) da nisina contra MSSA e MRSA.
e Verificar o efeito da bacteriocina no crescimento de MSSA e MRSA.
e Selecionar linhagens de MSSA e MRSA resistentes a bacteriocina.
e Verificar a estabilidade do fendtipo de resisténcia a bacteriocina.

e Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos entre linhagens de MSSA e

MRSA resistentes a bacteriocina.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

Para este estudo foram utilizadas 7 cepas MRSA e 30 cepas MSSA de origem humana
criopreservadas, que fazem parte do acervo do Laboratério de Bacteriologia situado no
Departamento de Morfologia, localizado no Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Sergipe (LABAC/DMO/CCBS/UFES). Tais cepas foram isoladas de
amostras de secrecao da oro e nasofaringe de um total de 170 profissionais de enfermagem da
rede de urgéncia e emergéncia da Secretaria Municipal de Satide de Aracaju-SE, projeto este
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sergipe, sob o

registro CAAE n° 0044.0.107.000-11.

Os microrganismos foram cultivados a 35°C em 4gar Sal manitol (Himedia) e
submetidos a coloracdo de Gram e a andlise microscopica para confirmagdo da pureza das
culturas. Para os demais experimentos, MRSA e MSSA foram cultivados em meio BHI (Brain
Heart Infusion, Himedia) ou Mueller Hinton (MH, Himedia) a 35°C. A confirmagdo do
fenotipo de resisténcia a meticilina foi realizada pelo método de disco-difusdo descrito pelo
CLSI (2017), que preconiza halo igual ou inferior a 21 mm para o antibidtico cefoxitina
(CFO). Para todos os experimentos foram utilizadas como controle as cepas de referéncia
S. aureus ATCC33591 (CFO resistente/Origem humana) e S. aureus ATCC25923 (CFO
sensivel). Para o procedimento de PCR também foi utilizado a cepa controle S. aureus

ATCC1874a (CFO resistente/Origem animal).

4.2 Caracterizacio genotipica de linhagens MRSA e MSSA

Para a caracterizagdo genotipica dos isolados MRSA ¢ MSSA, foram utilizados os
genes nucA, mecC, mecA e luckPV (Tabela 1). O DNA das culturas foi extraido seguindo
metodologia descrita pelo manual do Genomic DNA Purification Kit da Promega. A
quantificacdo do DNA foi realizada utilizando o aparelho Epoch da BioTek em que o
resultado foi observado utilizando o software de computador Gen5 versdo 2.05 da mesma
empresa. A amplificacdo dos genes foi realizada no termociclador Mastercycler da POCD

Scientific onde as condi¢des de PCR se repetiram por 40 ciclos seguindo o seguinte esquema:



temperatura inicial de 94°C por 5 minutos, 94° C por mais 1 minuto, 55° C por 30 segundos,
72°C por 1 minuto e 72° por mais 5 minutos. Apos o PCR o material foi submetido ao método
de eletroforese em gel de agarose 1,5% utilizando o aparelho Electrophoresis Power Supply
da Loccus Biotecnologia. O resultado da corrida em gel foi observado através do aparelho
UVP Chem Studio da Analitikjena em que os dados foram transferidos e analisados através do
programa de computador AJ Software da mesma empresa. Para todo este procedimento foram
utilizadas as cepas padroes S. aureus ATCC25923 (CFO sensivel), S. aureus ATCC33591
(CFO resistente/Origem humana) e S. aureus ATCC1874a (CFO resistente/Origem animal).

Tabela 1: Primers utilizados para a caracterizacao genotipica de MRSA e MSSA.

Gene Primer Sequéncia 5°-3’ Referéncia

nucA NUC1 GCGATTGATGGTGATACGGTT ZHANG et al., 2004
NUC2 AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

mecA MecA-F TCCAGATTACAACTTCACCAGG OLIVEIRA e
MecA-R CCACTTCATATCTTGTAACG LENCASTRE, 2002

mecC MecC-F GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC GARCIA-ALVAREZ
MecC-R AAGATCTTTTCCGTTTTCAGC etal., 2011

luckPV LuckPV-F  ATCCGAGAGACTATTTTGTGC RIBEIRO et al.,
LuckPV-R  CATCAACCTTTTTCTCACTTAC 2005

4.3 Preparo da nisina e espectro da atividade contra MRSA e MSSA

A nisina (Chrisin C; CHL Hansen; 1000 Ul/mg) foi preparada pela diluicao de 20
mg/mL (1000 Ul-Unidades internacionais da nisina /mg) em solu¢do salina (0,85%) com pH
ajustado para 2,0 (HCI 1M). O espectro de atividade da nisina contra MRSA e MSSA foi
testado pelo método de difusdo em d4gar descrito por Hoover e Harlander (1993).
Aproximadamente 10° UFC das linhagens de MSSA ¢ MRSA, padronizada pela escala de
McFarland, foram inoculadas pelo método de espalhamento em superficie em agar BHI
vertido (15 mL) em placas descartdveis (90x15 mm) e orificios de 5 mm de didmetro foram
feitos. Uma aliquota de 25 ul da bacteriocina foi adicionada aos orificios. As placas foram
incubadas por aproximadamente 16 horas a 4 °C para difusdo da bacteriocina e
posteriormente na temperatura de crescimento do microrganismo. Apds 24 ou 48 h de

incubagdo foi verificada a presenca de halos de inibi¢do ao redor dos orificios.



4.4 Determinacio da concentracio inibitoria minima (CIM) e dose bactericida

minima (DBM) da nisina contra MRSA e MSSA

A CIM e a DBM da nisina para as cepas de MRSA e MSSA, foram determinadas pelo
método de microdiluicao padronizado pelo CLSI M100 (Clinical and Laboratory Standarts
Institutes, 2017). Concentragdes crescentes da nisina foram acrescidas em meio liquido
Mueller-Hinton distribuido em placa de Elisa e aproximadamente 10° UFC/mL dos
microrganismos foram inoculados em cada pocinho. As placas foram incubadas por 24 h a
35°C. A CIM foi definida como a menor concentragao requerida para impedir completamente
o crescimento bacteriano por 24 h (SOUZA et al., 2009). Para a determinacdo da DBM, todo
contetido das amostras (100 pL.) em que ndo houve crescimento foram semeadas em meio
solido BHI e apo6s 24 h a presenca de colonias foram analisadas. A dose bactericida minima
foi definida como a menor concentracdo que resultou na formag¢ao de nenhuma colénia em

meio solido (SUFFREDINI et al., 2007).

4.5 Efeito da nisina no crescimento de MRSA e MSSA

Para testar o efeito da nisina no crescimento de MRSA e MSSA, concentragoes
crescentes da bacteriocina (0, 200 e 400 UI/mL para MSSA e 0, 400 e 1600 Ul/mL para
MRSA), considerando a faixa dos valores de CIM tanto da linhagem mais sensivel (com
menor CIM) bem como a linhagem menos sensivel (com maior CIM) selecionadas, foram
adicionadas ao meio BHI liquido e o crescimento das culturas foi monitorado pela leitura da
densidade optica (DO) a 600 nm utilizando um Espectrofotometro leitor de microplacas da
marca PowerWave HT da empresa BioTek. A anélise dos dados foi feita através do software
Gen5 da mesma empresa. Foi determinada a velocidade especifica de crescimento (u h™), a
duracdo da fase lag (h) e o valor maximo de DO (DOgponm) obtido pelas culturas. Para
determina¢do da taxa de crescimento, pelo menos trés valores de DO na fase logaritmica de
crescimento foram convertidos aos respectivos valores de LN (logaritmo neperiano) e foi
tracado grafico de LN de DO versus tempo de crescimento. A taxa de crescimento (p h™)
corresponde a inclinagdo da reta com R* proximo a 1. Considerando a equagdo da reta
Y=ax+b, u = a. Foram utilizadas todas as linhagens de MRSA sensiveis a bacteriocina (n=5) e
foram selecionadas as linhagens MSSA02, MSSA(07, MSSA(09, MSSA12, MSSAI14 ¢

MSSA29, por apresentarem grau diferente de sensibilidade a bacteriocina.



4.6 Selecao de linhagens de MRSA e MSSA resistentes a nisina

Para verificar a selegdo de linhagens resistentes a nisina, culturas de MRSA e MSSA
foram transferidas a cada 12 horas em meio BHI contendo doses subletais da bacteriocina,
dando um total de 30 transferéncias. A dose subletal foi considerada como 50% do valor da
CIM. Para verificar a sele¢dao de células resistentes, a cada 05 transferéncias a sensibilidade
do microrganismo a bacteriocina foi reavaliada pelo método de difusdo em meio solido
descrito no item 4.3. Dilui¢cdes crescentes da bacteriocina (incrementos de 2x) foram
realizadas e adicionadas em orificios de 5 mm feitos em meio sélido previamente inoculado
com os microrganismos. As placas foram incubadas por 12 h em temperatura de refrigeragao
para difusdo da bacteriocina e por 24 h a 37° C para crescimento dos microrganismos. A
presenca de halos de inibi¢gdo ao redor dos orificios foi analisada e a atividade da bacteriocina
em unidades arbitrarias por mL (UA/mL) foi determinada como o reciproco da maior dilui¢ao
que causou a formacgao de halo visivel. Na ultima transferéncia as culturas também foram

submetidas a ensaio para determinacao da CIM como descrito no item 4.4.

Para verificar se a resisténcia a bacteriocina ¢ um fendtipo estavel, as linhagens
resistentes foram transferidas em meio BHI na auséncia da bacteriocina e a sensibilidade
também foi testada a cada 5 transferéncias e a CIM determinada ao final do experimento,

como ja descrito.

4.7 Analise do perfil de sensibilidade a antimicrobianos de linhagens sensiveis e
resistentes a bacteriocina

Para as linhagens MRSA e MSSA selecionadas para resisténcia a bacteriocina, foi
verificado se o perfil de suscetibilidade a antibidticos foi alterado, ressubmetendo as culturas
ao antibiograma seguindo as recomendagdes do CLSI M100 (2017). A leitura do didmetro do
halo de inibicdo do crescimento foi realizada com 24 h de incubagdo a 35°C. As cepas de S.
aureus que apresentarem halos de sensibilidade menor ou igual a 21 mm para o disco de
cefoxitina (CFO) foram classificadas como resistentes (MRSA). Foram utilizadas como
controle as cepas de referéncia S. aureus ATCC33591 (CFO resistente) e S. aureus
ATCC25923 (CFO sensivel). Os discos de antibidticos utilizados, a concentra¢do ¢ as

medidas dos halos estdo descritos na Tabela 3.



Tabela 2. Padrdes para teste de sensibilidade usando difusdo em disco segundo CLSI (2017)

Antibiotico Concentracio do disco | Didmetro da zona de inibicio (mm)
Resistente Sensivel

Cefoxitina 30 ug <21 >22
Clidamicina 02 ug <14 >21
Oxacilina 30 ug <13 > 14
Eritromicina 10 ug <13 >23
Ciprofloxacina 05 ug <15 >21
Gentamicina 10 ug <12 >15

Sulfametoxazol 23,75 pg <10 >16




5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao genotipica

Todas as linhagens de MSSA (n=30) e MRSA (n=7) tiveram seu DNA extraido e
purificado para a realizagdo do PCR. O primeiro gene pesquisado foi o nucA, gene
caracteristico de S. aureus e que ¢ utilizado para identificagdo genotipica desta espécie. Todas
as linhagens de MSSA, incluindo a cepa padrao MSSA S. aureus ATCC25923, apresentaram a
banda referente ao gene nucA (Figura 1). Dentre as linhagens de MRSA, todas, com excegao
da linhagem MRSAO1, amplificaram o gene nucA, confirmando a identificagdo da espécie S.
aureus (Figura 2). A linhagem MRSA negativa para esse gene foi descartada dos demais

experimentos por ndo ser da espécie aureus.
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Figura 1: Produto de amplificagdo do gene nucA em linhagens de MSSA. O produto de PCR
das linhagens foi separado em gel de agarose a 1,5% e observado contra a luz ultravioleta.
Linha 1: Marcador de baixo peso molecular (100pb). Linhas 2-31: Linhagens MSSA NUC
positivo. Linha 32: Controle positivo S. aureus ATCC25923. Linha 33: Controle negativo.



2000pb

Figura 2: Produto de amplificagdo do gene nucA em linhagens de MRSA. O produto de PCR
das linhagens foi separado em gel de agarose a 1,5% e observado contra a luz ultravioleta.
Linha 1: Marcador de baixo peso molecular (100pb). Linha 2: Linhagem MRSAO1 negativo
para o NUC. Linhas 3-8: Linhagens MRSA NUC positivo. Linha 9: Controle positivo MRSA
S. aureus ATCC33591. Linha 10: Controle negativo.

As mesmas linhagens de MSSA e MRSA foram utilizadas para a pesquisa do gene
luckPV. Esse gene codifica a leucocidina Panton-Valentine (PVL), uma toxina que ¢ letal para
os leucoécitos, e que ¢ mais comumente encontrada em linhagens associadas a comunidade
(CA-MRSA). Para as linhagens MSSA, a presenca deste gene nao foi detectada (resultados
ndo mostrados). Todas as linhagens de MRSA, bem como a cepa padrdo S. aureus
ATCC33591, foram positivas para amplificagdo do gene luckPV (Figura 3). A amplifica¢do
deste gene indica que estas linhagens sdo oriundas de ambientes comunitarios (locais com
aglomeragdo de pessoas) e que os profissionais da area de saude, contaminados, acabam
sendo os veiculos para a entrada destas linhagens em ambientes hospitalares. Estudos tem
demonstrado que CA-MRSA tornou-se o patdgeno mais significativo em vdrias partes do
mundo e sua prevaléncia superou os casos adquiridos em hospital (CALFEE et al., 2012;
VUONG et al., 2016; TOGNERI et al., 2017). Além disso, CA-MRSA também tem sido
detectado em unidades de saude. Isso gera uma preocupagdo pelo fato de serem mais
virulentos do que HA-MRSA, podendo tornar mais grave o estado de satde dos pacientes.
Cabe ao Ministério da Satde e as Unidades de Satde tracarem estratégias para evitar a

transmissdo de MRSA dentro do ambiente hospitalar.



Figura 3: Produto de amplificagdo do gene luckPV em linhagens de MRSA. O produto de
PCR das linhagens foi separado em gel de agarose a 1,5% e observado contra a luz
ultravioleta. Linha 1: Marcador de baixo peso molecular (100pb). Linha 2: Linhagem
MRSAOQ2 apresentando banda fraca, mas positiva. Linhas 3-7: Linhagens MRSA luckPV
positivo. Linha 8: Controle positivo S. aureus ATCC33591. Linha 9: Controle negativo.

A presenga dos genes mecA, que determina resisténcia a meticilina em linhagens de
MRSA de origem humana, e mecC, que tem como principal fonte linhagens de MRSA
oriundas de animais (LA-MRSA), também foi analisada nas mesmas linhagens anteriores.
Essa analise foi realizada tanto para linhagens MRSA quanto MSSA, para verificar a
possibilidade das linhagens MSSA apresentarem esse gene sem 0 mesmo ser expresso. Apesar
de todas as amostras serem de origem humana a pesquisa do gene mecC foi realizada pois o
homem também pode ser infectado por linhagens de LA-MRSA. Como observado para o
gene luckPV, para as linhagens MSSA nem o gene mecA e nem mecC foram detectados. Ja
entre as linhagens de MRSA, todas, incluindo o controle positivo S. aureus ATCC33591,
apresentaram resultado positivo para amplificacdo do gene mecA e negativo para o gene

mecC, que s6 foi amplificado na linhagem utilizada como controle positivo para esse gene, S.



aureus ATCC1874a (Figura 4). Esse resultado confirma genotipicamente a resisténcia a

meticilina nestas linhagens e que as mesmas sdo de origem humana.
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Figura 4: Produto de amplificagdo dos genes mecA e mecC em linhagens de MRSA. O
produto de PCR das linhagens foi separado em gel de agarose a 1,5% e observado contra a luz
ultravioleta. Linhas 1 e A: Marcador de baixo peso molecular (100pb). Linhas 2-7: Linhagens
MRSA mecA positivo. Linhas B-G: Linhagens MRSA mecC negativo. Linha §: Controle
positivo S. aureus ATCC33591. Linha H: Controle positivo S. aureus ATCC1874a. Linhas 9 e
I: Controle negativo.

5.2 Espectro de atividade da nisina contra MRSA e MSSA

Das 30 cepas de MSSA testadas, 80 % apresentaram sensibilidade a bacteriocina
(Tabela 3) incluindo a padrdo S. aureus ATCC25923. Em relagdo as linhagens MRSA (n=6),
somente para uma cepa ndo foi verificada a formag¢ao de halo de inibi¢dao (Tabela 4). No teste
de difusdo em dagar, a bacteriocina difunde radialmente a partir do orificio para o meio de
cultura. Entretanto, varios fatores podem interferir na difusdo da bacteriocina em meio sélido,
e consequentemente, no tamanho do halo de inibicdo formado, como por exemplo a
quantidade de meio de cultura (OSTROSKY et al., 2008). Portanto, este teste inicial ¢
utilizado apenas para verificar qual das linhagens apresenta ou ndo sensibilidade a
bacteriocina. Para um maior entendimento do grau de sensibilidade das linhagens a

bacteriocina, foi determinada a CIM e DBM, descritas a seguir.



Tabela 3: Espectro de atividade da nisina contra MSSA. Sao apresentados presenga (+) ou
ndo (-) de halo de inibicdo e valores de concentra¢do inibitoria minima (CIM) e dose

bactericida minima (DBM) da nisina para MSSA.

Linhagem Halo de inibigdo CIM(UI/mL) DBM(UI/mL)
MSSAO01 - ND ND
MSSA02 + 97,7+0* 97,7+0%*
MSSAO03 + 781,12+0%* >25000
MSSA04 + 390,60+0* 390,60+0*
MSSAO05 + 195,30+0%* 195,30+0*
MSSA06 + 195,30+0* 195,30+0*
MSSAO07 + 234,40+0* 234,40+0*
MSSAO08 + 781,20+0* >50000
MSSA09 + 390,60+0* >50000
MSSA10 + 390,60+0* >50000
MSSAI11 + 312,50+0%* 7500+3535,54*
MSSA12 + 1250+0%* 1250+0*
MSSA13 + 390,60+0* >50000
MSSA14 + 292,90+138,10* 292,90+138,10*
MSSA15 + 390,60+0* >10000
MSSA16 - ND ND
MSSA17 - ND ND
MSSA18 - ND ND
MSSA19 - ND ND
MSSA20 + 195,30+0* 6250+0*
MSSA21 + 195,30+0%* 4688+0*
MSSA22 - ND ND
MSSA23 + 351,60+£165,74* >50000
MSSA24 + 312,50+0%* 312,50+0*
MSSA25 + 234,30+£110,52*  234,30+110,52*
MSSA26 + 390,60+0 ND
MSSA27 + 156,20+0%* 195,30+0*
MSSA28 + 390,60+0* ND
MSSA29 + 488,20+483,30*  878,90+966,76*
MSSA30 + 293+139,30* 293+139,30*
S. aureus

ATCC25923 + 1250+0%* 5000+£0*

* Desvio Padrao

*ND = Nao determinado

S. aureus ATCC25923 = Cepa padrao MSSA



Tabela 4: Espectro de atividade da nisina contra MRSA. S3o apresentados presenga (+) ou
ndo (-) de halo de inibicdo e valores de concentra¢do inibitoria minima (CIM) e dose
bactericida minima (DBM) da nisina para MRSA.

Linhagem Halo de inibigdo CIM(UI/mL) DBM(UI/mL)
MRSAO02 - ND ND
MRSAO03 + 2500+£0%* >10000
MRSA04 + 937,5+441,94* >10000
MRSAO05 + 1250+0%* >10000
MRSA06 + 2500+0%* 5000+0*
MRSAO07 + 1875+883,88* 5000+£0*

S. aureus

ATCC33591 + 937,5+441,94* 1250+0*

* Desvio Padrdo
S. aureus ATCC33591 = Cepa padrao MRSA

5.3 Determinac¢ao da concentracio inibitoria minima (CIM) e dose bactericida

minima (DBM) da nisina contra MRSA e MSSA

Todos os microrganismos que apresentaram sensibilidade a bacteriocina foram
submetidos ao teste para determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e da dose
bactericida minima (DBM). A CIM das linhagens de MSSA variou de 97,7 a 1250Ul/mL, mas
a CIM mais comum entre elas (30 %) foi de 390,6 UI/mL da bacteriocina (Tabela 3). A cepa
padrdo S. aureus ATCC25923 apresentou o maior valor de CIM igual a linhagem MSSA12
(Tabela 3). Para as linhagens MRSA, os valores de CIM variaram entre 937,50 a 2500 UI/mL
(Tabela 4), cerca de 4 a 6 vezes superior a média dos valores de CIM apresentados pelas
linhagens de MSSA. A cepa padrao S. aureus ATCC33591 e a linhagem MRSA04 tiveram
CIM igual a 937,50. Estes resultados mostram variagdo no grau de sensibilidade a
bacteriocina tanto para linhagens MSSA quanto para linhagens MRSA. Os maiores valores de
CIM foram observados para linhagens MRSA, o que pode indicar que resisténcia a meticilina

pode de alguma forma diminuir a sensibilidade das linhagens a nisina.

Bacteriocinas sdo reconhecidas por exercer atividade bacteriostatica (inibicdo do
crescimento celular) ou bactericida (morte celular) dependendo da concentragao (COTTER et
al.,2013; SNYDER & WOROBO, 2014). No caso do efeito ser exclusivamente bactericida, a
CIM ¢ igual a DBM, e quando a atividade bactericida depende da concentragdo, a DBM ¢

maior que a CIM.



A DBM para as linhagens de MSSA variou de 97,7 Ul/mL a valores superiores a
50000 Ul/mL, e para MRSA esta varia¢ao ficou entre 5000 UI/mL a valores maiores que
10000 UI/mL dependendo da linhagem (Tabela 3 e 4). Para 10 linhagens MSSA, a DBM foi
igual a CIM, mostrando que o mecanismo de ac¢do da nisina para estas linhagens ¢ bactericida,
independente da concentragdo (Tabela 3). Entretanto, para as demais linhagens de MSSA e
para as linhagens de MRSA, a DBM foi superior a CIM, mostrando que o efeito da
bacteriocina depende da concentragdo da mesma: baixas concentracdes exercem efeito
bacteriostatico e altas concentragcdes efeito bactericida. As cepas padrdo S. aureus
ATCC25923 ¢ S. aureus ATCC33591 tiveram os valores de DBM menores do que as demais
linhagens de MSSA, em alguns casos, ¢ MRSA respectivamente (Tabela 3 e 4). Para algumas
linhagens, dentre as MSSA, ndo foi possivel determinar a DBM por esta atingir valores muito
elevados ou mesmo pelo fato da bacteriocina exercer apenas atividade bacteriostatica contra

os microrganismos. Para as linhagens MRSA, a DBM foi sempre maior que a CIM.

Com estes resultados pode-se observar que as linhagens testadas apresentam perfis
variados de sensibilidade a bacteriocina. Para as linhagens MRSA, na maioria das vezes, ¢
necessario uma concentra¢do maior da nisina, quando comparada as linhagens MSSA, para
desempenhar seu efeito bacteriostitico e/ou bactericida. Dosler e Gerceker (2011), também
testaram o efeito da nisina contra MRSA e MSSA. Entretanto, apesar das condigdes
experimentais ndo serem as mesmas, esses autores nao verificaram diferencas na sensibilidade
a bacteriocina em relacdo a CIM e a DBM entre as linhagens testadas. Estes resultados
indicam que sensibilidade a bacteriocina ¢ uma caracteristica heterogénea entre as linhagens
MRSA e este ponto necessita ser investigado antes da aplicacdo terapéutica da nisina. Porém
tal resultado ndo inviabiliza a aplicacdo da nisina, j& que hd uma série de parametros que

ainda podem ser avaliados como por exemplo a quantificagdo da dosagem adequada.

5.4 Efeito da nisina no crescimento de MRSA e MSSA

Para verificar o efeito da nisina no crescimento das linhagens MSSA, foram
selecionadas as linhagens MSSA02, MSSA07, MSSA09, MSSA12, MSSA14 e MSSA29, por
apresentarem grau diferente de sensibilidade a bacteriocina, além da cepa padrdo S. aureus
ATCC25923. Os resultados obtidos mostraram que a adicdo de concentragdes crescentes da

bacteriocina a0 meio BHI resultaram, de uma maneira geral, no aumento da fase lag e



diminui¢do da velocidade especifica de crescimento ¢ DO maxima atingida pelos
microrganismos. Na maioria dos casos, ndo foi possivel determinar a taxa de crescimento das
linhagens MRSA e MSSA na presenga da nisina, pois essa estendeu a fase lag das culturas por
mais de 6 h, dificultando a obtencdo de pontos suficientes na fase logaritmica de crescimento
para realizagdo dos calculos necessarios, O mesmo resultado foi verificado para a cepas

padrao (Tabela 5 e 6).

Tabela S: Efeito da nisina nos pardmetros de crescimento de linhagens MSSA.

Linhagem Bacteriocina n(h Fase Lag (h) D.O. max
(UI/mL)
MSSA02 0 0.31 4 0,792
200 ND > 48 0,065
400 - > 48 0,062
MSSA07 0 0,26 5 1,073
200 ND >8 0,125
400 - >48 0,087
MSSA09 0 0.31 4 1,156
200 0.26 6 1,029
400 0.15 6 0,915
MSSA12 0 0.32 3 1,243
200 ND 8 0,845
400 - >28 0,441
MSSA14 0 0.18 6 1,126
200 ND >8 0,786
400 ND >8 0,396
MSSA29 0 0.25 4 1,265
200 0.16 >6 0,765
400 ND >8 0,650
S. aureus ATCC25923 0 0,12 1 1,301
200 ND 8 1,242
400 ND >8 1,234

(ND) = Nao determinado.
(-) Nao houve crescimento.

Para as linhagens MSSA, o aumento maximo observado na duragdo da fase lag foi de
até 48 h para concentragdes maiores da bacteriocina. Concentragdes menores aumentaram em
pelo menos 2 h a duragdo da fase lag (Tabela 5). A cepa padrao S. aureus ATCC25923 teve a
menor duragdo da fase lag na auséncia da bacteriocina e a taxa de crescimento ficou em 0,12

h' com a DO maxima observada de 1,301 (Tabela 5).



Para a linhagem MSSA09, em que a bacteriocina teve menor efeito na duracdo da fase
lag, concentragdes de 400UI/mL da bacteriocina resultaram em diminuicdo de até 50% na

taxa de crescimento (Tabela 5).

Para as linhagens MRSA (Tabela 6), 1600 Ul/mL inibiram completamente o
crescimento e concentragdes iguais a 400 Ul/mL aumentaram a duragdo da fase lag em mais
de 8 h, dificultando a obtencdo de pontos suficientes na fase logaritmica de crescimento para
realizacao dos calculos necessarios. O valor méximo de DO atingido na presenga da nisina foi
0.553 e de 0,876 na auséncia da mesma. A duracdo da fase lag foi de no minimo uma hora,
para concentragdes menores € maior que 48 horas para concentragdes maiores da bacteriocina.
A taxa de crescimento variou entre 0,17 a 0,24 h™'. Para o controle S. aureus ATCC33591 a

taxa de crescimento foi de 0,30 ¢ a DO maxima observada foi de 0.960 (Tabela 6).

Tabela 6: Efeito da nisina nos pardmetros de crescimento de linhagens de MRSA.

Linhagem Bacteriocina n (h?) Fase Lag (h) D.O. max
(UI/mL)
MRSAO03 0 0.21 2 0,876
400 ND >8 0,553
1600 - > 48 0,062
MRSA04 0 0,17 1 0,798
400 ND >8 0,506
1600 - >48 0,060
MRSAO05 0 0.24 2 0,784
400 ND >8 0,369
1600 - > 48 0,080
MRSA06 0 0.24 1 0,648
400 ND >8 0,367
1600 - >48 0,060
MRSAO07 0 0.23 1 0,768
400 ND >8 0,458
1600 - >48 0,090
S. aureus ATCC33591 0 0.30 1 0,960
400 ND >48 0,052
1600 - >48 0,069

(ND) = Nao determinado.
(-) Nao houve crescimento.



A fase lag ¢ um periodo de preparagdo da célula para crescer na condigdo em que se
encontra. Essa fase sera mais curta se as condi¢oes de crescimento forem o6timas. Entretanto, a
presenga de agentes antimicrobianos ou fatores fisicos desfavoraveis podem prolongar esse
periodo, fazendo com que a célula demore a crescer e também com que atinja uma populagdo
final menor (TORTORA et al., 2012). Esta estratégia ¢ muito utilizada pela industria de
alimentos para aumentar o prazo de prateleira dos produtos e, no caso de doengas infeciosas,
pode ser uma estratégia para diminuir o crescimento do patdgeno e assim os danos causados
por eles no organismo (GOPAL et al., 2015; MEZAROBA et al., 2016; FIELD et al., 2016).
Um aumento na fase lag pode levar também a diminui¢do da velocidade especifica de
crescimento, que corresponde a variagao de células no tempo. Consequentemente, a célula vai

crescer menos em um mesmo intervalo de tempo e a populacado final de células sera menor.

Estes resultados combinado aos anteriores comprovam a eficiéncia da nisina em

controlar o crescimento de Staphylococcus aureus seja ele sensivel ou resistente a meticilina.

5.5 Selecdo de linhagens de MRSA e MSSA resistentes a nisina

As linhagens utilizadas no ensaio anterior foram submetidas ao teste de selecdo de
linhagens resistentes a bacteriocina. As culturas foram transferidas na presenca de doses
subletais da bacteriocina e a atividade da nisina para as linhagens de MSSA e MRSA testadas
foi diminuindo a cada transferéncia (Tabela 7, Tabela 8). Independente da atividade inicial da
bacteriocina, apo6s 30 transferéncias todas as linhagens de MSSA demonstraram uma mesma
atividade: 160 UA/mL, com exce¢do da linhagem MSSAI12 e da cepa padrio S. aureus
ATCC25923, que perdeu completamente a sensibilidade a bacteriocina a partir da 25*
transferéncia (Tabela 7). O aumento na CIM destas culturas de MSSA, que variou de 8 a 255

vezes, confirmou a diminui¢do da sensibilidade das linhagens a nisina (Tabela 3 e 7).

Uma observacao interessante foi feita em relacdo a linhagem MSSA12, que perdeu
completamente a sensibilidade a bacteriocina no teste de difusdo em 4gar, entretanto
apresentou um menor aumento na CIM (Tabela 7). Esse resultado pode ser explicado pelo fato
de que varios fatores podem interferir no método de difusdo em agar (OSTROSKY et al.,
2008), como ja descrito anteriormente. Portanto, o método de difusdo serviu para monitorar a
sensibilidade das linhagens a bacteriocina, mas a determinacdo da CIM pelo método de

microdilui¢@o € necessaria para confirmar o resultado final. Mesmo assim, este resultado e os



das demais linhagens, demonstram que as mesmas sofreram uma adaptacdo a bacteriocina

nisina apos sucessivas exposigoes.

Tabela 7: Efeito da nisina na selecdo de linhagens de MSSA resistentes a bacteriocina. As
linhagens foram transferidas sucessivamente na presenca de dose subletal da bacteriocina e a
atividade em unidades arbitrarias (UA) foi determinada. A concentracdo inibitoria minima
apos a transferéncia final (CIM 2)

N° de Atividade da bacteriocina (UA/mL)
transferéncia |MSSA02 MSSA07 MSSA09 MSSA12 MSSA14 MSSA29 S aureus
ATCC
25923
0 2560 2560 1280 640 640 640 1280
5 1280 640 640 320 640 320 640
10 1280 320 640 320 640 320 320
15 1280 320 640 320 320 320 160
20 1280 160 320 160 320 320 80
25 320 160 320 0 320 320 0
30 160 160 160 0 160 160 0

CIM 2 (U/mL) >25000 15000+0* >50000 10000£0* >25000 >50000  >25000

Para as linhagens MRSA, a partir da 25° transferéncia ndo foi observado halo de
inibicdo para nenhuma das linhagens (Tabela 8). Esse resultado pode ser explicado pelo fato
destas linhagens apresentarem valores maiores de CIM da bacteriocina e também, como ja
mencionado, resisténcia a meticilina pode, de alguma forma, diminuir a sensibilidade das
linhagens a nisina. O aumento no valor da CIM para todas as linhagens MRSA incluindo a
cepa padrdo S. aureus ATCC33591 foi superior a 90%, confirmando o fenotipo de resisténcia

a bacteriocina (Tabela 4 ¢ 8).



Tabela 8. Efeito da nisina na sele¢do de linhagens de MRSA resistentes a bacteriocina. As
linhagens foram transferidas sucessivamente na presenca de dose subletal da bacteriocina e a
atividade em unidades arbitrarias (UA) foi determinada. A concentracdo inibitoria minima
apos a transferéncia final (CIM 2)

N° de Atividade da bacteriocina (UA/mL)
transferéncia |MRSA03 MRSA04 MRSAO5 MRSA06 MRSAO07 S. aureus
ATCC
33591
0 1280 640 1280 1280 1280 2560
5 320 320 640 320 640 1280
10 320 320 320 160 320 320
15 160 160 160 160 160 320
20 0 0 160 0 0 80
25 0 0 0 0 0 0

CIM 2 (Ul/mL) >25000 >25000 >25000 >25000 >25000 >25000

De acordo com Collins et al. (2012), os mecanismos envolvidos na resisténcia a
bacteriocina podem ser divididos em dois grupos: resisténcia adquirida (desenvolvida por uma
cepa anteriormente susceptivel) e resisténcia inata (que intrinsecamente encontrada em
géneros ou espécies particulares). Estudos mostram que resisténcia adquirida a bacteriocinas,
de uma maneira geral, estd relacionada a alteracdo fisiolégica em virtude da exposicdo a
baixas concentragdes do peptideo, funcionando como uma resposta adaptativa da célula
(FIELD et al., 2016; MASIAS ef al., 2017). Mecanismos como alteracdo no contetido lipidico
e fluidez da membrana citoplasmatica, na carga ou espessura da parede celular e até na
expressdo de transportadores ABC tem sido relacionados a resisténcia a bacteriocinas
(MANTOVANI & RUSSEL, 2001; KAWADA-MATSUO et al., 2013). Especificamente para
S. aureus, resisténcia a nisina foi descrita como relacionada a sistemas regulatorios de 2
componentes que regulam a expressao de transportadores ABC (KAWADA-MATSUO et al.,
2013).

Alteragdes fisioldgicas sdo facilmente revertidas através de mudangas ambientais.

Portanto, para avaliar se a resisténcia destas linhagens a bacteriocina € um fenétipo reversivel,



tratando-se apenas de uma adaptacgdo fisiologica, as linhagens foram novamente transferidas
sucessivamente em meio de cultura, s6 que sem a bacteriocina. Para algumas linhagens MSSA
houve aumento na atividade da nisina apds a 10? transferéncia na auséncia da bacteriocina.
Entretanto, na 20" transferéncia nao foi mais observada a formacao de halo de inibigdo ou a

atividade da bacteriocina foi igual ou menor em relacdo a transferéncia 0 (Tabela 9).

Tabela 9. Estabilidade do fendtipo de resisténcia a nisina por MSSA. Linhagens de MSSA
resistentes a bacteriocina foram transferidas sucessivamente na auséncia da nisina e a
atividade em unidades arbitrarias/mL (UA/mL) foi testada apds a 0, 10 e 20* transferéncia. A
concentracdo inibitoéria minima apo6s a transferéncia final (CIM 3)

Numero da Atividade da bacteriocina (UA/mL)

transferéncia

MSSA02 MSSAO07 MSSA09 MSSA12 MSSA14 MSSA29  S. aureus

ATCC

25923
0 160 160 160 0 160 160 80
10 320 320 160 0 320 320 320
20 0 160 80 0 0 0 160

CIM 3 (U/mL) >25000 >25000 >50000 >25000 >25000 >50000  >25000

Ap6s essas transferéncias, a CIM das linhagens (CIM3) atingiram valores superiores a
25000 UI/mL da nisina, ndo ocorrendo diminui¢do quando comparado as CIM2, confirmando
assim o fenotipo de resisténcia a nisina. O mesmo resultado foi observado para a cepa padrao
S. aureus ATCC25923 (Tabela 9). Estes resultados confirmam que o fendtipo de resisténcia a

bacteriocina em MSSA ¢ estavel, podendo se tratar de uma alteragdo genotipica.

As linhagens de MRSA também tiveram o mesmo comportamento observado para as
linhagens MSSA. Neste caso o aumento da atividade da bacteriocina foi de 0 para 160 ou 320
UA/mL ap6s a 10* transferéncia dependendo da linhagem (Tabela 10). Entretanto, ap6s a 20?
transferéncia na auséncia da bacteriocina nao foi mais detectada a formagdo de halo de
inibicdo para a nisina contra as linhagens, exceto para MRSAO7 e a cepa padrao S. aureus
ATCC33591 que diminiu pela metade o valor da sua atividade. Estes resultados, assim como

para as linhagens MSSA, confirmam que o fenotipo de resisténcia a nisina ¢ estavel, podendo



estar associado a um fator genotipico. A determinagdo da CIM3 confirmou a resisténcia das

linhagens a bacteriocina (Tabela 10).

Tabela 10. Estabilidade do fenotipo de resisténcia a nisina por MRSA. Linhagens de MRSA
resistentes a bacteriocina foram transferidas sucessivamente na auséncia da nisina e a
atividade em unidades arbitrarias/mL (UA/mL) foi testada apds a 0, 10 e 20* transferéncia. A
concentracao inibitoria minima apoés a transferéncia final (CIM 3)

Nimero da Atividade da bacteriocina (UA/mL)
transferéncia
MRSAO03 MRSA04 MRSAO5 MRSA06  MRSAO07 S aureus
ATCC33.591
0 0 0 0 0 0 0
10 160 160 160 160 320 320
20 0 0 0 0 160 160

CIM 3 (U/mL) >25000 >25000  >25000 >25000 >25000 >25000

Blake e colaboradores (2011), constataram que mutacdo em uma proteina histidina
cinase estava relacionada a resisténcia a nisina em S. aureus. Comparacdo na sequéncia de
bases nitrogenadas do gene codificante desta proteina entre espécies sensiveis e resistentes a
nisina demonstraram alteracdo em alguns pares de base. Além disso, estes autores constataram
que essa alteragdo teve pouco impacto no crescimento do microrganismo € tornou-se um
fendtipo estavel mesmo na auséncia da bacteriocina, como observado nos resultados obtidos
no presente estudo.

Apesar dos nossos resultados mostrarem que resisténcia a nisina ¢ um fenotipo estavel,
até o presente momento, apenas testes in vitro demonstraram adaptagdo a bacteriocina.
Considerando que bacteriocinas ainda nao foram usadas na mesma escala que os antibioticos,
ainda ndo existe uma populacdo resistente a bacteriocina para ser selecionada. Algumas
bacteriocinas, como os lantibioticos, incluindo a nisina, possuem um duplo mecanismo de
acdo nao compartilhado por outros compostos terapéuticos em uso, o que reduz a
probabilidade de selecdo de cepas resistentes (VAN HEEL et al., 2011). Entretanto, estes
resultados indicam que antes do uso terapéutico de bacteriocinas, seria interessante

desenvolver estratégias para evitar no futuro o problema atual de resisténcia a antibioticos. A



melhor maneira de usar bacteriocinas terapeuticamente talvez seja em combinagdo com
antibidticos tradicionais, alguns estudos ainda relatam parar de utilizar a nisina como

conservante alimentar.

5.6 Analise do perfil de sensibilidade a antimicrobianos de linhagens sensiveis e

resistentes a bacteriocina

Alguns autores enfatizam que resisténcia a bacteriocinas pode alterar o perfil de
sensibilidade a antibioticos de linhagens bacterianas (KAUR et al., 2014). Entretanto,
especificamente para S. aureus, como ja descrito anteriormente, Blake e colaboradores (2011),
constataram que resisténcia a nisina ndo alterou o perfil de sensibilidade a antibidticos nessa
espécie de microrganismo. Para uma linhagem ser considerada como MRSA ela deve
apresentar resisténcia a cefoxitina (CFO) e oxacilina (OXA), porém a utilizacdio da CFO
como referéncia para resisténcia a meticilina se da pelo fato desta possuir maior capacidade
de indugdo na expressao da PBP2a do que a OXA (URDANGARIN et al., 2011). Para testar
essa possibilidade, o perfil de sensibilidade das linhagens de MSSA e MRSA a antibidticos
(Tabela 2, pg 30) foi testado em trés situacdes: antes da transferéncia na presenca da
bacteriocina, ap6s a transferéncia na presenga da bacteriocina e apos transferéncia das

linhagens resistentes a nisina na auséncia da bacteriocina (Tabela 11 e 12).

Nas linhagens de MSSA o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos variou nas
linhagens submetidas as trés condi¢des de transferéncia. Dentre todas as linhagens os
antimicrobianos que tiveram maior variagao com relagdo ao seu halo de inibi¢ao foram: CFO
e OXA (Tabela 11 e 12). Para o antibidtico oxacilina, foi observado redu¢do no didmetro do
halo de inibicdo para as linhagens MSSA09 e MSSA14 apds transferéncia na presenca da
nisina. Estas linhagens apresentavam sensibilidade a OXA e apo6s contato com a nisina
tornaram-se resistentes ao agente antimicrobiano (Tabela 11). Para a CFO o mesmo padrao foi
observado nas linhagens MSSAO07, MSSA09, MSSA14 e a cepa padrao S. aureus
ATCC25923, todas apresentaram resisténcia ao antimicrobiano apos transferéncia na presenga
da nisina. Com relacdo a eritromicina a linhagem MSSAOQ7 tinha halo intermediario e passou
a ser sensivel, bem como a MSSAO02 para a GEN. A linhagem MSSA(9 antes do contato com
a nisina apresentava sensibilidade a ERI e ap6s contato, com a bacteriocina, a medida do seu

halo passou de 23 pra 8 mm, tornando-se resistente (Tabela 11). As linhagens ndo



apresentaram altera¢des no perfil de sensibilidade quando avaliados os antibidticos CLI e CIP,
e a linhagem MSSA29 nio teve alteracao para nenhum antibidtico. O mais curioso foi que as
linhagens MSSA07, MSSA09, MSSA14 e a cepa controle padrao S. aureus ATCC25923,
apresentaram resisténcia a cefoxitina e as linhagens MSSA09 e MSSA14 a oxacilina depois

de terem sido expostas a bacteriocina, tornando-se assim MRSA (Tabela 11).

Analisando as linhagens MRSA foram observadas altera¢des no perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos CFO, OXA, CLI e ERI. Todas as linhagens com exce¢do da MRSA06 ¢ a
cepa padrao S. aureus ATCC33591, apresentaram resisténcia a ERI. O antimicrobiano CIP e
GEN foram os Unicos que ndo apresentaram nenhuma altera¢do no perfil de sensibilidade
dentre todas as linhagens estudadas. Em relagdo a sensibilidade a CFO, todas as linhagens,
com exce¢ao da MRSAO(4 continuaram sensiveis ao antimicrobiano apds a transferéncia na
presenca da nisina, mantendo, portanto, o fendtipo de sensibilidade a meticilina (Tabela 12).
Quando as linhagens foram submetidas a transferéncia na auséncia da nisina, todas elas
incluindo a MRSAO04 apresentaram resisténcia a bacteriocina. O mesmo ndo ocorreu para a
linhagem MRSAO03 que apresentou sensibilidade a CFO, tornando-se assim uma MSSA
(Tabela 12).



Tabela 11: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para as linhagens de MSSA, antes da
transferéncia na presenca da nisina (S1), apos a transferéncia na presenca da nisina (S2) e
apos transferéncia na auséncia (S3). O resultado é apresentado em milimetros de halo de

inibicao
Antimicrobiano CFO CLI OXA ERI CIP GEN
Linhagem
MSSA02 S 29 25 26 25 23 13
s2 33 26 28 24 23 17
S3 31 29 26 25 25 21
MSSA07 S 31 23 17 21 24 18
s2 29 23 18 2 21 15
S3 19 27 14 24 26 20
MSSA09 Sl 29 24 16 23 25 19
) 32 25 19 2 25 14
s3 17 27 08 08 26 21
MSSA12 S 33 30 18 27 26 22
s2 28 20 21 21 23 20
S3 29 25 19 24 29 21
MSSA14 Sl 40 24 29 23 2 20
s2 29 24 26 24 23 19
S3 17 27 08 24 25 21
MSSA29 S 29 24 24 04 2 20
s2 31 25 29 20 24 19
S3 30 26 24 09 24 20
S. aureus S1 31 24 26 22 25 20
ATCC25.923
s2 30 28 24 23 25 20
S3 15 29 24 25 26 22
CFO= Cefoxitina. CLI= Clidamicina. OXA= Oxacilina. ERI= Eritromicina. CIP=

Ciprofloxacina. GEN= Gentamicina.
ATCC25.93 = Cepa padrao MSSA.



Tabela 12: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para as linhagens de MRSA, antes da
transferéncia na presenca da nisina (S1), apos a transferéncia na presenca da nisina (S2) e
apos transferéncia na auséncia (S3). O resultado é apresentado em milimetros de halo de
inibicao.

Antimicrobiano CFO CLI OXA ERI CIP GEN
Linhagem
MRSAO03 S1 21 27 04 26 26 21
S2 20 24 15 20 25 16
S3 28 21 19 09 25 20
MRSA04 S1 19 24 04 26 24 20
S2 22 26 18 23 24 16
S3 12 24 08 08 24 20
MRSAO05 S1 18 24 04 23 25 20
S2 20 26 17 24 25 20
S3 13 27 08 08 23 20
MRSA06 S1 14 26 04 22 23 14
S2 20 24 16 21 21 17
S3 19 23 08 22 23 18
MRSAO07 S1 16 26 04 23 24 21
S2 20 28 14 23 25 20
S3 17 25 09 09 25 19
S. aureus Sl 04 04 04 04 27 16
ATCC33.591
S2 20 24 16 22 20 16
S3 19 25 08 09 24 20

CFO= Cefoxitina. CLI= Clidamicina. SUT= Sulfametoxazol. OXA= Oxacilina. ERI=
Eritromicina. CIP= Ciprofloxacina. GEN= Gentamicina.
ATCC33.591 = Cepa padrao MRSA.



O fato de algumas linhagens dentre as MSSA apresentarem resisténcia aos
antimicrobianos, principalmente CFO e OXA, ap6és o contato com a nisina, pode ser
explicado pelo fendmeno de resisténcia cruzada entre bacteriocinas e antibidticos, como
descrito por alguns autores, porém apenas alguns estudos abordaram de forma abrangente esta
questdo (KAUR et al., 2014). Martinez e colaboradores (2005), relatou a presenca de
resisténcia cruzada entre a nisina e os antibidticos kanamicina, estreptomicina e a polimixina
B, apenas em linhagens de L. monocytogenes do tipo selvagem o qual pode estd associado ao
desenvolvimento do fenotipo de resisténcia a nisina. Porém o resultado de resisténcia cruzada
entre a nisina e a polimixina B parece ser explicado pelo fato de que a bacteriocina
compartilha o0 mesmo alvo primario do que o agente antimicrobiano citado. Entretanto, ainda
nao foram descritos estudos que mostrem a existéncia da resisténcia cruzada entre a nisina e a
meticilina. O fato do gene mecA nao ter sido detectado nas linhagens MSSA que se tornaram
resistentes a meticilina, indica que resisténcia a este antimicrobiano nestas linhagens pode
estar relacionada a outro mecanismo ainda nao elucidado. Portanto este ponto sera melhor

investigado em trabalhos futuros.

Estes resultados apontam que a utilizagdo da nisina pode desencadear resisténcia
cruzada a outros agentes antimicrobianos. Para a utilizacdo da nisina para fins terapéuticos,
este ponto deve ser cuidadosamente investigado para evitar problemas futuros, como, por
exemplo, investigar mecanismos de resisténcia e formas de anuld-los. Estudos posteriores
mais detalhados serdo realizados para investigar os determinantes genéticos envolvidos nesse
processo, através de técnicas moleculares como PCR e sequenciamento genético das

linhagens de MSSA e MRSA resistente e sensivel a nisina.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos confirmaram genotipicamente resisténcia a meticilina nas
linhagens MRSA e que as mesmas sdo de origem humana e associadas a ambientes
comunitarios. Os testes de sensibilidade demonstraram que as linhagens de MSSA e MRSA
testadas apresentam perfis variados de sensibilidade em relacdo a CIM e DBM e que a nisina
possui potencial para controlar o crescimento destas linhagens, exercendo atividade
bactericida contra a maioria delas.

Entretanto, quando em contato com dose subletal da nisina, as linhagens de MSSA e
MRSA apresentaram resisténcia a bacteriocina, que demonstrou ser um fenétipo estavel. Além
disso, resisténcia a bacteriocina também alterou o perfil de sensibilidade destas linhagens a
alguns antibidticos, indicando que resisténcia a nisina pode desencadear resisténcia cruzada a
outros agentes antimicrobianos. Portanto, para utilizacdo da nisina para fins terapéuticos, este
ponto deve ser cuidadosamente investigado para evitar problemas futuros, como, por
exemplo, investigar mecanismos de resisténcia e formas de anuld-los. Estudos posteriores
mais detalhados serdo realizados para investigar os determinantes genéticos envolvidos nesse
processo.

A melhor maneira de usar bacteriocinas terapeuticamente talvez seja em combinagao

com antibioticos tradicionais, com mecanismos de acao distintos.
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