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RESUMO

Alves, Luis Gustavo Laranjeiro. Vias de sinalizacdo e de regulacdo das beta-
lactamases de Chromobacterium violaceum. 2023. 127 p. Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Celular e Molecular), Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2023.

Um dos maiores problemas de saude publica € o aumento da resisténcia a antibioticos
em bactérias patogénicas. Em todo o mundo, hd uma alta prevaléncia de resisténcia
aos antibioticos beta-lactamicos mediada por enzimas beta-lactamases. Por produzir
duas beta-lactamases cromossdémicas, AmpC e CphA, a bactéria oportunista
ambiental Chromobacterium violaceum € intrinsecamente resistente a varios
antibidticos beta-lactamicos. No entanto, pouco se sabe sobre as vias de sinalizacdo
e regulacdo destas enzimas nesta bactéria. Neste estudo, isolamos mutantes
espontaneos resistentes ao antibidtico ceftazidima para elucidar como essas beta-
lactamases sd@o reguladas. Por antibiograma, confirmamos a resisténcia a varios
outros beta-lactamicos em 13 destes mutantes espontaneos. Em 12 deles, ocorreu a
hiperexpressdo dos genes ampC e cphA, conforme verificado por ensaios de beta-
galactosidase. O sequenciamento de DNA dos trés genes paralogos da amidase
AmpD de C. violaceum, uma enzima envolvida na reciclagem do peptideoglicano,
revelou mutacdes de diferentes tipos em AmpD1 (CV_0566) na maioria dos mutantes
espontaneos, mas ndo em AmpD2 ou AmpD3. Mutantes nulos simples e combinados
dos genes das trés amidases foram obtidos. A hiperexpressdo de ambas as beta-
lactamases e a aumentada resisténcia aos beta-lactamicos foram verificadas apenas
nos mutantes com dele¢cdo de ampD1. Quando introduzido nos mutantes nulos ou
espontaneos de ampD1, o gene ampD1 reverteu os fendtipos destes mutantes. A
amidase AmpD1 de C. violaceum possui arquitetura Unica entre as amidases
bacterianas com presenca de um dominio N-terminal de acetiltransferase. Trés
mutantes espontaneos foram escolhidos para sequenciamento completo do genoma
(WGS). Os resultados revelaram mutacdes nos genes CV_1820 (RNAse E), CV_2060
(RseB, regulador negativo de sigma E) e CV_3538 (IspG, enzima de sintese de
isoprendides), sugerindo novas vias potencialmente envolvidas na resisténcia aos
antibidticos beta-lactamicos. A mutacéo identificada por WGS na regido intergénica
do fator de transcricdo CV_1922, na verdade, revelou-se um artefato decorrente da
excisao do gene CV_1923, uma das cinco cépias de transposases encontradas em



C. violaceum. Como alternativa, um ensaio de pull-down de afinidade ao DNA permitiu
isolar diferentes proteinas que podem ser candidatos a reguladores transcricionais de
ambas beta-lactamases. Em conclusdo, nossos dados indicam que a ocorréncia de
mutagbes no gene da amidase AmpD1 é um mecanismo comum que leva a
hiperexpressdo das beta-lactamases AmpC e CphA e a alta resisténcia de

C. violaceum a varios antibioticos beta-lactamicos.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum. Antibiéticos beta-lactamicos. Enzimas
beta-lactamases. Resisténcia a antibiéticos. Fatores de transcricdo. Vias de
sinalizacéo.



ABSTRACT

Alves, Luis Gustavo Laranjeiro. Signaling and regulatory pathways of beta-
lactamases in Chromobacterium violaceum. 2023. 127 p. Dissertation (Master in
Cellular and Molecular Biology), Ribeirdo Preto Medical School, University of S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

One of the biggest public health problems is the increase in antibiotic resistance in
pathogenic bacteria. Worldwide, there is a high prevalence of resistance to beta-lactam
antibiotics mediated by beta-lactamases enzymes. By producing two chromosomal
beta-lactamases, AmpC and CphA, the environmental opportunistic bacterium
Chromobacterium violaceum is intrinsically resistant to several beta-lactam antibiotics.
However, little is known about the signaling and regulation pathways of these enzymes
in this bacterium. In this study, we isolated spontaneous mutants resistant to the
antibiotic ceftazidime to elucidate how these beta-lactamases are regulated. By
antibiogram, we confirmed resistance to several other beta-lactams in 13 of these
spontaneous mutants. In 12 of them, there was overexpression of the ampC and cphA
genes, as verified by beta-galactosidase assays. DNA sequencing of the three
paralogous genes of the C.violaceum AmpD amidase, an enzyme involved in
peptidoglycan recycling, revealed mutations of different types in AmpD1 (CV_0566) in
most spontaneous mutants, but not in AmpD2 or AmpD3. Single and combined null
mutants of the three-amidase genes were obtained. Overexpression of both beta-
lactamases and increased resistance to beta-lactams were observed only in mutants
with ampD1 deletion. When introduced into ampD21 null or spontaneous mutants, the
ampD1 gene rescued the phenotypes of these mutants. The AmpD1 amidase from
C. violaceum has a unique architecture among bacterial amidases with the presence
of an N-terminal acetyltransferase domain. Three spontaneous mutants were chosen
for whole genome sequencing (WGS). The results revealed mutations in the genes
CV_1820 (RNAse E), CV_2060 (RseB, a negative regulator of sigma E) and CV_3538
(IspG, isoprenoid synthesis enzyme), suggesting new pathways potentially involved in
resistance to beta-lactam antibiotics. The mutation identified by WGS in the intergenic
region of the CV_1922 transcription factor actually turned out to be an artifact resulting
from the excision of the CV_1923 gene, one of the five copies of transposases found
in C. violaceum. Alternatively, a DNA affinity pull-down assay allowed us to isolate
different proteins that could be candidates for transcriptional regulators of both beta-



lactamases. In conclusion, our data indicate that the occurrence of mutations in the
AmpD1 amidase is a common mechanism that leads to the overexpression of the beta-
lactamases AmpC and CphA and the high resistance of C. violaceum to several beta-

lactam antibiotics.

Keywords: Chromobacterium violaceum. Beta-lactam antibiotics. Beta-lactamase
enzymes. Antibiotic resistance. Transcription factors. Signaling pathways.
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1 INTRODUCAO

1.1 Um panorama geral sobre antibiéticos

O uso de antibioticos foi um marco na medicina moderna, permitindo uma vida
mais longa e saudavel. Desde a descoberta e o inicio de sua utilizacdo, enfermidades
gue antes assombravam a humanidade puderam ser tratadas e curadas com apenas
algumas doses desses farmacos, o que mostra o quanto eles contribuiram para o
controle de inimeras doencas infecciosas bacterianas. Antes disso, diferentes
produtos naturais eram utilizados empiricamente no tratamento de uma gama de
infeccOes. Estes antigos ensinamentos etnobiolégicos podem ser encontrados em
manuscritos, como o papiro de Eber, datado de 1550 a.C., considerado o documento
médico mais antigo preservado atualmente, o qual recomenda o uso de cataplasmas
com p&ao mofado e solo como tratamento (PAGAN, 2011; HUTCHINGS et al., 2019).

Uma descoberta seminal na histéria dos antibiéticos foi feita por Alexander
Fleming em 1928. Ele notou que em uma de suas placas de cultura houve o
crescimento fortuito de um fungo Penicillium sp., o qual liberava no meio uma
substancia que inibia o crescimento das colonias de Staphylococcus aureus ao seu
redor. Fleming demonstrou que o filtrado desta cultura de fungo, o qual ele chamou
de penicilina, tinha acao inibitéria contra varias outras bactérias e propds seu uso no
tratamento de infecgbes bacterianas (FLEMING, 1929). A partir dos trabalhos de
Howard Florey e Ernst Chain foi possivel produzir a penicilina em escala industrial de
forma mais otimizada e isola-la para uso terapéutico, garantindo o Prémio Nobel de
Medicina em 1945 aos trés pesquisadores. Este acontecimento consolidou o inicio da
era dos antibioticos (AMINOV, 2010; BLAIR et al., 2015; BUSH & BRADFORD, 2016).

Diversos micro-organismos produzem compostos bioativos de grande interesse
industrial, biotecnolégico, médico e farmacoldgico, o que demonstra o quao importante
se faz, em nossa sociedade, o0 estudo destes produtos naturais. Grande parte dos
antibidticos usados atualmente foram descobertos na "era de ouro" dos antibidticos
(entre 1940 e 1960), sendo muitos identificados e isolados de fungos e
actinobactérias. Estes micro-organismos se destacam pela grande variedade
produzida de antibidticos, os quais funcionam, em um contexto ecolégico, como
agentes de competicdo intermicrobiana (DAVIES & DAVIES, 2010; AMINOV, 2010;
LEWIS, 2013).



24

Antimicrobianos, incluindo o0s antibidticos, s@o substancias naturais,
semissintéticas e sintéticas que agem sobre micro-organismos inibindo o seu
crescimento (microbiostatico), ou causando a sua destruicdo (microbicida). Os
antibidticos podem ser classificados com base em trés caracteristicas principais:
guanto ao seu espectro de atividade (estreito ou amplo), mecanismo de acgéo
(bacteriostatico ou bactericida) e classe quimica (estrutura da molécula). Um espectro
estreito € considerado quando a substancia tem acdo em um grupo pequeno de
bactérias, como é o caso da penicilina G, das sulfonamidas e da eritromicina. Ja os
antibidticos de espectro amplo sdo aqueles que agem em diversos tipos de bactérias,
como as tetraciclinas e o cloranfenicol (BRUNTON et al. 2012; RANG & DALE, 2016).

Os mecanismos de acdo dos antibioticos sdo bem diversificados, envolvendo
a inibicao seletiva de processos essenciais por acdo em alvos especificos da célula
bacteriana (BRUNTON et al. 2012; RANG & DALE, 2016) (Figura 1). A inibicdo da
formacdo da parede celular por acdo principalmente dos beta-lactamicos, mas
também por glicopeptideos, como a vancomicina, € um dos mecanismos mais
efetivos. Sem a parede celular que oferece estabilidade osmotica, a célula bacteriana
sofre lise. A inibicdo da sintese de proteinas (traducéo) € realizada por cloranfenicol,
aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclinas, muitos dos quais sdo antibiéticos
bacteriostaticos. Esses antibiéticos inibem a traducédo por ligarem a subunidade 30S
do ribossomo, como os aminoglicosideos e as tetraciclinas, ou por ligarem a
subunidade 50S, como os macrolideos, as estreptograminas, as oxazolidinonas e o
cloranfenicol (Figura 1). H4 também mecanismos de inibicdo da replicacdo do DNA,
realizada por quinolonas e fluoroquinolonas e inibicao da transcricdo do DNA em RNA,
por acdo das rifamicinas. A injuria da membrana plasmatica € outra forma de acdo dos
antibidticos, que é realizada pela polimixina B e colistina, ambos polipeptideos. Temos
ainda a inibicdo da sintese de metabdlitos essenciais, como o &cido folico, que é
realizada pelas sulfonamidas e trimetoprima (Figura 1) (MORAR & WRIGHT, 2010;
BRUNTON et al., 2012; LEWIS, 2013; RANG & DALE, 2016).

O uso de antibioticos combinados pode ser feito em diferentes contextos. Por
exemplo, para obter um feito sinérgico pode-se utilizar trimetoprima e sulfametoxazol
gue agem em enzimas diferentes na mesma via metabdlica, ou o uso da amoxicilina
com acido clavulanico que inibem, respectivamente, a sintese da parede celular e
beta-lactamases. Os antibidticos também podem ser combinados para reduzir a

gravidade ou incidéncia dos efeitos adversos do uso desses medicamentos, prevenir
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0 desenvolvimento de resisténcia ou ampliar o espectro de agdo como ocorre no
tratamento de infeccbes mistas e no tratamento inicial das infeccbes graves
(COURVALIN et al., 2010; HUTCHINGS et al., 2019).
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Figura 1. Mecanismos e alvos de acdo dos antibiéticos. As principais classes de antibidticos e seus
alvos de acdo estdo indicados. Os antibidticos atuam inibindo processos essenciais na célula
bacteriana, como: sintese da parede celular, replicacdo do DNA, transcricdo do RNA, traducdo das
proteinas, integridade da membrana plasmatica e sintese de metabdlitos essenciais. Fonte: adaptado
de LEWIS, 2013.

1.1.1 Antibidticos beta-lactamicos

Os beta-lactamicos representam a classe de antibiéticos mais numerosa e
utilizada na atualidade. Os membros deste grupo possuem em comum no seu nucleo
estrutural o anel beta-lactamico que confere a eles sua atividade bactericida. Ainda
em sua estrutura, € notavel a presenca de diferentes cadeias laterais, as quais

definem suas propriedades farmacolégicas e seu espectro de acdo (Figura 2). Com
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base em sua estrutura quimica, os beta-lactamicos séo classificados como penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos (Figura 2A), sendo o0s
mecanismos de acdo comuns a todos, mas cada grupo com algumas particularidades
especificas (LUENGO, 1999; ANVISA, 2007; BUSH & BRADFORD, 2016; RANG &
DALE, 2016; BUSH, 2018; LIMA et al., 2020).
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Figura 2. Estrutura quimica do nucleo funcional das principais familias de beta-lactamicos. O
anel beta-lactdmico confere atividade microbicida ao antibiético e as singularidades de cada farmaco
resultam de sua cadeia lateral. (A) As principais subfamilias de beta-lactdmicos s&@o penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos. (B) Estrutura do intermediario biossintético das
penicilinas, o acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Fonte: adaptado de LUENGO, 1999.

A benzilpenicilina (penicilina G) foi a primeira representante do grupo dos beta-
lactamicos e com seu estudo foi possivel isolar seu intermediario biossintético, o acido
6-aminopenicilanico (6-APA), composto quimico este que forma o nucleo fundamental
das moléculas do grupo das penicilinas (Figura 2B) (LUENGO, 1999). Esta descoberta
permitiu o desenvolvimento das penicilinas semissintéticas por modificacdo de
cadeias laterais e preservacéo do nucleo formador 6-APA. Com isto, foi possivel obter
derivados isentos das dificuldades que limitavam o uso clinico inicial da penicilina G,
isto €, o aprimoramento das vias de administracdo, espectro e tempo de acdo em
relacdo as penicilinas naturais, além de uma melhora na estabilidade da substancia
(KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988; PUTAROV, 2011). Por exemplo, a
amoxicilina, um antibiético semissintético, teve adi¢cdo de oxigénio na cadeia lateral a
fim de evitar sua inativacdo no estbmago. Com o passar do tempo, essa descoberta
também foi projetada nas outras classes de beta-lactamicos, levando ao
desenvolvimento de novas geracbes de beta-lactamicos (ZANINI et al., 1994;
CHOPRA et al., 2002; LIMA et al., 2020).
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De acordo com o painel de consumo de antimicrobianos produzido pela Rede
Europeia de Vigilancia do Consumo de Antimicrobianos (ESAC-Net) e o Relatorio
Epidemiolégico Anual de 2021, a média de consumo de antibidticos beta-lactamicos
da Unido Europeia (UE) e do Espaco Econdmico Europeu (EEE) juntos, em 2021,
equivale a um total de aproximadamente 70 toneladas por ano, uma média de 7,9
doses diarias definidas por 1000 habitantes por dia (DDD/1000 hab/dia) (ECDC,
2023). Apesar de os beta-lactamicos terem um amplo indice terapéutico e serem
considerados seguros mesmo em altas doses, é importante destacar que
concentracfes supraterapéuticas sao frequentemente usadas em ambientes de
terapia intensiva e o risco de toxicidade acaba sendo maior, como neurotoxicidade,
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade (PAYNE et al., 2017; BOSCHUNG-PASQUIER et
al., 2020; MANGALORE et al., 2023). Ainda, por serem hidrofilicos, antibi6ticos dessa
classe sdo primariamente eliminados pelos rins. Portanto, alteracfes fisiol6gicas
podem ter efeitos significativos na farmacocinética dos beta-lactamicos, afetando
tanto a resposta ao tratamento quanto o risco do desenvolvimento de resisténcia no
patdgeno (PAYNE et al., 2017; SAKR et al., 2018; RUDD et al., 2020; BARRETO et
al., 2021; MANGALORE et al., 2023).

1.2 Peptideoglicano e inibicdo de sua sintese por beta-lactamicos

As bactérias conseguem suportar a pressao osmética intracelular em diferentes
condicBes e manter seu formato caracteristico devido a uma estrutura denominada
parede celular. O principal componente da parede celular € o peptideoglicano (PGN)
ou mureina, um heteropolissacarideo formado por longas cadeias dos glicanos N-
acetilglicosamina (GIcNAc, NAG) e acido N-acetilmuramico (MurNAc, NAM) unidos
por uma ligagéo B-1,4-glicosidica, tendo o NAM uma haste de peptideos ligada a ele.
As fitas sacaridicas do PGN estéo ligadas covalentemente de modo cruzado entre si
através desses peptideos, garantindo assim uma disposicéo reticulada, estavel e
rigida, que sustenta o envelope bacteriano (HOLTJE, 1998; FISHER & MOBASHERY,
2014; FISHOVITZ et al., 2015; BONOMO, 2017; DIK et al., 2018; LIMA et al., 2020).
Com base na estrutura do envelope celular as bactérias podem ser classificadas como
Gram-positivas (monodérmicas), que apresentam uma membrana celular e espessas
multicamadas sobrepostas de PGN; e Gram-negativas (didérmicas), que apresentam

uma camada fina de PGN presente dentro de um espac¢o denominado de periplasma
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entre duas membranas celulares, sendo a membrana externa composta por
fosfolipidios e lipopolissacarideos (LPS) (DIK et al., 2018; LIMA et al., 2020;
COCHRANE & LOHANS, 2020). A fita sacaridica do PGN apresenta pouca variacao,
enquanto as hastes polipeptidicas sdo mais variaveis em composi¢cdo e formas de
ligacdo. Em bactérias Gram-negativas predomina o pentapeptideo L-Ala-y-D-Glu-
meso-diaminopimelato-D-Ala-D-Ala, enquanto em bactérias Gram-positivas, 0 acido
meso-diaminopimélico (MDAP) pode ser substituido por uma lisina (L-Lys) (FISHER
& MOBASHERY, 2014; DIK et al., 2018; LIMA et al., 2020).

Embora seja uma estrutura que confere rigidez, a parede celular bacteriana é
constantemente sintetizada e degradada, um processo complexo e coordenado de
remodelamento que envolve inUmeras enzimas atuando em etapas no citoplasma e
no periplasma. Durante o processo de degradacao, os muropeptideos (mondémeros
do PGN) produzidos sao reciclados, o que garante a célula uma maior economia de
energia e nutrientes. Estima-se que mais de 50% de todo PGN é reciclado. Além da
economia gerada, esse remodelamento € uma estratégia que permite alteracdes no
envelope bacteriano, permitindo assim definir locais para o reconhecimento de
proteinas, insercdo ou excisdo de PGN, além de permitir uma resisténcia a
degradacéo da lisozima, por exemplo (HOLTJE, 1998; DIK et al., 2018; COCHRANE
& LOHANS, 2020).

A sintese do PGN bacteriano € um processo complexo que envolve multiplas
etapas (Figuras 3 e 4). No citosol ocorre a sintese da unidade estrutural de construcéo
do PGN, o lipidio Il (difosfato de undecaprenol, C55-P) que contém NAG-NAM-
pentapeptideo (Figura 3). Na primeira etapa, as enzimas MurABCDEF sintetizam
UDP-MurNAc-pentapeptideo (também chamado de nucleotideo de Park). Apés, MraY
transloca essa estrutura para o lipidio | (fosfato de undecaprenol) e ocorre a perda de
UDP (uridina difosfato). A enzima MurG atua adicionando GIcNAc ao C-4 de MurNAc,
concluindo a estrutura do lipidio Il. Por meio da flipase MurJ na membrana interna, o
lipidio 11 é transferido ao periplasma para que ocorra a montagem do PGN por enzimas
sintases de PGN com atividades de glicosiltransferases (polimerizacdo) e
transpeptidase (ligacdo peptidica) denominadas proteinas de ligagcdo a penicilina
(PBP) (Figura 3) (HOLTJE, 1998; DIK et al., 2018; COCHRANE & LOHANS, 2020).
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Figura 3. Sintese de lipidio Il, o precursor do PGN. A montagem do lipideo Il comec¢a com a adi¢ao
do nucleotideo de Park (UDP-MurNAc-pentapeptideo) em C55-P (fosfato de undecaprenol) através da
atividade de MraY que libera a molécula sinalizadora UDP. Através da adi¢cdo de GIcNAc por MurG, o
lipideo Il estd completo e segue para o periplasma através da flipase MurJ para sua incorporagao no
PGN por PBPs. Fonte: COCHRANE & LOHANS, 2020.

No periplasma, as PBPs com acéo de transglicosilase (TG) permitem a ligacao
do muropeptideo a fita crescente do PGN com a liberacdo de pirofosfato de
undecaprenol. Isso torna possivel a atividade de transpeptidases (TP) que ligam as
cadeias peptidicas dessa nova fita de glicanos com outras (ligacdes 4-3 e 3-3) (Figura
4) (HOLTJE, 1998; DIK et al., 2018; COCHRANE & LOHANS, 2020). As PBPs sido
agrupadas como PBPs de alta massa molecular (HMM) e PBPs de baixa massa
molecular (LMM) e divididas em 3 classes (A, B e C) com base em organizacéo de
dominios a atividade enzimatica. As PBPs HMM da classe A s&@o enzimas bifuncionais
com dominios de transglicosilase e transpeptidase, como as enzimas PBP1a, PBP1b
e PBP1lc de Escherichia coli. As PBPs HMM da classe B séo transpeptidases
monofuncionais, que atuam no alongamento e septacdo do PGN, como PBP2 e PBP3
de E. coli. Essas enzimas reconhecem o motivo D-Ala-D-Ala do pentapeptideo-
MurNAc, realizam a liberagcdo da D-Ala terminal (5° aminoacido) e ligam a D-Ala
restante na por¢cao amina de mDAP de outra haste, fazendo assim a ligacéo cruzada
4,3 (Figura 4). As PBPs LMM da classe C sdo enzimas que atuam mais no
remodelamento do que na sintese do PGN. Das sete LMM PBPs de E. coli, algumas
sao D,D-carboxipeptidases (PBP5, PBP6a e PBP6b) que removem a D-Ala terminal
dos muropeptideos, enquanto outras sao D,D-endopeptidases (PBP4 e PBP7) que
clivam as pontes peptidicas, separando as fitas de glicanos do PGN maduro (Figura
4) (HOLTJE, 1998; DIK et al., 2018; COCHRANE & LOHANS, 2020).
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Figura 4. Etapas de polimerizagéo e reticulacdo do PGN. As PBPs com atividade de transglicosilase
incorporam o lipidio Il a fita sacaridica crescente com a liberagdo da parte lipidica. A transpeptidagéo
feita por PBPs conclui a reticulagdo do PGN por ligagfes cruzadas do tipo 4,3. Por outro lado, L,D-
transpeptidases atuam nas liga¢cbes cruzadas 3,3. Endopeptidases atuam desassociando as fitas de
glicanos com a clivagem da ligacao peptidica. Fonte: COCHRANE & LOHANS, 2020.

Os antibidticos beta-lactamicos, por outro lado, interferem na sintese do PGN.
Conforme descrito anteriormente, a atividade bactericida desses farmacos decorre da
presenca do anel beta-lactamico, uma amina ciclica que se assemelha em estrutura
a D-Ala-D-Ala do pentapeptideo, motivo pelo qual eles se ligam a um residuo de serina
do sitio ativo das enzimas PBPs, impedindo-as de realizar suas reacdes cataliticas no
PGN (Figura 5). Em contraste com a acilacdo que ocorre em D-Ala-D-Ala, onde a
formacdo do complexo enzima-substrato é transitoria e ocorre a ligacdo dos
muropeptideos, a ligacdo entre um beta-lactamico e uma PBP é estavel, persistindo

covalentemente ligadas a esses farmacos em um estado inativado (CARRASCO-
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LOPEZ et al., 2011; BUSH & BRADFORD, 2016; BONOMO, 2017; DIK et al., 2018;
LIMA et al., 2020). Apesar de décadas de uso, ainda ndo séo totalmente conhecidos

0s eventos entre a perda da capacidade catalitica de uma PBP essencial e o evento

litico.
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Figura 5. Interac&o dos beta-lactamicos com PBPs. (A) A semelhanca do anel beta-lactamico com
a ligacdo D-Ala-D-Ala permite (B) a ligacdo dos farmacos dessa classe no sitio ativo das PBPs,
inativando sua atividade de transpeptidase (TP) e (C) impedindo a sintese da parede celular. Fonte:
adaptado de Dik et al., 2018.

A degradacdo do PGN é realizada por duas classes de enzimas muito
importantes. As N-acetilmuramil-L-alanina amidases zinco-dependentes (EC
3.5.1.28), presentes no periplasma, atuam clivando a ligagdo entre MurNAc e sua
haste de peptideos, como AmIABCD de E. coli e AmpDh2 de Pseudomonas
aeruginosa. Essa atividade é importante ndo apenas na degradacao, mas também no
remodelamento do PGN. Por outro lado, as transglicosilases liticas, como SIt70 e MItG
de E. coli, atuam clivando a ligacéo glicosidica entre os monémeros do PGN. Estas
enzimas sdo importantes para a clivagem de longas cadeias de glicanos sem ligacéo
cruzada que se formam na presenca de beta-lactamicos. O resultado dessa atividade
€ a criagcdo de mondmeros GIcNAc-1,6-anhMurNAc-peptideos livres no periplasma
bacteriano (HOLTJE, 1998; GUERIN et al., 2015; DIK et al., 2018; TORRENS et al.,
2019; COCHRANE & LOHANS, 2020).

Em muitas bactérias Gram-negativas, esses monémeros séo transportados ao
citoplasma pela permease AmpG, uma proteina integral de membrana seletiva de
GIcNAc-1,6-anhMurNAc (com ou sem a haste de peptideos). L4, eles servem de
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substrato na via de reciclagem. NagZ € uma glucosaminidase citosoélica que hidrolisa
a ligacao B-1,4-glicosidica entre GIcNAc e MurNAc-peptideo, separando-os. Uma
outra enzima amidase dependente de zinco, AmpD (EC 3.5.1.28), consegue clivar, de
forma seletiva, a ligacdo entre 1,6-anhMurNAc e o grupamento L-peptideo
(PETROSINO et al., 2002; HESEK et al., 2009; CARRASCO-LOPEZ et al., 2011;
PEREZ-GALLEGO et al., 2016). Dessa forma, os trés componentes dos
muropeptideos séo isolados e liberados no citosol para que sejam usados por
diferentes enzimas que séo orquestradas em um elegante processo de reciclagem.
Os detalhes de cada etapa da via de reciclagem ainda ndo sdo bem compreendidos
em todas as bactérias visto a gama de processos envolvidos em cada organismo e,
portanto, mais estudos na area sdo importantes para o desenvolvimento de novos

alvos terapéuticos.

1.3 Resisténcia a antibiéticos, um problema de saude publica global

A resisténcia bacteriana aos antibidticos foi descrita tédo logo eles comegaram
a ser utilizados na década de 1940, sendo o processo acelerado apés o inicio do uso
de antibidticos na farmacologia clinica (STRACHAN & DAVIES, 2017). Em apenas 70
anos apos a introducado dos antibidticos, estamos diante da possibilidade de um futuro
sem antibiéticos eficazes para diversos tipos de bactérias (ECDC, 2016). A resisténcia
aos antibiéticos ocorre quando as bactérias sobrepujam os antimicrobianos projetados
contra elas, de forma que a progresséao de resisténcia bacteriana aumenta conforme
0 numero de classes de antibi6ticos as quais estejam resistentes. Em outras palavras,
linhagens resistentes a um antimicrobiano em trés ou mais categorias diferentes sao
denominadas multidroga resistente (MDR); aquelas extensivamente droga resistente
(XDR) séo resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos; e pan-droga
resistente (PDR) sdo resistentes a quase todos os antimicrobianos disponiveis
comercialmente, ou resistentes a todos 0s antimicrobianos rotineiramente testados
(MAGIORAKOS et al., 2012).

Atualmente, sédo limitadas as opcbes de antibidticos para o tratamento de
infecgdes bacterianas multirresistentes, o que resulta em altas taxas de morbidade e
mortalidade. Linhagens de bactérias resistentes a antibiéticos, como os patdgenos do
grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp.),
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emergem e se disseminam como consequéncia da presséao seletiva exercida pelo uso
dos antibiéticos e pelos mecanismos de troca de material genético entre as bactérias,
inclusive a partir de bactérias ambientais, que sao consideradas potenciais
reservatoérios naturais de genes de resisténcia (POLZ et al., 2013; XUE et al., 2015).
Isto torna dificil rastrear as origens de um gene de resisténcia a antibiético, mesmo
com as tecnologias atuais (ASHTON et al., 2015).

Ha uma diversidade de mecanismos de troca de genes de resisténcia a
antibidticos ocorrendo dentro de grupos relacionados ou ndo de micro-organismos
(POLZ et al., 2013). A resisténcia a antibibticos pode ser intrinseca a uma espécie ou
ser uma capacidade adquirida de forma plasmidial em uma transferéncia natural entre
bactérias da mesma ou diferentes espécies ou, ainda, a partir de uma transformacéao
bacteriana. Os genes de resisténcia quase sempre fazem parte do DNA de
plasmideos, embora também possam constituir o DNA cromossdémico bacteriano ou
ainda compor unidades moveis conhecidas como transposon e integrons (DAVIES &
DAVIES, 2010; COX & WRIGHT, 2013).

Esta situacdo atual de resisténcia a antibidticos foi uma consequéncia das
praticas irresponsaveis da utilizagdo de agentes antimicrobianos, com uso na
pecudria, prescricdo médica equivocada e automedicacdo. A venda irregular sem
receita de antibidticos em diversos paises prejudica muito o tratamento das infec¢des
devido ao aumento da resisténcia bacteriana (ANVISA, 2007). As decisbes pessoais
sobre a compra e uso de antibidticos pelas pessoas destes locais sao regidas
principalmente por razdes culturais e econdmicas (GARTIN et al., 2010; STRACHAN
& DAVIES, 2017). Devido a falta de novos agentes alternativos, o uso prudente
continua sendo crucial no esfor¢o de prevencdo e controle da resisténcia, uma vez
gue se trata de um problema complexo que requer esforcos conjuntos de diversos
profissionais e da comunidade em geral (ANVISA, 2007; AMINOV, 2010; DAVIES &
DAVIES, 2010; GARTIN et al.,, 2010; STRACHAN & DAVIES, 2017). Também é
importante a descoberta de novas classes de antibioticos e a modificacdo dos
farmacos existentes (LEWIS, 2013).

Para se ter uma nocdo melhor da situacdo, em 2016, seis paises da Uniao
Europeia relataram um aumento significativo no consumo de antibioticos, enquanto
nenhum relatou a diminuicdo no consumo (ECDC, 2016). Segundo o relatorio do
ECDC de 2019, a cada ano, cerca de 33 mil pacientes morrem na UE/EEE de uma

infeccdo causada por bactérias resistentes e a infeccdo devido a esses micro-
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organismos resulta em pelo menos € 1,5 bi. de custos extras na saude a cada ano.
Mesmo apos alguns anos, em 2021, este namero ja ultrapassa 35 mil mortes por ano,
um total de infec¢cdes comparavel aos de HIV/AIDs, tuberculose e gripe combinados
(ECDC, 2023). Por outro lado, um estudo da OMS em 2018, revelou haver muitas
discordancias nas taxas de consumo de antibiéticos entre os 65 paises analisados em
seu estudo, sendo 22,75% referente ao consumo destes no Brasil, a maior dentre os
paises americanos (OMS, 2018).

Em 2017, a OMS publicou a AWaRe, uma classificacdo de antibioticos que
divide aqueles de Acesso, Vigilancia e Reserva em relacdo aos maiores niveis de
desenvolvimento de resisténcia e usos em ultimo recurso. Esta classificacdo foi
desenvolvida para auxiliar os programas de administracdo de antibidticos com
métricas e indicadores globais para uso apropriado (OMS, 2019). Apesar disso, 0 uso
crescente de antibidticos de reserva € uma consequéncia inevitavel do aumento da
prevaléncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos, especialmente bactérias
MDR (BENKO et al., 2022).

1.3.1 Mecanismos de resisténcia a beta-lactamicos

Para que um antibiotico consiga exercer seu papel, € preciso primeiro alcancar
os alvos moleculares, e para isso, o farmaco precisa conseguir entrar na célula para
s6 depois interagir com uma molécula-alvo de modo a desencadear a morte da
bactéria. Nesse processo, o antibiético pode ser neutralizado de varias formas,
podendo sofrer a agdo das bombas de efluxo, a inativagdo por enzimas capazes de
modifica-lo ou degrada-lo, a incapacidade de atuar sobre seu alvo devido a alteragdes
neste ou a superproducédo de seu alvo (Figura 6) (COX & WRIGHT, 2013; BLAIR et
al., 2015). Para evitar a agdo dos antibioticos, as bactérias normalmente fazem uso
de mais de uma estratégia. Em relagdo aos mecanismos de resisténcia aos
antibiéticos beta-lactamicos, quatro mecanismos se destacam (Figura 6).

A reducdo da permeabilidade € o primeiro mecanismo de resisténcia e
destacam-se as mutacOes ou alteracdo na expressdo de porinas da membrana
externa das bactérias Gram-negativas de modo a limitar a entrada dos antibiéticos
(DRAWZ e BONOMO, 2010; PAPP-WALLACE et al.,, 2011; ANVISA, 2007). Em
P. aeruginosa, a resisténcia ao imipenem, trimetoprima e de forma mais leve ao

meropenem, esta associada a perda da porina OprD (PAPP-WALLACE et al., 2011).
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O segundo mecanismo corresponde as bombas de efluxo de drogas que bombeiam
de modo ativo os antibioticos do meio intracelular para o extracelular. Estas bombas
séo parte do repertério de resisténcia adquirida ou intrinseca e sdo determinantes na
resisténcia a multiplas drogas em varias bactérias Gram-negativas, como em
P. aeruginosa, A. baumannii e E. coli (PAPP-WALLACE et al.,, 2011; BONOMO,
2017). No caso dos antibioticos beta-lactamicos, o terceiro mecanismo, a alteracéao do
alvo de acdo do antibidtico, € bastante importante e corresponde a mudancas nas
PBPs, como ocorre com a proteina PBP2x de Streptococcus pneumoniae
(SCHWEIZER et al., 2014), ou aquisicao de PBPs alternativas, como ocorre em
linhagens de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Nestas
linhagens, a aquisicdo do gene cromossdmico mecA permite produzir uma PBP
resistente aos beta-lactamicos (PBP2a), mantendo assim a integridade da parede
celular durante o crescimento, mesmo que outras transpeptidases essenciais sejam
inativadas (ANVISA, 2007; SCHWEIZER et al., 2014; BLAIR et al., 2015; FISHOVITZ
et al., 2015).
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Figura 6. Mecanismos de resisténcia a antibiéticos beta-lactamicos. A resisténcia bacteriana pode
ser intrinseca ou adquirida por elementos moveis. Os principais mecanismos de resisténcia incluem
reducdo da permeabilidade, aumento de efluxo, alteracdo do alvo de ac&o ou a destruicdo enzimatica
do antibiético. Esquema do préprio autor, criado com inspiracdo em LEWIS, 2013.



36

Por ultimo, a producéo de enzimas beta-lactamases é o meio mais eficiente e
comum das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas se tornarem resistentes aos
antibidticos beta-lactamicos (Figura 6), uma vez que estas enzimas destroem a
estrutura do anel beta-lactamico, fazendo com que as transpeptidases ndao sejam
inativadas pelo antibiotico (DRAWZ e BONOMO, 2010; MORAR & WRIGHT 2010;
BONOMO, 2017; BUSH, 2018). As beta-lactamases séo classificadas em 4 classes
distintas (classes A, B, C e D), segundo a proposta de Ambler que as agrupa com
base em similaridade de sequéncia e estrutural (AMBLER, 1980). Em 1995, uma
segunda classificacdo foi criada e agrupa as beta-lactamases em grupos de 1 a 3
(esquema de Bush e Jacoby), levando em consideracao o perfil de substrato e de
inibicdo destas enzimas (BUSH et al., 1995). De acordo com o mecanismo de catalise,
essas enzimas atuam quebrando o anel beta-lactamico por meio da utilizacédo de ions
zinco como cofator (classe B, grupo 3, metalo-beta-lactamase) ou usando um residuo
de serina conservado (classes A, C e D, grupos 1 e 2) (PHILIPPON et al., 1998; BUSH
& JACOBY, 2010; BONOMO, 2017; BUSH, 2018).

1.4 Regulagéo de genes de beta-lactamases

Conforme descrito por Dik e colaboradores em 2018, “um cuidadoso equilibrio
entre a sintese da parede celular por PBPs de HMM, remodelamento por PBPs de
LMM e degradacdo por amidases e transglicosilases liticas (LTs) mantém a parede
celular’ (DIK et al.,, 2018). A resisténcia a antibidticos beta-lactamicos passa
necessariamente pelos complexos mecanismos de reciclagem da parede celular. As
beta-lactamases podem ser expressas de modo constitutivo ou terem sua expressao
induzida, uma vez que as alteracdes nos niveis de produtos do metabolismo do PGN
originados da acédo de antibidticos beta-lactamicos permitem detectar a presenca
desses antibioticos que levam a regulacdo de beta-lactamases (PHILIPPON et al.,
1998; GUERIN et al., 2015; JUAN et al., 2017; DIK et al., 2018).

Em bactérias Gram-positivas, o modelo de sistema regulatério mais bem
estudado € o sistema Bla de S. aureus que consiste na proteina de transducédo de
sinal BlaR, do repressor transcricional Blal e da beta-lactamase Blaz (HAO et al.,
2012). Na presenca de beta-lactamicos, BlaR sofre auto clivagem e seu dominio
citosélico cliva o repressor Blal, liberando a expresséo do gene blaZz (ZHANG et al.,

2001; BIRCK et al., 2004). Em bactérias Gram-negativas, muitos dos sistemas
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regulatorios bem descritos estdo envolvidos em regular a expressdo de beta-
lactamases cromossémicas intrinsecas das classes A, B, C e D presentes em
bactérias Gram-negativas ambientais que atuam como patdgenos oportunistas, como
P. aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e Aeromonas spp. (JUAN et al., 2017).

O caso mais bem caracterizado de beta-lactamase induzivel € a AmpC, uma
cefalosporinase classificada no grupo 1 e classe C, identificada como a primeira
enzima capaz de degradar um beta-lactamico (ABRAHAM e CHAIN, 1940). Hoje, ja
se sabe que AmpC confere resisténcia a diversas cefalosporinas, a maioria das
penicilinas e a combinacdo de inibidor de beta-lactamase com beta-lactamicos. No
tratamento de infeccbes por patdégenos que possuam esse gene, torna-se
recomendado terapias com carbapenémicos, apesar de algumas cepas com esse
gene ja terem desenvolvido resisténcia (JACOBY, 2009). Os genes que codificam
beta-lactamases AmpC geralmente sdo intrinsecos e cromossdmicos, embora
eventualmente ocorra sua presenca em plasmideos adquiridos, permitindo que
bactérias que antes ndo portavam blaampc passem a produzi-la, como ocorre com K.
pneumoniae e Proteus mirabilis. E comum emergirem isolados clinicos resistentes a
beta-lactamicos por mutagcbes em genes da via de regulacdo de ampC, como
mutantes ampD que hiperexpressam AmpC (HWANG & KIM, 2015; PEREZ-
GALLEGO et al., 2016; JUAN et al., 2017).

A regulacdo da expressao do gene ampC em bactérias Gram-negativas é
bastante intrincada e envolve um elegante mecanismo sensorial que consegue
detectar antibiéticos beta-lactamicos por sua interferéncia no processo de reciclagem
da parede celular. Este modelo, elaborado para Enterobacteriaceae e depois
expandido para P. aeruginosa, € complexo e envolve diversos genes que codificam
enzimas do metabolismo e da reciclagem do PGN (Figura 7) (JACOBY, 2009; JUAN
et al., 2017; TORRENS et al., 2019). A inibicdo de PBPs por beta-lactamicos gera o
aumento de fitas sacaridicas nao reticuladas aberrantes na parede celular, que sofrem
acdo de transglicosilases liticas como uma tentativa de correcdo e encurtamento
dessas fitas com a liberagdo dos mondémeros GIcNAc-1,6-anhMurNAc (com ou sem
peptideos), aumentando o pool dessas moléculas no periplasma (GUERIN et al.,
2015; JUAN et al., 2017; DIK et al., 2018; TORRENS et al., 2019).

Ao serem transportados para o citosol por AmpG, e serem processados por
NagZ, a quantidade de 1,6-anidro-MurNAc sera alta. Concomitantemente, o

metabolismo por AmpD esta acontecendo, liberando a porgéo peptidica de 1,6-anidro-
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MurNAc, com ou sem GIcNAc, para que possam entrar na via de reciclagem e serem
reutilizados na sintese do PGN. O produto dessa via de reciclagem, UDP-MurNAc,
atua como um ligante de repressdo em AmpR, o fator transcricional da familia LysR
responsavel pela regulagédo de blaampc, que inibe a expressao de AmpC. No entanto,
com o aumento da concentragao de 1,6-anidro-MurNAc no citosol, ocorre a saturacéo
de AmpD, que por sua vez ndo consegue aumentar a producdo de precursores do
PGN (o mesmo ocorre em mutantes ampD). Essa situacdo permite uma competicao
entre 1,6-anidro-MurNAc e UDP-MurNAc pelo sitio de ligacido de AmpR. E justamente
este deslocamento de ligantes de repressao para inducao que sinaliza uma mudanca
conformacional em AmpR para ativador transcricional, permitindo a transcricdo de
AmpC (Figura 7) (JACOBY, 2009; GUERIN et al., 2015; HWANG & KIM, 2015; JUAN
et al., 2017; DIK et al.; 2018). Em P. aeruginosa, a expressao de AmpC também é
regulada pelo sistema de dois componentes CreBC (MOYA et al., 2009; ZAMORANO
et al., 2014; JUAN et al., 2017).
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Figura 7. Regulacdo de beta-lactamases por AmpR. Esquema representativo da regulacédo de
blaampc €m Enterobacteriaceae e P. aeruginosa. 3 - antibidtico beta-lactamico, Lt - transglicosilase litica,
LR - ligante de represséo, LI - ligante de inducao, TG - transglicosilase, TP - transpeptidase. Esquema
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do proprio autor, criado com inspiragcdo em JUAN et al., 2017; DIK et al., 2018; COCHRANE & LOHANS,
2020.

Outro exemplo bem estudado de beta-lactamases induzidas ocorre em
bactérias do género Aeromonas (Figura 8). Nestas bactérias existem trés beta-
lactamases co-induzidas: a carbapenemase de classe B blacphaimi, a cefalosporinase
de classe C blacep € a penicilase de classe D blaamp. Ao contrario de outras bactérias
Gram-negativas, em Aeromonas a expressao destas beta-lactamases nao envolve o
regulador AmpR, mas sim o sistema de dois componentes BIrAB (Blr, B-lactam
resistance) que é similar ao sistema CreBC de P. aeruginosa e E. coli. Na presenca
de beta-lactamicos indutores ocorre a autofosforilacdo de BIrB e transferéncia do
fosfato para BIrA, o qual liga-se em sequéncias cre/blr (TTCAC) na regiao promotora
dos genes das beta-lactamases, estimulando a expressdo destes genes e
aumentando a resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos (JACOBY, 2009;
ZAMORANO et al., 2014; JUAN et al., 2017).
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Figura 8. Regulacdo de beta-lactamases pelo sistema de dois componentes BIrAB. Esquema
representativo da regulacdo de trés genes bla em Aeromonas spp. B - antibitico beta-lactamico, P -
fosfatos, TG - transglicosilase, TP - transpeptidase. Esquema do proprio autor, criado com inspiragao
em JUAN et al., 2017; DIK et al., 2018; COCHRANE & LOHANS, 2020.
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1.5 Chromobacterium violaceum

Pertencente a classe p-proteobacteria e a ordem Neisseriales,
Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-negativa, anaerébia facultativa,
flagelada, saprdfita de vida livre, normalmente encontrada no solo e agua doce de
ecossistemas de regides tropicais e subtropicais de todo planeta (Figura 9) (HUNGRIA
et al., 2004; LIMA-BITTENCOURT et al., 2007; BATISTA & DA SILVA NETO, 2017).
No Brasil, foi primeiramente detectada em corpos de mananciais, incluindo a bacia do
Rio Negro, e vem sendo utilizada como objeto de estudos no pais desde o final da
década de 70, apds encontrada em uma estacao de tratamento de agua (CALDAS et
al., 1978; GUARIM, 1978). Descrita pela primeira vez em 1882 por Boisbaudran, foi
por muito tempo a Unica integrante do género Chromobacterium, dentro da familia
Chromobacteriaceae. No entanto, mais recentemente foram propostas mais de uma
dezena de novas espécies dentro do género, sendo muitas destas isoladas da
rizosfera (BOISBAUDRAN, 1882; BATISTA & DA SILVA NETO, 2017).

Reconhecida como um patégeno oportunista ambiental, o primeiro caso de
infecgcdo por C. violaceum relatado em humanos ocorreu na Malasia no ano de 1927
(SNEATH et al., 1953). Associada a diversas infeccdes em animais, incluindo seres
humanos, possui como principal rota de infeccdo o contato de lesées com o solo e
agua contaminados (YANG & LI, 2011; MEHER-HOMJI et al., 2017; ALISJAHBANA
et al.,, 2021; GOMEZ et al., 2023). Embora sejam raros, 0s casos de infeccéo
observados séo caracterizados por dor abdominal, febre, lesdes na pele, formacéao de
abscesso com rapido curso clinico, acometendo diferentes 6rgdos como figado,
pulmdes e baco, que culminam em sepse (YANG & LI, 2011; SWAIN et al., 2014;
BATISTA & DA SILVA NETO, 2017; PANT et al., 2017).

A linhagem tipo ATCC 12472 de C. violaceum (isolada da agua na Malasia) foi
escolhida como objeto de estudo para o sequenciamento de seu genoma completo
pelo Projeto Genoma Brasileiro (BRGene). Esse estudo revelou ampla diversidade de
genes relacionados a adaptacao deste micro-organismo ao seu variado estilo de vida,
seja ele ambiental ou patogénico, dentro de um grande genoma de aproximadamente
4,8 Mb com 4.529 genes e um alto contetdo G+C de 64,5% (BNGPC, 2003; HUNGRIA
et al., 2004). C. violaceum possui potencial para aplica¢des biotecnolégicas, tais como
producdo de plasticos biodegradaveis (STEINBUCHEL et al., 1993), hidrélise de
filmes plasticos (GOURSON et al.,, 1999), biocontrole de pragas agricolas e
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despoluicdo em areas de garimpo (DURAN et al., 2016). Outros isolados e espécies
de Chromobacterium também produzem substancias Uteis para prevencao de
transmissao de doencas por mosquitos hematéfagos e no biocontrole de pragas de
agricultura (KIM et al., 2014; RAMIREZ et al., 2014; DURAN et al., 2016).

Figura 9. Chromobacterium violaceum. (A) Crescimento por esgotamento em agar LB e (B) formacao
de biofilme apds 7 dias de cultivo em agar PSA. Esquema do proprio autor.

Dentre os varios compostos bioativos produzidos por C. violaceum, sobressai-
se a violaceina, um pigmento roxo hidrofébico (Figura 9) com atividade contra
bactérias, fungos, protozoarios, virus e células tumorais (DURAN et al., 2016), sendo
gue a sua entrega as células alvo ocorre em vesiculas de membrana externa
(BATISTA et al.,, 2020). Sua sintese ocorre por meio da expressdo do operon
VIOABCDE e usa L-triptofano como substrato. No entanto, sua ativacdo ocorre apenas
em alta densidade celular através de um sistema de quorum sensing composto pelo
regulador CviR e pela enzima Cvil que produz o autoindutor L-homoserina lactona
(C10-HSL) (MCCLEAN et al., 1997; FUQUA et al., 2001; STAUFF & BASSLER, 2011;
PARK et al., 2021). A violaceina ndo é somente produzida por C. violaceum, sendo
encontrada em diferentes outros géneros bacterianos, como Duganella sp., lodobacter
sp., Massilia sp. e Pseudoalteromonas sp. (PARK et al., 2021).

No genoma de C. violaceum existem genes que codificam diferentes sistemas
de secrecdo, como sistema de secrec¢ao do tipo | (T1SS), T2SS, T3SS, T5SS e T6SS
(BNGPC, 2003). Destes, o T3SS codificado por genes da llha de Patogenicidade de
Chromobacterium 1 e 1a (Cpi-1/1a) € especialmente relevante para a viruléncia de
C. violaceum (MIKI et al., 2011) e atua como um agonista do inflamassoma NLRCA4,
desencadeando morte celular do tipo piroptose em macréfagos do hospedeiro
(MALTEZ et al., 2015). Este T3SS é responsavel pela translocacdo de diferentes
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fatores de viruléncia, como CopE e CopC, que atuam no rearranjo do citoesqueleto de
actina e na inibicdo de apoptose em células do hospedeiro, respectivamente (MIKI et
al., 2011; LIU et al., 2022).

Outros mecanismos de viruléncia de C. violaceum tém sido descritos. A
homeostase de ferro coordenada pelo regulador Fur € vital para a patogénese desta
bactéria (SANTOS et al., 2020). A captacéo de ferro do hospedeiro também é muito
importante para a viruléncia de C. violaceum, seja por meio de dois sideroforos
distintos (BATISTA et al., 2019) ou via o sistema de captacdo de heme ChuPRSTUV
(DE LIMA et al., 2022). Além disso, a desintoxicacao de hidroperdxidos organicos e a
defesa contra o estresse oxidativo foi investigada em C. violaceum. Os reguladores
da familia MarR, OhrR e OsbR, foram caracterizados, contribuindo em viruléncia,
respiracdo anaerdbica e formacéo de biofilme (DA SILVA NETO, 2012; PREVIATO-
MELLO et al., 2017; ALVES et al., 2021).

Os mecanismos de resisténcia a antibiéticos em C. violaceum ainda séo pouco
estudados. Nosso grupo demonstrou o papel de uma bomba de efluxo na resisténcia
a quinolona (BARROSO et al., 2018). Ha varios relatos médicos de que C. violaceum
possui resisténcia intrinseca a antibioticos, sobretudo aos beta-lactamicos, o que
dificulta o tratamento e contribui para a alta taxa de letalidade das infeccGes causadas
por esta bactéria (ALDRIDGE et al.,1988; FANTINATTI-GARBOGGINI et al., 2004,
YANG & LI, 2011; SWAIN et al., 2014; BATISTA & DA SILVA NETO, 2017; GOMEZ
et al., 2023). Além disso, alguns estudos tém mostrado a infeccdo por esta bactéria
em hospitais, o que levanta a preocupacao dela tornar-se um patégeno nosocomial
(PANT et al., 2017; BATISTA & DA SILVA NETO, 2017). Em todo caso, acredita-se
gue essa resisténcia ndo envolva a transferéncia de elementos genéticos moveis,
considerando que C. violaceum parece néo abrigar plasmideos (BNGPC, 2003). Com
relacdo a resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos, nosso grupo demonstrou a
contribuicdo diferencial de duas beta-lactamases cromossémicas, AmpC (classe C,
grupo 1) e CphA (metalo-beta-lactamase de classe B, grupo 3b) (NEME, 2019). No
entanto, ainda ndo foram estudados os mecanismos de regulacdo da expresséo
destas enzimas e a inter-relacdo entre a expressdo delas com a ocorréncia de
mutagcdes em genes da via de reciclagem do PGN. Portanto, o estudo da regulacéo
de enzimas beta-lactamases de C. violaceum é importante em contexto ambiental e

clinico, uma vez que esta bactéria € um patégeno oportunista ambiental.
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2 OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo desvendar as vias de sinalizacdo e potenciais

fatores de transcricdo envolvidos na expressao das beta-lactamases AmpC e CphA

de Chromobacterium violaceum, buscando isolar mutantes com expressao elevada

destas enzimas. Para tanto, utilizamos as seguintes estratégias:

VI.

Isolar mutantes espontaneos resistentes a antibioticos beta-lactamicos;
Determinar o perfil de resisténcia e verificar a expresséo dos genes ampC e
cphA nos mutantes espontaneos;

Sequenciar genes especificos conhecidos por atuarem na via de regulacéo das
beta-lactamases nos mutantes espontaneos;

Realizar o sequenciamento do genoma completo de alguns mutantes
espontaneos selecionados;

Gerar mutantes nulos das amidases de C. violaceum, caracteriza-los e avaliar
a expressao das beta-lactamases;

Identificar potenciais proteinas regulatérias capazes de ligar na regido

promotora dos genes das beta-lactamases.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens e plasmideos
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As linhagens bacterianas de Escherichia coli e Chromobacterium violaceum e

os plasmideos que foram utilizados neste trabalho estdo apresentados na tabela 1 e

tabela 2, respectivamente. A linhagem selvagem de C. violaceum utilizada foi ATCC

12472, cujo genoma foi completamente sequenciado pelo Consadrcio Projeto Genoma

Nacional Brasileiro (BNGPC, 2003), sendo adquirida da Cole¢&o de Culturas Tropical

da Fundacéo André Tosello de Campinas - SP. Para os procedimentos de clonagem,

conjugacao e expressao heterdloga, foram utilizadas as linhagens de E. coli DH5a
(HANAHAN, 1983), S17-1 (SIMON et al, 1983) e BL21(DE3) (Novagene),

respectivamente.

Tabela 1. Linhagens utilizadas neste estudo.

LINHAGEM DESCRIGCAO REFERENCIA
Escherichia coli
. (HANAHAN,
DH5a Linhagem usada em clonagem. 1083)
Linhagem usada em conjugacéo para mobilizacdo de (SIMON et al.,
S17-1 2
plasmideos. 1983)
BL21(DE3) Linhagem usada para expressao heteréloga de Novagene
proteinas.
ATCC 25922 Linhagem selvaggm. usada como _contr.ole em ensaios ATCQ
de sensibilidade a antimicrobianos. collection
Chromobacterium violaceum
Linhagem selvagem (ATCC 12472) com o genoma (BNGPC,
WT .
sequenciado. 2003)
WT [PMR20] Linhagem selvagem com vetor de complementacao (NEME, 2019)

pMR20 vazio.

Linhagem selvagem com delecdo de 1131 pb do gene
ACV_1310 (AampC) CV_1310 (ampC), restando 12 pb do comeco e 48 pb
do final do gene.

Linhagem mutante ACV_1310 (AampC) com vetor

ACV_1310 [pMR20] PMRZ0 vazio.

Linhagem mutante ACV_1310 (AampC) com vetor
pMR20 contendo a regido promotora e codificadora do
gene CV_1310.

Linhagem selvagem com delecdo de 609 pb do gene
ACV_3150 (AcphA) CV_3150 (cphA), restando 81 pb do comecgo e 150 pb

do final do gene.

ACV_1310
[CV_1310::pMR20]

(NEME, 2019)

(NEME, 2019)

(NEME, 2019)

(NEME, 2019)

(Continua)



ACV_3150 [pMR20]

ACV_3150
[CV_3150::pMR20]

ACV_1310ACV_3150

ACV_0566 (AampD1)

ACV_0566 [pMR20]

ACV_0566
[CV_0566::pMR20]

ACV_1309 (AampD2)

ACV_1309 [pMR20]

ACV_1309
[CV_1309::pMR20]

ACV_3031 (AampD3)

ACV_3031 [pMR20]

ACV_3031
[CV_3031::pMR20]

ACV_0566ACV_1309
(AampD1D2)

ACV_0566ACV_3031
(AampD1D3)

ACV_1309ACV_3031
(AampD2D3)

ACV_0566ACV_1309
ACV_3031
(AampD1D2D3)

gntR::pNPT

Linhagem mutante ACV_3150 (AcphA) com vetor
pMR20 vazio.

Linhagem mutante ACV_3150 (AcphA) com vetor
pMR20 contendo a regido promotora e codificadora do
gene CV_3150.

Linhagem mutante com delecdo combinada dos genes
CV_1310 e CV_3150 (AampCAcphA).

Linhagem selvagem com 924 pb do gene CV_0566
(ampD1) deletados, restando 30 pb do comego e 46 pb
do final do gene.

Linhagem mutante ACV_0566 (AampD1) com vetor
pMR20 vazio.

Linhagem mutante ACV_0566 (AampD1) com vetor
pPMR20 contendo a regido promotora e codificadora do
gene CV_0566.

Linhagem selvagem com 822 pb do gene CV_1309
(ampD2) deletados, restando 54 pb do comeco e 24 pb
do final do gene.

Linhagem mutante ACV_1309 (AampD2) com vetor
pMR20 vazio.

Linhagem mutante ACV_1309 (AampD2) com vetor
pMR20 contendo a regido promotora e codificadora do
gene CV_13009.

Linhagem selvagem com 687 pb do gene CV_3031
(ampD3) deletados, restando 45 pb do comeco e 42 pb
do final do gene.

Linhagem mutante ACV_3031 (AampD3) com vetor
pMR20 vazio.

Linhagem mutante ACV_3031 (AampD3) com vetor
pPMR20 contendo a regido promotora e codificadora do
gene CV_3031.

Linhagem mutante CV_0566 com dele¢do combinada
do gene CV_1309 (AampD1D2).

Linhagem mutante ACV_0566 com delegdo combinada
do gene CV_3031 (AampD1D3).

Linhagem mutante ACV_1309 com delegdo combinada
do gene CV_3031 (AampD2D3).

Linhagem mutante ACV_0566ACV_1309 com delecao
combinada do gene CV_3031 (AampD1D2D3).

Linhagem selvagem com insercéo do vetor suicida
pNPTS138 por recombinacdo homéloga na regiao
codificadora de CV_1922.
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(Concluséo)

(NEME, 2019)

(NEME, 2019)

(NEME, 2019)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

(NEME, 2019)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Tabela 2. Plasmideos utilizados neste estudo.

REFERENCIA

(GOBER &
SHAPIRO, 1992)

NOME DESCRICAO

Vetor para fusdo transcricional ao lacZ; baixo

PRKlacz290 namero de copias; oriV; Tet'

(Continua)



PCV_1310::pRKlacz290

PCV_3150::pRKlacz290

pGEM-T-Easy

CV_1309::.pGEM

pNPTS138

CV_0566::pNPTS138

CV_3031::pNPTS138

CV_1922::pNPTS138

pMR20

CV_0566::pMR20

CV_1309::pMR20

CV_3031::pMR20

PET-15b

CV_1922::pET-15b

Vetor pRKlacZ290 com a regido promotora do
gene CV_1310 (ampC)

Vetor pRKlacZ290 com a regido promotora do
gene CV_3150 (cphA)

Vetor de clonagem linearado; oriF1; lacZ; Amp’

Vetor pGEM com a regido codificadora de
CV_1309 (ampD2) para clonagem intermediaria

Vetor suicida; ori ColE1; oriT; ori M13; nptl, sacB;
Kan’

Vetor pNPTS138 com as regides flanqueadoras do
gene CV_0566 (ampD1)

Vetor pNPTS138 com as regides flanqueadoras do
gene CV_3031 (ampD3)

Vetor pNPTS138 com fragmento interno da regiéo
codificadora do gene CV_1922 (GntR)

Vetor usado para complementacdo de mutantes
com baixo nimero de cépias e amplo espectro de
hospedeiros; RK2 oriV; trfA; oriT; lacZa; Tet

Vetor pMR20 com a regido promotora e
codificadora do gene CV_0566

Vetor pMR20 com a regido promotora e
codificadora do gene CV_1309

Vetor pMR20 com a regido promotora e
codificadora do gene CV_3031

Vetor para expressdo de proteina heter6loga com
N-terminal His-tag; sitio de trombina; ori-pBR322;
lacl, Amp'

Vetor pET-15b para expressao induzida de
CV_1922 (GntR)
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(Concluséao)

B. B. BATISTA
(n&o publicado)

B. B. BATISTA
(n&o publicado)

Promega

Este trabalho

M. R. K. Alley (ndo
publicado)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

(ROBERTS et al.,
1994)

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Novagene

Este trabalho

Abreviaturas: canamicina (Kan); tetraciclina (Tet); ampicilina (Amp); resisténcia (")

3.2 Meios de cultura e condi¢des de cultivo

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio Mueller Hinton (MH)
(Sigma Aldrich, 70191 e 70192 e OXOID, CM0337), meio Luria-Bertani (LB) ou 0 meio
minimo M9 (AUSUBEL et al., 1992) acrescido de 0,1% de hidrolisado de caseina

(M9HC). Os cultivos foram realizados a partir de coldnias obtidas em placas com agar

LB ou MH. Pré-inéculos foram realizados em meio liguido dos mesmos meios de

cultura e cultivados overnight a 37 °C sob agitacdo constante de 250 RPM, usando

como limite apenas 20% do volume total dos recipientes de cultivo para garantir boa
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aeracao a cultura. Durante o cultivo geral das bactérias, quando necessario, 0s meios
de cultura foram suplementados com os antibiéticos ampicilina, canamicina ou

tetraciclina (Tabela 3).

Tabela 3. Descricdo das concentracfes de antibiéticos usadas no cultivo geral.

ANTIBISTICO SOLUCAO ESTOQUE E. coI|~ C. onaccium
(mg/mL) CONCENTRACAO FINAL CONCENTRACAO FINAL
(ng/mL) (Hg/mL)
Ampicilina 100 100
Canamicina 50 50 50
Tetra'cm_hna 12 12 5
(em liquido)
Tetraqclma 12 12 10
(em agar)

3.3 Ensaio de prospecc¢édo de mutantes espontaneos

Mutantes espontaneos de C. violaceum resistentes a beta-lactamicos foram
isolados em agar MH contendo diferentes quantidades de antibiético. O preparo das
placas seguiu a metodologia do ensaio de diluicdo em &gar presente no documento
CLSI M07A10 (2015) e descrita no topico 3.4.1 deste trabalho. Resumidamente, foi
preparada uma solugcéo estoque (S.E.) a 50 mg/mL de ceftazidima (CAZ) (Sigma
Aldrich), uma cefalosporina de 32 geracdo. Solucdes de trabalho (S.T.) foram feitas
com 10X a concentracdo desejada a partir da diluicdo da S.E. (CLSI M100, 2021). As
concentracfes escolhidas foram 40, 80, 160 e 320 ug/mL de CAZ por estarem acima
do valor de concentracéo inibitoria minima (CIM) da linhagem selvagem. As solucdes
dos antibioticos foram preparadas com agua Milli Q estéril. Placas com agar MH sem
antibidtico foram utilizadas como controle do ensaio. Cem microlitros de pré-inéculo
overnight de C. violaceum ATCC 12472 foram acrescidos em 400 pL de MH liquido e
espalhados sobre as placas recém-preparadas. Quando secas, as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Um segundo ensaio de prospeccéo
independente foi realizado usando 32, 64, 128, 256 e 512 pg/mL de CAZ com Na2COs3
(Hikma PLB803-POR/2).

As colbnias que tiveram crescimento isolado (sem a presenca de um fundo
bacteriano) nas placas de concentracdes mais altas que o valor de CIM foram

repicadas em novas placas de agar MH sem antibiético com o intuito de evitar col6nias
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gue tivessem resisténcia induzida na presenca do antimicrobiano. Posteriormente,
essas colbnias foram testadas no ensaio de agar-diluicdo (descrito no item 3.4.1) com
0 objetivo de verificar se a resisténcia dos mutantes espontaneos foi mantida apés

cultivo em meio sem antibidticos.

3.4 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

3.4.1 Método de diluicdo em agar

Os valores de concentracao inibitéria minima (CIM), minimum inhibitory
concentration (MIC) em inglés, foram determinados pelo teste de agar-diluicdo
conforme descrito pelo CLSI MO7A10 (2015) e M100 (2021). Resumidamente, placas
de Petri individuais possuindo meio de cultura acrescido de diferentes concentragdes
seriadas de um determinado antimicrobiano foram utilizadas. Cada antibiético em pé
foi solubilizado e diluido de acordo com o indicado pelo fabricante. A S.E. de cada
antibidtico foi preparada e diluida para S.T.s, possuindo 10x a concentracdo desejada
(CLSI M100, 2021). Seguindo a relacéo 1:9, foi incorporado ao agar MH ainda liquido
a S.T. [10X] correspondente, sendo esse processo repetido a fim de se obter cada
placa com uma concentracéo diferente do antibiotico. Foram utilizados 10 mL finais
para placas de Petri de 55 mm e 20 mL para placas de 90 mm. O preparo das placas
se deu a partir da menor concentracdo para a maior concentracdo. Duas placas
utilizadas como controle positivo de crescimento foram preparadas adicionando agua
Milli Q ao agar MH também na proporcéo de 1:9.

Por conseguinte, suspensdes bacterianas ajustadas a DOsoonm 0,1 provindas
de um pré-inoculo overnight em agar MH nao seletivo, foram diluidas para
DOeoonm 0,01. Gotas de 2 pL dessa suspensao foram inoculadas em todas as placas
preparadas anteriormente, seguindo a sequéncia de inoculacdo por uma das placas
controle sem antibidtico, passando pelas placas de menor a maior concentracéo do
antibidtico testado, finalizando com um novo indculo na segunda placa controle. Dessa
forma, espera-se obter a concentracdo de ~ 10* UFC/ponto de 5 a 8 mm de diametro
de crescimento bacteriano (CLSI, 2015). A linhagem E. coli ATCC 25922 foi utilizada
como controle de qualidade em todas as placas dos testes por possuir valores de
cortes de CIM bem conhecidos e estudados (CLSI M100, 2021). Apos a secagem dos

in6culos (gotas), as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. A
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visualizacéo dos resultados foi realizada sobre uma superficie escura, onde o CIM é
definido como a menor concentracdo do antibiético sem crescimento,
desconsiderando o crescimento de uma uUnica col6nia isolada ou de leve turvacao da

superficie do agar causada pelo inoculo (CLSI, 2015).

3.4.2 Ensaio de disco-difusao

Os ensaios foram feitos conforme descrito em CLSI M2A11 (2012). Placas de
Petri circular foram usadas com 71 mL (placas 150 mm) ou 25 mL (placas 90 mm) de
agar MH (espessura de 4 mm = 0,5 mm de meio). O cultivo overnight em agar MH néo
seletivo das linhagens testadas foi ajustado a DOsoonm 0,1 em salina 0,85% (p/v). A
suspensao de cada linhagem foi semeada usando swab estéril cobrindo toda a area
do meio para formacéo de um tapete uniforme, seguidos de 5 minutos para absorgéo
do inéculo pelo agar. Os discos com antibioticos beta-lactamicos (BD BBL™ Sensi-
Disc™/Thermo Scientific Oxoid ™) descritos na tabela 4, foram aplicados com o auxilio
de uma pin¢a flambada ou dispensador automéatico de discos (Oxoid™ ST6090). As
placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 horas. Os halos de inibicdo das
linhagens testadas foram medidos com régua, anotados em milimetros e comparados
sempre aos halos obtidos na linhagem selvagem C. violaceum ATCC 12472. A
linhagem E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de qualidade em todas as
réplicas do ensaio por possuir valores de cortes bem conhecidos e estudados (CLSI
M100).

Tabela 4. Discos impregnados com antibiéticos beta-lactamicos utilizados no antibiograma.

NOME SIGLA FAMILIA QUANTIDADE (ug)
Ampicilina AMP Penicilina 10
Amoxicilina-acido clavulanico AMC Penicilina 30
Aztreonam ATM Monobactamico 30
Cefoperazona CFP Cefalosporina 32 gen. 75
Cefotaxima CTX Cefalosporina 32 gen. 30
Ceftazidima CAz Cefalosporina 32 gen. 30
Cefepima FEP Cefalosporina 42 gen. 30
Cefoxitina FOX Cefalosporina 22 gen. 30
Ertapenem ETP Carbapenémico 10
Imipenem IPM Carbapenémico 10

(Continua)
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(Concluséo)

NOME SIGLA FAMILIA QUANTIDADE (ug)
Meropenem MEM Carbapenémico 10
Piperacilina PIP Penicilina 100

Piperacilina+Tazobactam TZP Penicilina 110
Ticarcilina TIC Penicilina 75

3.4.3 Teste de antagonismo

Para diferenciar antibidticos beta-lactamicos como fortes ou fracos indutores
das beta-lactamases de C. violaceum foi realizado teste de antagonismo. Trata-se de
um ensaio de disco-difusdo (tépico 3.4.2) com o uso dos discos de antibiéticos a uma
distancia de 15 a 20 mm para que os halos de inibicdo entrem em contato e se
sobreponham (Figura 10). Antibiéticos como IPM, MEM, FOX, AMP e AMC séo fortes
indutores em diferentes bactérias (JACOBY, 2009; KOHLMANN et al., 2018). Estes
foram escolhidos e testados frente a outros discos de beta-lactamicos com o objetivo
de encontrar fracos indutores de beta-lactamases. O exemplo mostra o antagonismo
entre FOX (indutor forte) e CAZ (indutor fraco) (Figura 10). Na zona de interface
indicada pela letra A, a concentracdo de FOX induz resisténcia de forma mais veloz
do que a concentracao inibitéria de CAZ é atingida. No entanto, na zona de inibicao
B, a concentracao inibitéria de CAZ é atingida mais rapidamente do que a inducéo de
resisténcia causada por FOX. Logo, as bactérias nesta zona séo inibidas por CAZ
antes de serem afetadas pelo efeito indutor de FOX, criando a forma caracteristica de
D (COURVALIN et al., 2010; MICROBIOLOGIE CLINIQUE, 2021).

Figura 10. Representacéo do teste de antagonismo. A disposic¢éo proxima dos discos de antibidticos
permite sobreposicdo de halos. Antimicrobianos com ac¢do antagonista produzem uma zona de inibic&o
em forma de D. Esquema do préprio autor, criado com inspiracdo em MICROBIOLOGIE CLINIQUE,
2021.
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3.4.4 Teste de Hodge Modificado

Para verificar a producdo de carbapenemase foi realizado o teste de Hodge
(LEE et al., 2001; HILT et al., 2020). Neste ensaio, a bactéria sensivel indicadora
E. coli ATCC 25922 foi semeada em uma placa de 4gar MH, da mesma forma como
no ensaio de disco-difuséo, e um disco de 10 pug meropenem (MEM) foi adicionado ao
centro da placa. Colbnias frescas cultivadas em agar MH néo seletivo das linhagens
testadas, incluindo um controle positivo para producdo de carbapenemase, como
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705, e um controle negativo, sdo coletadas com
a alca de platina estéril e riscadas em linha reta da borda da placa até o centro de
encontro ao disco de MEM (Figura 11). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
por 16-20 horas. A distor¢ao do halo de inibicdo do organismo indicador na porc¢ao de
encontro com a area de crescimento das linhagens testadas, indica a presenca de

carbapenemase por estas linhagens.

C+

MEM

P

Figura 11. Representacéo do Teste de Hodge Modificado. As distor¢des geradas no halo de
inibicdo do organismo indicador E. coli ATCC 25922 indicam a produc¢éo de carbapenemase pelo
organismo testado. A seta preta indica a direcdo em que o inéculo é realizado com a alca de platina;
C equivale aos controles, positivo e negativo. Esquema do préprio autor.

3.4.5 Teste de sinergia com disco de EDTA

Teste rapido realizado com o objetivo de verificar a presenca de metalo-
carbapenemase em diferentes linhagens (LEE et al., 2001). O ensaio foi realizado com
a semeadura da linhagem a ser testada a uma concentracdo de ODsoonm 0,1 em placas
MH. Um disco de antibiético carbapenémico foi adicionado a uma distancia de 10 mm
(borda a borda) de um disco de papel filtro autoclavado. Uma solucéo de 0,5 M EDTA

foi preparada e 10 yL foram adicionados neste disco de papel. As placas foram
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incubadas em estufa a 37 °C por 16-20 horas. A distor¢éo do halo de inibicdo do disco
do carbapenémico em direcdo ao disco de EDTA indica a presenca de metalo-

carbapenemase por estas linhagens.

3.4.6 Método de inativacédo de carbapenémico modificado (mCIM) e método de
inativacdo EDTA-carbapenémico (eCIM)

A fim de complementar as verificacdes fenotipicas de resisténcia a antibiético
em C. violaceum, mCIM e eCIM foram realizados com o objetivo de detectar a
presenca de carbapenemase e diferenciar a produgéo de metalo-beta-lactamase e
serina carbapenemase (CLSI, 2021). Neste ensaio, colonias frescas (overnight) das
linhagens testadas foram inoculadas em duplicata com alca descartavel de 1 uyL em
2 mL de meio TSB, seguido de 15 segundos de vortex. Uma réplica permaneceu sem
(mCIM) e na outra foi adicionado 20 uL de 0,5 M EDTA para obter a concentracgao final
de 5 mM (eCIM). Um disco de carbapenémico, no caso 10 ug IPM, foi adicionado em
todos os indculos e estes foram incubados sob agitacdo de 250 RPM a 37 °C durante
4 horas a fim de se obter inducdo das beta-lactamases. A E. coli ATCC 25922
indicadora foi semeada na placa agar MH, como no ensaio de disco-difusédo e,
posteriormente, o disco de IPM de cada linhagem foi retirado do in6culo com uma alca
descartavel e aplicado na placa. As placas foram incubadas por 18-24 horas a 37 °C.
Como controle de qualidade do ensaio, a linhagem K. pneumoniae ATCC BAA 1705
produtora de serina carbapenemase foi testada juntamente com as linhagens de
C. violaceum. Auséncia de halo em eCIM e mCIM indica serina carbapenemase;
Auséncia de halo em mCIM mas presenc¢a em eCIM indica producédo de metalo-beta-
lactamase; halos em eCIM e mCIM indicam a auséncia de carbapenemase (CLSI,
2021).

3.5 Técnicas de clonagem e biologia molecular

3.5.1 Reacdes de PCR e eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos dos genes de interesse para a clonagem e sequenciamento

foram amplificados por PCR utilizando a enzima de alta fidelidade Phusion DNA

polimerase (Thermo Scientific #F503F). O volume final das reacbes foi de 50 pL,
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contendo 0,5 puL de DNA molde, 0,5 uM de cada oligonucleotideo (Tabela 5), 0,2 mM
mix de dNTP, 1X Phusion HF buffer, 0,02 U/uL de Phusion DNA polimerase, 3%
DMSO e agua Milli Q. Os ciclos utilizados para as reacdes foram: desnaturacao inicial
a 98 °C por 3 minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 98 °C por 10 segundos,
anelamento com temperatura média calculada pela melting temperature (Tm) dos
oligonucleotideos por 30 segundos, e extensdo a 72 °C por tempo determinado de
acordo com os tamanhos dos fragmentos a serem amplificados (30 segundos a cada
1 kb); extensao final a 72 °C por 5 minutos e, ao final, as rea¢cdes mantidas a 4 °C.

Para reacdes de PCR de clonagem no vetor pGEM-T-Easy, foi utilizado a
enzima Taq DNA polimerase (Thermo Scientific #£P046) no volume final de 50 uL por
reacado. Foi utilizado 0,5 pL de DNA molde, 0,5 uM de cada oligonucleotideo (Tabela
5), 0,2 mM mix de dNTP, 1X Taq buffer KCI, 2 mM MgClz, 0,06 U/uL de Taq DNA
polimerase, 5% DMSO e 4gua Milli Q.

Ja as reacdes utilizando como molde colbnias bacterianas foram realizadas em
20 L finais, contendo 1 pL de colbnia ressuspendida em agua Milli Q, 0,5 uM de cada
oligonucleotideo (Tabela 5), 0,2 mM mix de dNTP, 1X Taq buffer (NH4)2SOa4, 1,25 mM
MgClz, 0,05 U/uL de Tag DNA polimerase (Thermo Scientific #EP046; ou Cellco POL-
100L), 5% DMSO e agua Milli Q. Os ciclos utilizados para as reacdes foram:
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 30
segundos, anelamento a temperatura média calculada com a melting temperature
(TM) dos oligonucleotideos por 30 segundos, e extensdo a 72 °C por tempo
determinado de acordo com os tamanhos dos fragmentos a serem amplificados (60
segundos a cada 1 kb); extenséo final a 72 °C por 5 minutos e ao final, as reacdes
mantidas a 4 °C.

Os produtos amplificados, em ambos os casos, foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose 0.8%, 1% ou 2% em tampéao 0,5X TBE (Tris-borate-
EDTA - [44.5 mM Tris, 44.5 mM acido bérico e 1 mM EDTA]), com o marcador de DNA

GeneRuler 1 Kb Plus (Thermo Scientific SM1331) e quando necessario, recuperados

do gel com o kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel 740609.250).



Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.
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NOME

SEQUENCIAS — 3’

APLICACAO

CV0566_Seq_FW
CV0566_Seq_RV
CVv0566dell

CVv0566del2
CVv0566del3
Cvo0566del4

CV1309_Seq FW
CV1309_Seq RV
CV1309dell

CVv1309del4

CVv3031_Seq_FW
CV3031_Seq_RV
CVv3031dell

Cv3031del2
Cv3031del3
Cv3031del4

CV1310_Seq_FW
CV1310_Seq_RV
CV1310_RTqPCR_FW
CV1310_RTqPCR_RV
CV1310_Promot_FW

CV1310_Promot_RV

CVv1310_PromBiot_FW

CVv3150_Seq_FwW
CVv3150_Seq_RV
CV3150_RTqPCR_FW
CV3150_RTqPCR_RV
CV3150_Comp_FW

TGGACATGATGCGCCTCAAG
CGTTCTACCTGGGCTTCAGC

TACCGGAAGCTTGAACTCCTGCAGCTCGTTGC

TACCGGGGATCCCAGCTCCCTCACTTCAAACGG

TACCGGGGATCCAAGACCGATCCCGGTCCCTG

TACCGGGAATTCGTTGGAGCAGAGCGAACTGG

TGGCTGGGTTTGGCTTTTCC
CAGGTCCCGATTGGGAAAGC

GATTACAGGATCCGTGGGCGCTCAATTCACCTTG

GATTACAGTCGACCCAGTTGCAGCAGCGAGACG

GCATTGCTCATCACAGACGTG
ACACTCCACTTGCGCACTGG

TACCGGAAGCTTGCATCAGGATTCCTAACAGGG

TACCGGGGATCCAAACCCCTTAATAGCACGATAGC

TACCGGGGATCCGCGATCTTGTATGCGCTGGTG

TACCGGGAATTCGCCAGTCCTCCGGGAAACAG

GAATGGGACGAGAAAACCAGG

GTGCCGGGAACATAAGCGAAC
CATTCGACCAGGCGATGGAA
CTTGCCTGCCTTGGCATAAC

GATTACGGATCCGAAGAGGGAGAGCATCCCTG

GATTACAAGCTTGGATTGCATCATCGCGGAAC

BIOTINA-GAAGAGGGAGAGCATCCCTG

GAAATCGGCAAACGCTCGGGA

CACCGTCATCGATTTCGCCAG

GGAACGCATACTGGAAGTCCA
CCGGATAATCGGGAAAGCCG

GATTACAAGCTTTCGGTTACGGCAGTTACGGC

Sequenciamento do gene
CV_0566 (ampD1) nas
linhagens, 1259 pb.
Clonagem em pNPTS138
com sitio Hindlll e BamHI
para delecdo de CV_0566
(ampD1), 626 pb.
Clonagem em pNPTS138
com sitio BamHI e EcoRl
para delecdo de CV_0566
(ampD1l), 577 pb.
Sequenciamento do gene
CV_1309 (ampD2) nas
linhagens, 1225 pb.
Clonagem em pGEM
seguido de pMR20 com sitio
BamHI e Sall para
complementacéo de
mutante CV_1309 (ampD?2),
1993 pb (NEME, 2019).
Sequenciamento do gene
CV_3031 (ampD3) nas
linhagens, 1195 pb.
Clonagem em pNPTS138
com sitio Hindlll e BamHI
para dele¢do de CV_3031
(ampD3), 605 pb.
Clonagem em pNPTS138
com sitio BamHI e EcoRl
para dele¢cédo de CV_3031
(ampD3), 588 pb.
Sequenciamento do gene
CV_1310 (ampC) nas
linhagens, 1846 pb.
Andlise de expressao do
gene CV_1310 (ampC) por
RT-gPCR, 119 pb.
Regido promotora do gene
CV_1310 (ampC) usada
como sonda para EMSA,
sitios BamHI e Hindlll, 220
pb (B. B. BATISTA, ndo
publicado).
Producédo de bead com
biotina do gene CV_1310
(ampC) com
CV1310_Promot_RV para
pull-down, 220 pb.
Sequenciamento do gene
CV_3150 (cphA) nas
linhagens, 1310 pb.
Andlise de expressédo do
gene CV_3150 (cphA) por
RT-gPCR, 123 pb.

Regido promotora do gene
CV_3150 (cphA) usada

(Continua)
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(Concluséao)

NOME

SEQUENCIAS — 3’

APLICACAO

Cv3150del2

CV3150_PromBiot_FW

CV2058_RTgPCR_FW
CV2058_RTgPCR_RV
CVv0004_Seq_FW
CVv0004_Seq_RV
CV1248 Seq_FW
CV1248_Seq_RV
CVv2224_Seq_FW
CV2224_Seq_RV
CV2556_Seq_FW
CV2556_Seq_RV
CV1922_MODEL_UP
CV1922del4
CV1922_Mut_FW

CV1922_Mut_RV

CV1922_Exp_FW

CV1922_ Exp_RV
M13_FW

M13_RV

lacZ290UP

CV4090_Comp_FW

CVv4090del2

CV2255_RTqPCR_FW

CV2255_RTqPCR_RV

GATTACCTGCAGTGTGCGCATCTTGATATCCACA

BIOTINA-GGTCATGTCGTTCGGTTACGG

TCGGCATCAATACGGCCAAA
GTTCAGGTCGGGAATTTGCG
CTCCCCGTCAGTAAAAGATGC
GATGAACCCGGAACAGCTGTG
CAGCGGCTGGATTGGACTGC
CGGAAAGGCTTCATTGCTGTG
TCCAGTCGGACAATCGGCAG
CGAAGGCGCTCTTGAAGATCA
CTTGATGGTGGCGCGCTGAC
GCAATACCAGAAGCTGTTCTCG
CCGATTGACTGACAGATAAGCC
TACCGGGTCGACGCTGGCGAACTGCTGCGTCA

CCTAGCAAGCTTCCAGATCATCGACCACAAGGG

GGCCTAGTCGACCCAGGTGGAAGCGGGAGTTG

CCTAGCCATATGACCACCCTGCAGCCG

GGCCTAGGATCCTCAGTGATTGGCCTGCTGG

GTAAAACGACGGCCAGT

AGCGGATAACAATTTCAC

TGACGGCTATCACCATCA

CCTAGCGGTACCGGATGCTCACACCATTCTCGC

GGCCTAAAGCTTGAGCGGTCTTGCATTGATGGG

GCAATCACGTCTTTATCGGGC

TCTTCTATCACCACTGGCGC

como sonda para EMSA,
sitios HindlIl e Pstl, 192 pb
(NEME, 2019).
Producédo de bead com
biotina do gene CV_3150
(cphA) com CV3150del2
para pull-down, 202 pb.
Analise de expresséo do
gene CV_2058 (rpoE) por
RT-gPCR, 122 pb.
Sequenciamento do gene
CV_0004 nas linhagens,
2080 pb.
Sequenciamento do gene
CV_1248 nas linhagens,
2283 pb.
Sequenciamento do gene
CV_2224 nas linhagens,
2001 pb.
Sequenciamento do gene
CV_2556 nas linhagens,
1928 pb.
Amplificacdo da regido
come CV_1923 e CV_1922
com sitio Sall, 2599 pb.
Clonagem em pNPTS138
com sitio Hindlll e Sall para

inser¢do em CV_1922, 230

pb.

Clonagem em pET-15b com
sitios Ndel e BamHI para
expressao heteréloga de

CV_1922, 675 pb.
Sequenciamento das
construcdes realizadas no

vetor suicida pNPTS138 (M.

R. K. Alley, ndo publicado).

Verificagdo da clonagem em

pRKlacz290 com o primer
FW do inserto (GOBER &
SHAPIRO, 1992).
Regido promotora do gene
CV_4090 (cviR) usada
como sonda para EMSA,
sitios Kpnl e Hindlll, 302 pb

(ALCOFORADO, J. D., nao

publicado).

Regido promotora do gene
CV_2255 usada como
sonda para EMSA, 112 pb
(B.B. BATISTA, ndo
publicado).
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3.5.2 Clonagem

Os produtos de PCR recuperados do gel foram digeridos com as enzimas de
restricdo (Thermo Scientific) adequadas para os sitios de restricdo adicionados a
montante do inicio dos primers (Tabela 5). O vetor plasmidial a ser utilizado para
clonagem foi diferido do mesmo modo. As reacdes foram realizadas com o volume
final de 20 pL, variando a composicao e as condi¢cfes de incubacdo de acordo com
a(s) enzima(s) e o tampéo utilizado.

A ligacdo dos insertos aos vetores previamente digeridos foi realizada em
reacoes finais de 20 pL com 200 U da enzima T4 DNA ligase (Biolabs M0202S), no
tampao de ligacéo fornecido pelo fabricante, por 16 horas a 16 °C.

Ao todo, 2 uL da reacédo de ligacédo foi utilizado para transformar aliquotas de
40 uL de E. coli DH5a eletrocompetente. A eletroporagéo foi feita em cubetas de
0,2 cm (Bio-Rad 165-2086) a 2500 V, 200 Q e 25 pF. Posteriormente, as células
passaram pela recuperacdo em 1 mL de LB sob agitacdo de 250 RPM por 1 hora e
enfim inoculadas em &gar LB suplementado com o antibiético apropriado para selecéo
dos transformantes. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Colbnias isoladas foram recuperadas e analisadas por PCR através da
amplificacdo do inserto conforme descrito no topico anterior. As colonias escolhidas
foram entdo inoculadas em LB suplementado com o antibiético apropriado para
selecéo e incubadas a 37 °C por 24 horas sob agitacdo de 250 RPM. Posteriormente,
3 mL da cultura foi utilizado para preparacdo de DNA plasmidial (miniprep), usando o
kit comercial NuceloSpin Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel 740727).

Para os ensaios de conjugacdo, 3 pL de miniprep foram utilizados para
transformar aliquotas de 40 uL de E. coli S17-1 eletrocompetente nas mesmas
condicbes descritas anteriormente. Na conjugacdo, E. coli S17-1 e C. violaceum
(selvagem e/ou mutantes) foram misturadas sobre agar LB com alca de platina. As
placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Apés este periodo, toda massa
bacteriana foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e ressuspendido em 1 mL de
LB. Cem microlitros desta suspenséo foi inoculada com auxilio de esferas de vidro ou
alca de Drigalski em uma placa com agar LB suplementado com ampicilina a
100 pug/mL e o antibiético usado como marca de selecdo do vetor. Apos a secagem,
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Colonias isoladas de C. violaceum

gue cresceram na placa foram repicadas em uma placa com agar LB suplementado
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com o antibiético usado como marca de selecdo do vetor para posterior uso ou

congelamento a - 80 °C de cultura em glicerol 20%.

3.5.3 Obtencéo de mutantes nulos por dupla recombinacdo homoéloga

Como estratégia para analisar a funcdo dos genes paralogos de amidase em
C. violaceum, foram construidos mutantes nulos com a delecéo da regido codificadora
por meio de troca alélica (SANTOS et al., 2020). A estratégia utilizada na obtencao
destes mutantes segue inicialmente com a amplificacdo das regides flanqueadoras
(aproximadamente 700 pb) dos genes que serdo deletados do genoma. Para isto,
foram utilizados, como descrito no tépico 3.5.1, a PCR de clonagem utilizando a
enzima de alta fidelidade Phusion DNA polimerase e oligonucleotideos com sitios de
enzimas de restrigdo na extremidade 5’ identificados na tabela 5 como dell/2 e del3/4.
Os produtos obtidos foram digeridos com a enzima em comum no sitio presente nos
oligonucleotideos del2 e del3 (regido interna). A ligacdo desses fragmentos pela T4
ligase foi realizada conforme descrito no topico 3.5.2 e entdo utilizado como molde
para a PCR de clonagem usando os primers identificados como dell e del4 (Tabela
5). Estes novos fragmentos firam digeridos com as enzimas dos sitios dell e del4
(regiBes externas) que também estdo presentes no MCS (Multiple Cloning Sites) do
vetor suicida pNPTS138. A ligagdo do inserto final no vetor foi realizada e
transformada em E. coli DH5a. As minipreps das construc¢des finais foram confirmadas
por sequenciamento utilizando os primers dell, del4, M13_FW e M13_RV (Tabela 5).

Apés a transferéncia para C. violaceum por conjugacdo com E. coli S17-1,
estas constru¢cdes se inserem no genoma por meio de recombinagcdo homodloga
(Figura 12) e séao confirmadas por PCR de col6nia. Para que ocorra a segunda
recombinacdo homodloga, as colbnias transconjugantes foram inoculadas em LB e
incubadas por 48 horas a 37 °C sob agitacdo de 250 RPM. Apods, a sele¢cdo dessas
linhagens é realizada com o indculo de 1 yL da cultura em placas com agar LB
suplementado com 20% de sacarose e/ou 16% de sacarose e incubadas por 48 a 72
horas a 37 °C. A selecdo por sacarose € realizada pelo gene sacB presente no vetor
pNPTS138, uma enzima que metaboliza a sacarose em um subproduto toxico para as
bactérias que permaneceram com o vetor. Portanto, as colénias emergentes
resistentes a sacarose passa por uma segunda selecdo com o intuito de triar aquelas

com sensibilidade a canamicina (50 pg/mL) suplementada em agar LB. Estas colbnias
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sensiveis apresentam dois cenarios distintos apds a segunda recombinacdo, onde (i)
pode ter ocorrido a reversao da bactéria a linhagem selvagem ou (ii) a delecdo do
gene de interesse (Figura 12). A validacdo da delecéo foi feita por PCR de col6nia
utilizando os primers dell e del4 de cada gene (Tabela 5). Os mutantes nulos
combinados foram obtidos a partir da repeticdo dessa metodologia nos mutantes ja
obtidos. As linhagens confirmadas como mutantes foram mantidas a - 80 °C em 20%

de glicerol.

12 Recombinacao
homdloga

] L]

\ Insercao do vetor
C—
SN . J

Cromossomo WT

22 Recombinagao
homodloga

Cromossomo WT Cromossomo A
—{ | —L [

Figura 12. Esquema para obtencdo de mutantes nulos. As regides flanqueadoras (verde e azul) do
gene a ser deletado (laranja) foram digeridas e ligadas no vetor suicida pNPTS138 para clonagem. A
introducdo desta construcdo em C. violaceum permite sua inser¢do no cromossomo por meio de
recombinacdo homoéloga. Apds um evento de segunda recombinacéo homologa, é realizada a selecao
de coldnias resistentes a sacarose e a sensiveis a canamicina. Neste ponto, pode ocorrer a reversao
da bactéria a linhagem selvagem (colchete tracejado) ou a delecdo do gene de interesse (colchete
continuo). As setas numeradas de 1 a 4 representam os primers utilizados para amplificar as regifes
flanqueadoras, sendo o par 1 e 4 utilizado para confirmar os eventos de recombinagéo.

3.5.4 Obtencgéo de mutantes de inser¢do por recombinagdo homologa simples

Para avaliar a fungéo do gene CV_1922 frente a resisténcia a antibioticos, uma
estratégia similar a explicada no topico anterior foi realizada, mas com o objetivo de

interromper a regido codificadora do gene de interesse com a insercao do vetor suicida
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pNPTS138 (Figura 13) (PREVIATO-MELLO et al., 2017). Para isto, um fragmento
interno de 230 pb da regido codificadora do gene CV_1922 foi amplificado e clonado
no vetor suicida como descrito nos tépicos anteriores. Essa construcéo foi introduzida
em C. violaceum ATCC 12472 por conjugacdo. As coldnias resistentes & canamicina
a 50 pg/mL passaram pelo evento de recombinacdo homologa e podem ter o gene
interrompido pela insercdo do vetor. A confirmacéao foi realizada por PCR de coldnia
com um oligonucleotideo do vetor (M13_FW) e outro localizado no comeco na regido
codificadora, fora da regido de recombinacgéo (Tabela 5). As linhagens confirmadas
como mutantes foram mantidas em 20% de glicerol e congeladas a - 80 °C. Para
complementacdo dos mutantes, os respectivos genes foram amplificados por PCR e
clonados no vetor replicativo pMR20. As construcdes resultantes foram transferidas

por conjugacéo para os mutantes de C. violaceum.

X

pNPTS138

Recombinagéo

homdloga
Cromossomo WT

Inser¢do do vetor

Bl <2 |

—_— —

Cromossomo A

Figura 13. Esquema para obtencdo de mutantes de insercdo. A regido interna (verde) do gene a
ser interrompido (laranja) foi clonada no vetor suicida pPNPTS138. Por meio da recombinag&o homéloga,
a construcao foi inserida dentro da regido codificadora do gene, inativando-o. As setas indicam a
posi¢cédo dos primers utilizados na confirmacao dos mutantes de insercao.

3.5.5 Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCRs purificados foram quantificados em espectrofotdbmetro
NanoDrop (Thermo Scientific) com a finalidade de ajustar a concentracdo para 40
ng/uL. As reacbes de sequenciamento de Sanger foram preparadas utilizando o kit

BigDye Terminator V3.1 (Applied Biosystems) com oligonucleotideos adequados
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(Tabela 5), conforme o protocolo disponibilizado pelo fabricante. A precipitacdo das
reacdes foi gerada com a adicéo de isopropanol 75% e duas consecutivas lavagens
com etanol 70%. Os sequenciamentos foram realizados no ABI 3500XL do Nucleo de

Servigos em Biotecnologia (NSB) na Fundagédo Hemocentro de Ribeirdao Preto.

3.5.6 Extracdo de DNA total e sequenciamento completo do genoma (WGS)

Para extracdo de DNA total de C. violaceum, um pré-indculo overnight foi
incubado a 37 °C sob agitacdo de 250 RPM. Em seguida, a cultura foi diluida para
DOs0onm de 0,1 em 10 mL de LB em Erlenmeyer com volume de 125 mL e incubado
a 37 °C e 250 RPM por aproximadamente 4 horas para atingir a DOsoonm entre 3 e 4
(fase exponencial). Apés este periodo, 1 mL da cultura foi centrifugado em microtubos
de 1,5 mL a 25 °C, 20.000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o DNA
total foi extraido usando o kit PureLink™ Genomic DNA Mini (Invitrogen K1820-01). A
guantificacdo do DNA total foi realizada em Nanodrop e as amostras foram enviadas
a facility NGS Solucdes Gendbmicas em Piracicaba-SP para sequenciamento completo
do genoma (WGS) em plataforma lllumina NextSeq 2000 (lllumina, Inc., San Diego,
CA). A qualidade do sequenciamento de cada amostra foi avaliada com FastQC
versao 0.11.8 (Andrews, 2010). A chamada de variantes foi feita usando Snippy
versao 4.3.0 (https://github.com/tseemann/snippy) e GATK versao 4.2.6.1 (Garrison
&amp; Marth, 2012). A cobertura ficou acima de 550X e o mapeamento no genoma
de referéncia ficou acima de 99%. A referéncia para o mapeamento foi o genoma de
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (BNPC, 2003).

3.6 Analise da expressao génica diferencial

Para analisar genes especificos que possuam expressao alterada nas
linhagens mutantes quando comparadas a linhagem selvagem, foram realizados
diferentes ensaios com a linhagem selvagem e mutantes obtidos durante este

trabalho.
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3.6.1 Ensaio de atividade de beta-galactosidase

Os niveis de expressao do gene lacZ, sob controle das regides promotoras dos
genes CV_1310 e CV_3150 clonadas no vetor pRKlacz290, foram avaliados para
determinar a atividade destas regides por ensaio de beta-galactosidase em diferentes
linhagens de C. violaceum (WT e mutantes espontaneos) (SANTOS et al., 2020; DE
LIMA et al., 2022). Inicialmente, pré-indculos em 2 mL de LB com tetraciclina foram
preparados com as linhagens de interesse e mantidas overnight incubadas sob
agitacdo de 250 RPM a 37 °C. No dia seguinte, os pré-inéculos foram diluidos para
DOs0onm 0,1 em 2 mL de LB e as culturas incubadas a 37 °C sob agitacdo de 250 RPM
até DOesoo 1. ApOs o crescimento, as culturas foram usadas no ensaio e, somente em
casos de auséncia de atividade da enzima, os in6culos foram tratados com ampicilina
(100 pg/mL) e incubadas por 30 minutos nas mesmas condi¢des anteriormente
citadas.

Das culturas, apenas 100 pL foi usado, sendo adicionado a tubos contendo
800 pL de tampéo Z [60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2P0O4, 10 mM KCI, 1 mM MgS0O4,
pH 7,0, 5 mM B-mercaptoetanol], 100 pL de cloroférmio e 25 uL de SDS 0,1% (p/v).
Os tubos foram vortexados e incubados a 30 °C por 5 minutos para a permeabilizacéo
das células bacterianas. Posteriormente, 200 uyL de ONPG 0,4% (p/v) (ortho-
Nitrophenyl-B-galactoside) (Thermo Scientific 34055) foram adicionados nos tubos, o0s
quais foram novamente vortexados e incubados nas mesmas condi¢des. A reacao foi
finalizada ao adicionar 400 uL de 1M Na2COs e vortexar. Os tubos foram
centrifugados a 21.000 x g e a fase liquida superior foi lida em DOa20nm. Por fim, as
unidades de Miller de cada reacao foram determinadas, normalizando pela DOsoo nm
das culturas (SANTOS et al., 2020; DE LIMA et al., 2022).

A420 )

Unidades de Miller = 1000 X (
naades de Mitter [Tempo em minutos X Volume de células em mL X A600]

3.6.2 Extracéo de RNA total

Um preé-inéculo overnight foi preparado em 2 mL de LB e incubado a 37 °C sob
agitacdo de 250 RPM. Apos, a cultura foi diluida para DOesoonm 0,01 em 10 mL de LB
em Erlenmeyer com volume de 125 mL e incubado a 37 °C e 250 RPM por
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aproximadamente 4 horas para atingir a DOsoonm entre 0,8 e 1. ApGs este periodo,
1,5 mL da cultura foram centrifugados em microtubos de 2 mL a 25 °C, 20.000 x g por
1 minuto. O pellet foi ressuspendido em 500 uL do reagente TRIzol (Invitrogen
15596026) e utilizado para extragdo do RNA total utilizando e o kit Direct-zol RNA
miniprep plus (Zymo R2072-200). A qualidade das amostras de RNA total foi avaliada
em gel desnaturante [1,2% agarose, 7% formaldeido, 1X MOPS] e por PCR para
garantir a auséncia de DNA contaminante. A quantificacdo do RNA total foi realizada

em Nanodrop. O RNA foi extraido de 3 réplicas biolégicas e armazenado a - 80 °C.

3.6.3 RT-gPCR

Os niveis de expressao dos genes alvos foram analisados pela quantidade de
MRNA por gPCR. Para sintetizar o cDNA, inicialmente a quantidade de RNA total
extraido foi ajustada para 2 ug por amostra. As reacdes com volume final de 20 L
foram realizadas utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems 4374966) conforme protocolo do fabricante. Dessa forma, a concentracao
final de cDNA por reacao foi de 100 ng/pL. Apds, a quantidade de cDNA foi ajustada
para 10 ng para ser utilizada na reacdo de gPCR. Da mesma forma, os primers
utilizados ficaram na concentracéo final de 500 nM em 10 L de reacdo. Conforme o
protocolo do fabricante, as reacdes foram realizadas com o kit PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix (Applied Biosystems A25742).

A amplificacdo ocorreu no termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems).
As condicbes de ciclagem seguiram a recomendacdo do fabricante: 50 °C por 2
minutos seguido de 95 °C por 2 minutos para ativacao da fluorescéncia; 40 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 1 segundo, anelamento e extensao a 60 °C por 1 minuto. A
etapa de dissociacdo padrdo (melt curve stage) teve inicio imediato apos o final da
reacdo seguindo as seguintes condi¢des: 1,6 °C/segundo a 95 °C por 15 segundo,
1,6 °C/segundo a 60 °C por 1 minuto e 0,15 °C/segundo a 95 °C por 15 segundos. A
analise dos resultados foi realizada no software QuantStudio™ Design & Analysis
v1.5.2 com a normalizagao dos resultados para o gene endégeno minD (CV_3376).
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3.7 Analises fenotipicas

3.7.1 Ensaio de curva de crescimento

Para avaliar a aptiddo das linhagens obtidas neste trabalho, o crescimento
bacteriano foi acompanhado ao longo do tempo por meio de medi¢cdes de absorbancia
por comprimento de onda de 600 nm no aparelho BioTek Epoch 2 (Agilent). Um pré-
in6culo overnight em 2mL de LB das linhagens testadas foi ajustado para
DOe60onm 0,01 e 150 pL desta diluicdo foram adicionados em placa de microtitulacao
de 96 pocos de fundo plano e levadas ao leitor de placas para incubacédo sob agitacéo
orbital de 425 RPM a 37 °C durante 18 horas. As medi¢des foram realizadas a cada

meia hora. Os ensaios foram realizados em triplicata biolégica.

3.7.2 Ensaio de viabilidade

A fim de quantificar UFC/mL (unidades formadoras de colbnias por mililitro) dos
mutantes nulos obtidos neste trabalho, foi realizado o ensaio de viabilidade conforme
protocolo estabelecido por Santos e colaboradores (2020). Para isso, um pré-inéculo
ON crescido a 37 °C sob agitacdo de 250 RPM foi diluido em 5 mL de LB para a
DOsoonm 0,01 e incubado em shaker a 37 °C, 250 RPM por 20 horas. Apds esse
periodo, 1,65 mL da cultura foi centrifugado para posterior ressuspenséao do pellet em
1 mL de 1X PBS (phosphate buffered saline) para que a concentracao inicial seja de
1 x 109 UFC/mL de C. violaceum. Diluicdes seriadas de 1:10 com volume final de
1 mL foram realizadas em 1X PBS. A diluicdo 107 ou menor, dependendo da
linhagem, foi semeada em placa com agar LB em quadruplicada, utilizando um volume
de 100 yL. Dessa forma, apdés o periodo de incubagdo das placas por
aproximadamente 20 horas a 37 °C, foi feita a contagem das colbnias. Para

quantificacdo, a seguinte férmula foi utilizada:

média do n® de colonias obtidas
UFC/mL =

diluigdo utilizada X volume plaqueado (mlL)
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3.7.3 Ensaio de biofilme

A formacdo de biofilme das linhagens mutantes e selvagem foi avaliada e
quantificada utilizando o método de coloracdo por cristal violeta (AZEREDO et al.,
2017). Apos cultivo em pré-inéculos de 2 mL em LB sob agitacédo de 250 RPM a 37 °C
overnight, as linhagens de C. violaceum foram diluidas para uma DOesoo nm inicial de
0,01 em 1 mL de LB e incubadas a 37 °C por 16 e 24 horas sem agitacdo para
acompanhamento da cinética da formacdo de biofilme em tubos de vidro. Apds o
periodo de incubacdo, a cultura foi descartada, foram adicionados 1,5 mL de cristal
violeta 0,1%, seguido de incubacédo por 15 minutos para coloracdo do biofilme. Os
tubos foram lavados, secados a 65 °C e posteriormente, 1 mL acido acético 33% foi
acrescentado. Apés 1 hora em temperatura ambiente, cada tubo teve o biofilme solto
com auxilio de uma escova de garrafa. A DOeoonm do biofilme aderido aos tubos foi

guantificada em espectrofotdmetro.

3.7.4 Ensaio de violaceina

A quantificacdo da producao de violaceina foi feita apds sua solubilizacdo em
acetona e leitura de absorbancia (SANTOS, 2021). Para isto, apds cultivo em pré-
in6culo de 2 mL de LB sob agitacdo de 250 RPM a 37 °C overnight, as linhagens
mutantes e selvagem de C. violaceum foram diluidas para uma DOsoo nm inicial de 0,01
em 2 mL de meio LB e incubadas a 37 °C por 24 horas sob agitacdo de 250 RPM.
Apbs esse periodo, 500 pyL de cada cultura foram coletados e vortexados com mais
500 pL de acetona por 30 segundos. As amostras foram centrifugadas a 16.000 x g
por 5 minutos e a fase contendo violaceina foi coletada para quantificacdo da
absorbancia por comprimento de onda de 575 nm.

3.7.5 Ensaio de motilidade (swimming)

A avaliacdo de motilidade dependente de flagelo do tipo swimming dos
mutantes nulos foi realizada em meio MOHC semissdlido [1X M9 sais; 0,4% glicose;
2 mM MgSOgs; 100 uM CaClz; 0,1% hidrolisado de caseina; 0,3% agar; agua Milli Q]
de acordo com protocolo descrito previamente (SANTOS et al., 2021). Para isto, um

pré-indculo overnight preparado em M9OHC foi diluido a DOsoo nm inicial de 0,1 e 5 uL
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foram inoculados no interior de placas com 50 mL de M9HC semissdélido. As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 horas com medicdo dos halos de swimming (em cm?)

a cada 24 horas, usando software FIJI imageJ.

3.8 Ensaio de ligacao de fator de transcricdo ao DNA

Para analisar a interacao direta entre o regulador transcricional CV_1922 da
familia GntR e a regido promotora dos genes das beta-lactamases, foi realizado
ensaio de alteracdo de mobilidade eletroforética em gel (EMSA ou gel shift).

3.8.1 Purificacdo de proteinas

A proteina recombinante His-GntR (CV_1922) foi expressa em E. coli
BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-15b com a regido codificadora do gene
CV_1922 clonada (SANTOS et al., 2020). O pré-inéculo overnight foi diluido a DO60o nm
de 0,05 em 500 mL de LB com 100 ug/mL de ampicilina e incubado a 37 °C sob
agitacao de 250 RPM. Apoés a cultura atingir a DOsoo nm entre 0,4 e 0,6, foi adicionado
1 mM de IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) na cultura e esta foi incubada
novamente para inducéo a 37 °C com agitacdo durante 2 horas. Em seguida, a cultura
foi centrifugada em garrafas de polipropileno de 250 mL (Nalgene) a 4 °C, 5.000 x g
por 15 minutos. O pellet seco foi armazenado a - 20 °C. A fim de verificar a qualidade
da inducéo, amostras de 1 mL da cultura antes da adicdo de IPTG e apds a inducao
foram coletadas, centrifugadas por 5 minutos a 12.000 x g e os pellets ressuspendidos
em tampéo 1X SDS gel-loading [50 mM Tris-HCI pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 0,1%
azul de bromofenol; 100 mM DTT; H20 Milli Q] (SDS - sodium dodecyl sulfate; DTT -
dithiothreitol) (SAMBROOK et al., 2001).

Para purificacdo da proteina recombinante, o pellet armazenado foi
ressuspendido em 20 mL de tampéao de lise [50 mM tampao fosfato de sédio pH 7,4;
300 mM NaCl; 20 mM imidazol pH 7,4; 1 mM PMSF; H20 Milli Q]. Para romper as
células bacterianas, foi feita sonicacdo com 15 pulsos de 30 segundos com amplitude
de 85% e intervalo de 30 segundos, mantendo a mistura homogénea do pellet no
tampéao de lise sempre em gelo. A solugdo sonicada foi tratada com 2 mL de 10%
estreptomicina por 20 minutos a 4 °C e agitada lentamente antes de ser centrifugada

a 15.000 x g, 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante foi filtrado em membrana
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de 0,45 um (Millipore) usando bomba a vacuo. O extrato soluvel centrifugado e filtrado
foi purificado seguindo o protocolo recomendado pela Qiagen para a coluna de niquel
Ni-NTA Superflow de 5 mL acoplada em bomba peristaltica P1 (GE Healthscience). A
purificacdo foi feita em tampéo fosfato [50 mM tampéo fosfato de sédio pH 7,4,
300 mM NacCl], acrescido de 500 mM imidazol para eluigéo.

A presenca de proteina nas aliquotas de eluicdo foi verificada por coloracdo
pelo ensaio de Bradford (Quick Start Bradford 1x Dye - BioRad). As amostras foram
concentradas usando a coluna VivaSpin 6 Concentrator (Sartorius Stedim Biotech) e
dessalinizadas utilizando a coluna de filtracdo Disposable PD-10 Desalting Columns
(GE Healthcare). A proteina purificada foi armazenada em tampao de estocagem
[20 mM Tris-Cl pH 7,4; 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTA pH 8; 5% de glicerol; H20 Milli
Q]. Estas amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE 15% juntamente com as
aliquotas coletadas durante o processo de purificacdo. As proteinas foram
visualizadas ap6s o gel ser corado e descorado com Coomassie Brilliant Blue R-250
(Bio-Rad corante-1610436; descolorante-1610438) e analisado no aparelho
ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad) e no software Image Lab v6.1 (Bio-Rad).

A quantificacdo da proteina foi realizada por absorbancia a 280 nm, usando o
coeficiente de extincdo da proteina recombinante segundo o programa Protparam
Tool (EXPASY http://www.expasy.ch) (GASTEIGER et al., 2005):

DO 280 nm X diluicdo utilizada

Proteina [final em Molar] = — —
coeficiente de extingao

3.8.2 Ensaio de mudanca de mobilidade eletroforética (EMSA)

As regides promotoras de genes utilizadas como sondas especificas (CV_1310
- ampC e CV_3150 - cphA) e ndo-especificas foram amplificadas por PCR utilizando
os oligonucleotideos listados na tabela 5 e a enzima de alta fidelidade Phusion DNA
polimerase. Apds serem submetidas a eletroforese em gel de agarose 2%, as sondas
foram purificadas com o kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL
740609.250). As reacOes de ligacdo ao DNA foram feitas em um volume de 20 uL
contendo tampé&o de interacdo [20 mM Tris-HCI pH 7,4; 50 mM KCI; 1 mM EDTA
pH 8,0, 50 ug/mL BSA, 5% glicerol; H20 Milli Q], sondas de DNA e quantidades de 0,
5, 10, 25, 50, 100 yM da proteina purificada e reduzida com 10 mM DTT. Reacdes de
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controle negativo foram realizadas utilizando sondas de DNA inespecificas de regides
codificadoras (CV_2255) e promotora (CV_4090). Todas as reacfes de interacéo
foram incubadas a 25 °C por 25 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente,
3 uL de glicerol 50% foi adicionado em cada amostra, as quais foram aplicadas em
gel nativo de poliacrilamida 5% [0,5X TBE, 5% mix poliacrilamida, 0,1% APS, 0,01%
TEMED, agua Milli Q] (APS - ammonium persulfate). A eletroforese foi realizada em
tampdo 0,5X TBE por 60 minutos a 30 mA. Por fim, os géis foram corados em
10 mg/mL de brometo de etidio e analisados sobre exposi¢ado a radiacéo ultravioleta

em transiluminador.

3.9 Ensaio de pull-down de afinidade ao DNA

Para identificar a proteina responsavel pela regulacdo do promotor das beta-
lactamases, foi realizado um ensaio de pull-down conforme descrito por Chaparian &
Kessel (2020), com modificacbes. Sondas de DNA da regido intergénica dos genes
CV_1310 (ampC) e CV_3150 (cphA) foram amplificadas conforme o protocolo de PCR
com a enzima Phusion no tépico 3.5.1. Para cada reacdo, foi utilizado um primer
foward com uma modificacdo na extremidade 5’ com a adigao de biotina. Os produtos
de PCR purificados da agarose com o kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel 740609.250) e foram armazenados a - 20 °C.

A partir de um pré-in6culo overnight, indculos da linhagem selvagem com e sem
100 pg/mL de ampicilina e do mutante nulo AampD1 ajustado a DOsoo nm de 0,01 em
100 mL de LB foram preparados e incubados a 37 °C sob agitacdao de 250 RPM por
aproximadamente 5 horas até atingir a DOsoonm entre 3 e 4. Os in6culos foram
centrifugados em tubos conicos de 50 mL a 2500 x g por 10 minutos e o sobrenadante
foi descartado. Os pellets foram armazenados a - 80 °C. Os pellets das culturas foram
ressuspendidos em tampé&o BS/THES e sonicados com 5 pulsos de 15 segundos com
amplitude de 30% e intervalo de 2 minutos, mantendo a mistura homogénea sempre
em gelo. Uma etapa de pré-limpeza do lisado foi realizada adicionando 100 pL da
bead de estreptavidina no lisado celular e incubado sob agitagdo por 1 hora para
reduzir possiveis ruidos de proteinas biotiniladas que se ligam a estreptavidina. As
beads foram imobilizadas e o lisado foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL.

Ao todo, cerca de 40 ug de cada sonda de DNA biotinilado foram preparados.

Estas sondas foram incubadas sob leve agitacdo por 1 hora com 100 pL de



68

Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Thermo Scientific 65001) em tampao 2X B/W
(binding/washing) com a imobilizacdo das beads com uma estante magnética. Apos 3
lavagens consecutivas com tampéao TE, as beads foram equilibradas com 2 lavagens
consecutivas do tampéo BS/THES, seguido da adi¢do de 500 pL do tampé&o BS/THES
suplementado com 10 pg/mL de DNA de esperma de salmdo (competidor nao-
especifico) e incubado por 30 minutos.

Apos a incubacéo das beads com o competidor ndo-especifico, o sobrenadante
foi descartado e as beads ressuspensas em 750 pL do tampéao BS/THES com 50 ug
de DNA de esperma de salméo. Duzentos microlitros do lisado foi adicionado as beads
e incubado sob agitacdo por 1 hora. Posteriormente, as beads foram imobilizadas e
lavadas com tampé&o BS/THES por 5 vezes.

Por fim, as beads foram ressuspendidas em 60 pL do tampao de eluicéo e
incubado por 2 minutos com agitacdo. A avaliacao final do processo foi realizada em
gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) carregando 15 pyL de cada amostra eluida
acrescida da 5 pL de 4X Laemmli Sample buffer (Bio-Rad #1610747). As proteinas
foram visualizadas ap6s o gel ser corado e descorado com Coomassie Brilliant Blue
R-250 (Bio-Rad corante-1610436; descolorante-1610438) e analisado no aparelho
ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad) e no software Image Lab v6.1 (Bio-Rad). As
bandas de interesse foram recortadas e enviadas para identificacdo através de

espectrometria de massa pela facility LaCTAD (aguardando andlise).
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4 RESULTADOS

Para identificar vias de sinalizacdo e potenciais fatores de transcricao
envolvidos na expressao das beta-lactamases AmpC (CV_1310) e CphA (CV_3150)
de C.violaceum, foi utilizada a estratégia de (i) isolar mutantes espontaneos
resistentes a antibidticos beta-lactamicos, (i) medir a expressao dos genes ampC e
cphA nestes mutantes, (ii) identificar as mutacées de modo dirigido a alguns genes ou
por sequenciamento do genoma total que relacionem a resisténcia dos mutantes
espontaneos aos beta-lactamicos devido a expresséo elevada de beta-lactamases,
(iv) buscar de modo néo enviesado por fatores de transcricdo que regulem os genes
das beta-lactamases, usando os promotores de ampC e cphA como iscas para ligacao

de proteinas regulatorias.

4.1 Isolamento de mutantes espontaneos resistentes a beta-lactamicos devido

a expressao elevada de beta-lactamases

Os mutantes espontaneos de C. violaceum foram inicialmente isolados em agar
Mueller Hinton (MH) suplementado com concentracfes crescentes dos antibioticos
beta-lactamicos imipenem (IPM), um carbapenémico, e cefoxitina (FOX), uma
cefalosporina de 22 geracdo. Pré-indculos overnight da linhagem selvagem ATCC
12472 foram espalhados em placas MH suplementadas com IPM (0, 8, 16, 32, 64 e
128 pg/mL) ou FOX (0, 128, 256, 512 e 1024 pg/mL). Somente apds o periodo de 48
horas, foram obtidas 5 col6nias na placa com 16 pg/mL e 4 colénias em 32 ug/mL de
IPM. Nos ensaios com FOX, foram obtidas 25 colénias na placa com 256 pg/mL. No
entanto, ao avaliar a concentracao inibitoria minima (CIM) e o perfil de resisténcia em
ensaio de disco-difusdo com IPM, FOX e nove outros antibioticos beta-lactamicos,
dois tipos distintos de resultados foram obtidos: (i) em ensaios com as bactérias vindas
de placas MH contendo estes antibiéticos, os mutantes possuiam resisténcia frente
aos antibioticos testados; (ii) jA em ensaios com as bactérias vindas de placas MH
sem antibidtico, os mutantes se mostraram tdo resistentes quanto a linhagem
selvagem. Portanto, estes resultados sugerem que as colbnias isoladas, na verdade,
nao sao mutantes, apesar de tolerarem niveis elevados de IPM e FOX devido a
hiperproducéo transitéria das beta-lactamases. De fato, dados prévios do nosso grupo

indicam que os genes ampC e cphA de C. violaceum sao fortemente induzidos por
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IPM e FOX. Por serem fortes indutores de beta-lactamases, estes dois antibioticos
nao tém sido utilizados para o isolamento de mutantes espontaneos (MINAMI et al.,
1980; JACOBY, 2009; KOHLMANN et al., 2018).

Para escolher um antibiético beta-lactamico que seja um fraco indutor das beta-
lactamases de C. violaceum, foi realizado um teste de antagonismo, no qual observa-
se a formacao de halos com o formato da letra D em teste de disco-difusdo com discos
colocados proximos (Figura 10). Isto ocorre porque ao se difundirem, os beta-
lactamicos indutores fortes causam o aumento da producdo de beta-lactamases,
protegem as bactérias na borda do halo do indutor fraco (COURVALIN et al., 2010;
MICROBIOLOGIE CLINIQUE, 2021). Em placas MH semeadas com C. violaceum
selvagem foram adicionados discos de antibiéticos considerados indutores fracos
proximos de discos de antibidticos considerados indutores fortes. Nestes ensaios, 0s
antibiéticos meropenem (MEM), imipenem (IPM), cefoxitina (FOX), ampicilina (AMP)
e amoxicilina com acido clavulanico (AMC) causaram antagonismo ao aztreonam
(ATM) e ceftazidima (CAZ), evidenciado pela distorcdo dos halos dos antibiéticos
antagonizados (Figura 14). Com isto, é possivel concluir que MEM, IPM, FOX, AMP e
AMC séao indutores fortes, enquanto ATM e CAZ sao indutores fracos de beta-
lactamases em C. violaceum, resultados que condizem com o descrito na literatura
para outras bactérias (MINAMI et al., 1980; KOHLMANN et al., 2018).

Figura 14. Teste de interagao entre antibioticos indutores fracos ou fortes de beta-lactamases.
Antibiogramas realizados em agar MH semeado com a linhagem selvagem de C. violaceum utilizando
MEM, IPM, FOX, AMP e AMC (indutores fortes) frente a ATM e CAZ (indutores fracos). As distor¢des
nos halos estéo indicadas por circulos amarelos.
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Escolhemos CAZ para selecdo de mutantes espontaneos, pois além de se
mostrar um indutor fraco de beta-lactamases, durante os testes foi possivel observar
colénias isoladas que emergiram dentro dos halos de inibicdo de CAZ. Ainda, na
literatura esta cefalosporina de 32 geracao ja foi utilizada com este mesmo objetivo
(HWANG & KIM, 2015; LAHIRI et al., 2015; LEE et al., 2022). Portanto, o ensaio de
prospeccao de mutantes espontaneos foi refeito utilizando C. violaceum ATCC 12472
em placas MH suplementadas com CAZ (40, 80, 160 e 320 pg/mL de CAZ). Na placa
MH sem antibiotico utilizada como controle e na placa com 40 pg/mL de CAZ houve
crescimento bacteriano confluente, enquanto na placa com 320 pg/mL n&o houve
nenhum crescimento. Coldnias isoladas foram observadas nas placas com 80 e
160 pg/mL de CAZ, de onde foram recuperadas 42 e 18 coldnias, respectivamente.
Estes isolados foram nomeados de SM1 a SM60 (SM corresponde a spontaneous
mutant). As 60 colonias, que possivelmente eram mutantes espontaneos para CAZ,
foram repicadas em placas MH sem suplementacdo de antibi6tico para evitar que os
préximos ensaios tivessem os resultados com interferéncia da resisténcia induzida
pela presenca de antibidtico durante o pré-cultivo bacteriano. Posteriormente, também
foram congelados em 20% glicerol para preservacao.

4.1.1 Os mutantes espontaneos isolados em CAZ séo resistentes a varios antibibticos

beta-lactamicos sem perda de aptidao

O perfil de resisténcia a CAZ das colénias SM1 a SM60 foi determinado por
ensaio de &gar-diluicdo (CLSI, 2015), a fim de verificar se de fato séo linhagens
resistentes e ndo com inducao transitoria de beta-lactamases. Em todas as placas, a
linhagem selvagem de C. violaceum ATCC 12472 e o controle de qualidade E. coli
ATCC 25922 também foram testadas. Inicialmente, 19 dos 60 isolados apresentaram
valores de CIM maiores do que o CIM da linhagem selvagem que é 32-64 ug/mL,
sendo estes selecionados para seguir no estudo. Posteriormente, em novas réplicas
do ensaio, foi possivel observar que apenas 13 dos 19 isolados apresentaram valores
de CIM maiores que o CIM da linhagem selvagem, sendo que a maioria deles teve um
CIM de 512 ug/mL (Tabela 6).
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Tabela 6. CIM de CAZ para a linhagem selvagem e mutantes espontaneos de C. violaceum.
CIM CAZ (ug/mL)

LINHAGENS i i i
12 REPLICA 22 REPLICA 32 REPLICA
WT 32 32 64
sMm1 1024 1024 1024
SM2 256 512 512
SM3 512 512 512
SM10 512 512 512
SM20 64 32 32
SM24 64 32 32
SM28 512 512 512
SM29 512 512 512
SM30 512 512 512
SM31 512 512 512
SM34 512 512 512
SM35 512 512 512
SM39 512 512 512
SM41 64 32 32
SM42 64 32 32
SM52 512 512 512
SM58 32 32 32
SM59 512 512 512
SM60 32 32 32

Estas 19 linhagens SM selecionadas tiveram seu perfil de resisténcia também
determinado pelo ensaio de disco-difusdo em &gar (CLSI, 2012) utilizando discos de
11 antibidticos beta-lactamicos (Figura 15, Tabela Suplementar 1). Em nenhuma
colonia testada houve halo de inibicdo de crescimento para os antibioticos AMP e
AMC, indicando alta resisténcia de C. violaceum, incluindo a linhagem selvagem, para
estes antibiéticos (Figura 15, Tabela Suplementar 1). Os isolados SM20, SM24, SM41,
SM42, SM58 e SM60 apresentaram halos de tamanho semelhante aos halos da
linhagem selvagem ou tiveram col6nias isoladas dentro dos halos de inibigcdo para a
maioria dos antibiéticos, corroborando os dados obtidos para os valores de CIM para
CAZ. As demais linhagens apresentaram fenotipo de grande resisténcia a maioria dos
beta-lactamicos testados, principalmente SM1 e SM2, que conseguiram reduzir
significativamente os halos dos carbapenémicos MEM e IPM e da penicilina

piperacilina (PIP) (Figura 15, Tabela Suplementar 1). Estes dados indicam que 0s
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Figura 15. Perfil de resisténcia de SMs a beta-lactdmicos. O ensaio de disco-difus

permitiu mapear a resisténcia dos isolados contra diferentes antibiéticos beta-lactamicos. Valores de
halos de inibicdo em mm. ATM - aztreonam, CAZ - ceftazidima, CFP - cefoperazona, CTX - cefotaxima,

FOX - cefoxitina, IPM - imipenem, MEM - meropenem, PIP - piperacilina e TIC - ticarcilina.
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A aptiddo das 19 linhagens SM foi avaliada em curvas de crescimento em meio
LB. De forma geral, estas linhagens tiveram perfil de crescimento semelhante ao perfil
da linhagem selvagem, exceto para SM1, que apresentou uma média de 115 minutos
para dobrar o numero de células na cultura em comparagdo com os 90 minutos da
linhagem selvagem. A SM1 também demorou para atingir a fase estacionaria, levando
cerca de 741 minutos contra os 549 da selvagem (Figura 16). Portanto, esses dados
indicam que apesar de serem resistentes a varios antibiéticos beta-lactamicos, os
mutantes espontaneos ndo tém prejuizo de aptiddo. O aparente maior aumento da

resisténcia de SM1 parece comprometer um pouco sua aptidao.

LB LB

ODEDU nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Horas Horas
- WT SM3 -~ SM24 SM30 - WT - SM35 SM41 e SM52 & SM59
SM1 SM10 SM28 - SM31 SM34 -e SM39 - SM42 SM58 -e- SMB0
SM2 SM20 SM29
Fase lag Fase estacionaria Tempo de dobra

Q AP '@Q

Minutos
Minutos Minutos

Figura 16. Mutantes espontaneos tém aptiddo semelhante a linhagem selvagem. (A) curvas de
crescimento dos mutantes espontaneos em meio LB. (B, C e D) Média da andlise de crescimento em
fase lag, estacionaria e o tempo de dobra através do aplicativo Gen6 Data Analysis Software (Agilant).
Graéficos representativos de triplicata biol6gica.
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4.1.2 A maioria dos mutantes espontaneos hiperexpressam as beta-lactamases ampC
e cphA

Para associar o perfil de resisténcia a antibioticos beta-lactdmicos das
linhagens SM com a expressao das beta-lactamases, foram realizados ensaios de
atividade de beta-galactosidase usando fusdes transcricionais dos promotores das
beta-lactamases ampC (PampC) e cphA (PcphA), transferidas por conjugacéo para
C. violaceum selvagem e para as 19 linhagens SM (Figura 17). Em 12 das linhagens
SM, ambos os promotores (PampC e PcphA) tiveram alta atividade de beta-
galactosidase em comparacdo com a atividade quase basal da linhagem selvagem,
sugerindo que as duas beta-lactamases estao hiperexpressas e conferindo resisténcia
a beta-lactamicos nestes mutantes (Figura 17A e C). No entanto, nos isolados SM1,
SM20, SM24, SM41, SM42, SM58 e SM60, ambos 0s promotores tiveram apenas a
expressao basal observada na linhagem selvagem em meio LB sem antibi6tico (Figura
17A e C). Estes dados indicam que em 12 dos 13 isolados SM que confirmaram
aumentada resisténcia a beta-lactamicos, esta resisténcia pode ser atribuida a
expressdo elevada das beta-lactamases. A excecdo € SM1, que apesar de ser a
linhagem mais resistente aos beta-lactamicos, ndo possui as beta-lactamases
superexpressas.

Para verificar se as fusdes de lacZ estdo corretas nestas linhagens com
expressao basal, foi realizado ensaio de atividade de beta-galactosidase na presenca
de AMP por 30 minutos (Figura 17B e D), antibiotico este para o qual demonstramos
ser forte indutor das beta-lactamases em C. violaceum (Figura 14). Nestas condicdes,
ambos os promotores foram bastante induzidos tanto na linhagem selvagem quanto
nos 7 isolados SM em comparagdo com o meio LB sem antibiotico (Figura 17B e D),
indicando que as fusbes estdo funcionais nestas linhagens. Com isto, € possivel
concluir que nos isolados SM20, SM24, SM41, SM42, SM58 e SM60, os perfis de
resisténcia e expressao parecem indicar pouca ou nenhuma resisténcia aos beta-
lactamicos. Para SM1, apesar de muito resistente aos beta-lactamicos, sua resisténcia
nao parece vinculada a expressédo de AmpC ou CphA, mas sim a outros componentes

do seu genoma, os quais estéo lhe conferindo essa resisténcia.
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Figura 17. Ensaio de atividade de beta-galactosidase dos promotores de ampC e cphA. O nivel
da expressdo dos promotores das beta-lactamases foi analisado pelo ensaio de atividade de beta-
galactosidase nas linhagens indicadas. (A e C) Ensaio dos dois promotores em meio LB. (B e D) Ensaio
dos dois promotores na presenca de 100 pg/mL AMP. Notar o0 aumento da expressao dos promotores
para além do nivel basal devido a inducao pelo beta-lactamico (comparacao A e C com B e D). Gréficos
representativos de quintuplicata biolégica. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05; quando
ndo indicado, ndo é significativo. One-way ANOVA seguido por teste de multiplas comparacdes de
Tukey.

4.2 A maioria dos mutantes espontaneos tem mutacdo em ampD1

Atentando-se a importancia da enzima amidase AmpD no processo de
reciclagem do peptideoglicano e sua estreita relagdo com a resisténcia a beta-
lactamicos (HWANG & KIM, 2015; TORRENS et al., 2019), tornou-se imprescindivel
0 sequenciamento do gene ampD na C. violaceum selvagem ATCC 12472, usada
como controle, e nas 19 linhagens SM selecionadas em CAZ. O gene CV_1309
(900 pb e 299 aa), localizado a montante de CV_1310 (ampC), codifica uma amidase.
Andlise in silico revelou que este gene possui mais dois outros paralogos dentro do
genoma de C. violaceum, CV_0566 (1020 pb e 339 aa) e CV_3031 (774 pb e 257 aa),

que foram renomeados de acordo com o aparecimento da ORF no genoma, como
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ampD1, ampD2 e ampD3 (Figura 18A). Estas trés proteinas tém de 30 a 40% de
similaridade entre si (Figura 18B) e possuem um dominio de amidase-2 (AMI-2;
PF01510) (Figura 18C), encontrado em E. coli (AmpD e AmiD) e P. aeruginosa
(AmpD, AmpDh2, AmpDh3). Curiosamente, AmpD1 possui no N-terminal um dominio
de acetiltransferase (ACTF_1) (Figura 18C), ndo anotado na versao original do
genoma, que ndo € comum em AmpDs de outras bactérias. Uma potencial quarta
amidase em C. violaceum, CV_3822 (AmpD4), possui dominio amidase-3 (AMI-3;
PF01520) e baixa similaridade com as trés outras AmpDs (17 a 25%).
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Figura 18. Organizac&o gendmica, arquitetura e alinhamento das amidases de C. violaceum. (A)
Mapa gendmico das proximidades dos genes que codificam beta-lactamases e amidases. (B) Matriz
de similaridade entre as quatro amidases. (C) Arquitetura de dominios das amidases. Os dominios
estdo indicados em diferentes cores. SP indica peptideo sinal.

Decidimos sequenciar os genes das amidases paralogas AmpD1, AmpD2 e
AmpD3. Para isto, foram realizadas 60 rea¢6es de PCR (20 linhagens x 3 trés genes)
e 120 reacbes de sequenciamento de Sanger (60 produtos de PCR sequenciados em
ambas as fitas). Os primers foram desenhados com o objetivo de cobrir toda a regido
codificadora e a regidao promotora dos trés genes (CV_0566/ampD1 - 1259 pb,
CV_1309/ampD2 - 1225 pb, CV_3031/ampD3 - 1195 pb). Todos os produtos de PCR
foram recuperados do gel de agarose e apresentaram boa quantidade quando

mensurados por Nanodrop.
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As sequéncias dos trés genes ampD dos mutantes espontaneos foram
comparadas por BLAST contra a linhagem de referéncia C. violaceum ATCC 12472
(BNGPC, 2003). Estas analises indicaram auséncia de mutacdes para os trés genes
na linhagem selvagem, como era esperado. Também ndo foram encontradas
mutacgdes nos genes CV_1309 e CV_3031 (ampD2 e ampD3) em todas as linhagens.
Ja para o gene CV_0566 (ampD1), foram detectadas diferentes mutacdes em varias
linhagens (Tabela 7). Quatro dessas mutacfes sédo do tipo nonsense: as linhagens
SM10, SM52 e SM59 apresentaram uma troca de triptofano por um stop codon
(W35stop), inviabilizando a proteina AmpD1; 0 mesmo ocorreu com a linhagem SM3,
mas em um residuo de posicdo mais adiante (W166stop). Outras seis linhagens
possuem mutacdes do tipo missense, enquanto uma linhagem, a SM30, tem um
frameshift devido a dele¢cdo de 11 pb que gera um codon de parada antes do final do
gene (Tabela 7; Figura 19). Por outro lado, o isolado SM2, apesar de superexpressar
as beta-lactamases (Figura 17), ndo possui mutacdo em nenhum dos trés genes
ampD sequenciados. O mesmo correu para as linhagens SM1, SM20, SM24, SM41,
SM42, SM58 e SM60. Essas mesmas sete linhagens também néo tém hiperexpressao
do promotor das enzimas beta-lactamases AmpC e CphA (Figura 17).

Tabela 7. Mutagcbes encontradas no gene CV_0566 (ampD1) das linhagens SM.

LINHAGEM MUTACAO ALTERACAO POSICAO CLASSIFICACAO
DELETION - CV_0566 (AmpD1)
SM30 Frameshift 11 bp (406 .. 416) -
SUBSTITUTION - CV_0566 (AmpD1)

SM10 Nonsense TGG — TAG W35stop Aromatico — Stop codon
SM52 Nonsense TGG — TAG W35stop Aromatico — Stop codon
SM59 Nonsense TGG — TAG W35stop Aromatico — Stop codon
SM3 Nonsense TGG — TAG W166stop Aromatico — Stop codon
SM28 Missense CCG — CAG P198Q N&o-polar/Alifatico — PNC
SM34 Missense CCT - TCT P199S N&o-polar/Alifatico — PNC
SM29 Missense TCG > TTG S233L PNC — Na&o-polar/Alifatico
SM35 Missense TCG > TTG S233L PNC — Na&o-polar/Alifatico
SM31 Missense GGT — AGT G323S N&o-polar/Alifatico — PNC
SM39 Missense GGT — AGT G323S N&o-polar/Alifatico — PNC

Analise realizada no banco de dados NCBI com a ferramenta Blast, usando as op¢des Blastn e Blastx.
Abreviaturas: SM — Spontaneous Mutant; PNC — polar ndo-carregado.
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Mutagbes descritas em outras spp.
Mutagdes encontradas em C. violaceum
Sitio catalitico

Sitio de ligagdo a Zn

Residuos de ligagao ac substrato
Residuos de orientagdo do substrato
Loop da regiao R2

Residuos com pontes salinas quebradas na
movimentacgao de loop r2

Figura 19. Alinhamento de AmpD e mutacfes encontradas em AmpD1 de C. violaceum. (A)
alinhamento realizado com Clustal Omega utilizando sequéncias de AmpD de diferentes bactérias. Os
dominios da proteina foram marcados na sequéncia de aminoacidos em roxo (acetiltransferase), azul
(amidase_2) e laranja (loop estrutural na regido r2 da proteina). Residuos conservados estdo marcados
em quadrados coloridos. Esferas pretas indicam locais de mutacdes relatados em diferentes bactérias.
A caixa marrom indica mutacdes encontradas em C. violaceum. (B) Sumario das mutacfes encontradas
em AmpD1 nos mutantes espontaneos resistentes a CAZ.
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Comparando o perfil de muta¢des encontradas em mutantes ampD de outras
bactérias com o encontrado na ampD1 de C. violaceum, é possivel observar mutacdes
ja descritas e mutacbes novas, incluindo aquelas presentes no dominio de
acetiltransferase (Figura 19). Com base na estrutura cristalografica de AmpD de
Citrobacter freundii (LIEPINSH et al., 2003; CARRASCO-LOPEZ et al., 2011) é
possivel verificar que estas mutacbes mapeiam em diferentes regides da proteina,
como os sitios de ligacdo ao substrato, os residuos que orientam a posicao do
substrato e os residuos que ligam zinco, por exemplo (Figura 19).

Portanto, a analise das 19 linhagens SM isoladas em CAZ revelou que 12 (63%)
delas tém hiperexpressao dos genes ampC e cphA que codificam as duas beta-
lactamases de C. violaceum e que 11 (92%) dessas mesmas linhagens possuem
mutacdes no gene CV_0566, o qual codifica uma das trés enzimas AmpD paralogas
desta bactéria. Estes resultados estao de acordo com dados da literatura que apontam
mutacées em AmpD como importantes para superexpressao de beta-lactamases
(SCHMIDTKE et al., 2008; HWANG & KIM, 2015; TORRENS et al., 2019). Estes dados
iniciais sugerem que CV_0566 (AmpD1) parece ter um papel maior em relacao as
duas outras AmpDs paralogas para a resisténcia a beta-lactamicos em C. violaceum.

4.3 Analise de mutantes nulos dos genes das trés amidases paralogas revela o

papel preponderante de AmpD1

Para investigar melhor o papel das trés AmpD paralogas de C. violaceum,
realizou-se a construgdo de mutantes nulos simples AampD1 e AampD3, mutantes
duplos AampD1D2, AampD1D3 e AampD2D3 e mutante triplo AampD1D2D3,
conforme protocolo de troca alélica estabelecido em nosso laboratério (BATISTA et
al., 2020; SANTOS et al., 2020; ALVES et al., 2021). Todas as linhagens mutantes
foram confirmadas por PCR de col6nia (Figura 20). O mutante nulo AampD2 j& havia

sido obtido em outro trabalho do nosso grupo (NEME, 2019).

4.3.1 Auséncia de AmpD1 impacta sobrevivéncia e auséncia das trés AmpDs afeta

crescimento

A aptidao de todos os mutantes nulos dos genes das amidases foi avaliada por

curvas de crescimento e sobrevivéncia celular (UFC/mL de culturas de 20h) em meio
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LB (Figura 21). Nas curvas de crescimento, todos 0os mutantes tiveram crescimento
similar ao da linhagem selvagem, com excegédo do mutante triplo AampD1D2D3 que
apresentou um crescimento mais lento (Figura 21A, C, D, E). No ensaio de viabilidade,
os mutantes AampD1, AampD1D2 e AampD1D3 apresentaram reducgéo de 1 a 2 logs
em UFC comparado a linhagem selvagem (Figura 21B). Curiosamente, o mutante
triplo AampD1D2D3 néo teve perda de viabilidade (Figura 21B), a despeito de sua
menor taxa de crescimento. No entanto, as colénias de AampD1D2D3 foram
pequenas e menos roxas. Talvez, muta¢cOes supressoras poderiam ter ocorrido para
permitir a “viabilidade” deste mutante. Os trés mutantes das beta-lactamases, obtidos
em um trabalho anterior (NEME, 2019), ndo tiveram alteracdes de aptidao (Figura 21A,
C, D, E). Em conjunto, estes dados revelam que AmpD1 parece ser a amidase mais
importante para sobrevivéncia em fase estacionaria (20 horas de cultivo) e que
somente a delecdo dos trés genes de amidase impactam o0 crescimento de

C. violaceum.
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Figura 20. Confirmacdo das linhagens mutantes nulo dos genes ampD. Os genes CV_0566
(ampD1), CV_1309 (ampD2) e CV_3031 (ampD3) com suas regides flanqueadoras foram amplificados
por PCR com os primers dell/del4 de cada gene. Eletroforese em gel de agarose 1% feito com TBE
0,5x corrido sob tenséo de 100 V durante 45 minutos. O primeiro pogo de cada gel é referente ao
marcador (M) GeneRuler 1Kb plus DNA (Thermo Scientific), enquanto os demais po¢os sdo as
linhagens analisadas. Os tamanhos esperados dos amplicons em cada caso estéo indicados na figura.
A linhagem selvagem tem o tamanho dos fragmentos sendo a soma das regides flanqueadoras com o
gene, enquanto as linhagens mutantes apresentam apenas as regides flanqueadoras. (A) delecdo do
gene CV_0566 (ampD1); (B) delecéo do gene CV_3031 (ampD3); (C) delecédo dos genes CV_0566 e
CV_1309 (ampD1D2); (D) delecao dos genes CV_0566 e CV_3031 (ampD1D3); (E) delecao dos genes
CV_1309 e CV_3031 (ampD2D3); (F) delecdo dos genes CV_0566, CV_1309 e CV_3031
(ampD1D2D3).
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Figura 21. Efeito da delecdo de ampDs no crescimento e sobrevivéncia celular. (A) O crescimento
bacteriano da linhagem selvagem e mutantes foi avaliado em meio LB pela mensuracdo de absorbancia

em comprimento de onda de 600 nm no leitor de placas BioTek Epoch 2 (Agilant) durante 18 horas. (B)
A viabilidade da linhagem selvagem e mutantes foi determinada por UFC/mL. (C, D e E) Média da
andlise de crescimento em fase lag, estacionaria e o tempo de dobra através do aplicativo Gen6 Data
Analysis Software (Agilant). Graficos representativos de ensaios realizados em ftriplicata bioldgica e
técnica. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05; quando nao indicado, ndo é significativo.
Para o ensaio de viabilidade foi utilizado One-way ANOVA seguido por teste de multiplas comparacdes
de Tukey.

4.3.2 Auséncia de AmpD1 ou das trés AmpDs afeta biofilme, violaceina e motilidade

Devido a importancia das amidases no funcionamento correto do PGN, os
mutantes nulos dos genes das amidases e das beta-lactamases foram também
avaliados quanto a formacéao de biofilme, producédo de violaceina e motilidade do tipo
swimming (Figura 22), como previamente descrito (SANTOS et al., 2021). Ensaio de
cinética de formacao de biofilme pelo método de coloracéo por cristal violeta em trés

diferentes tempos de cultivo (8h, 16h e 24h) revelou que a delecdo dos genes das
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amidases ndo impede o inicio de formacao de biofilme (tempo de 8h) (Figura 22A). No
entanto, a partir das 16 horas € observado menos biofilme nos mutantes AampD1 e
AampD1D2D3 (Figura 22B), algo que se torna mais nitido apds 24 horas de cultivo
(Figura 22C), pois neste momento todos os mutantes que possuem o gene AampD1
deletado tiveram menos biofilme. Os mutantes AampD1, AampD1D2 e AampD1D2D3
produziram uma quantidade menor de violaceina em comparacdo com a linhagem
selvagem (Figura 22D). Ja para a motilidade do tipo swimming, avaliada em 24 e 48
horas de cultivo, somente o mutante AampD1D2D3 apresentou reducéo, sobretudo
em 48h (Figura 22E). Os trés mutantes das beta-lactamases (NEME, 2019) nao

tiveram alteracdes no biofilme ou producéo de violaceina (Figura 22).
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Figura 22. Efeito da dele¢cdo de ampDs em biofilme, producdo de violaceina e motilidade. A
cinética de formacédo de biofilme dos mutantes nulos foi avaliada durante (A) 8 horas, (B) 16 horas e
(C) 24 horas. Foram avaliadas também (D) a producéo de violaceina solubilizada em solvente organico
(acetona) e (E) a motilidade (swimming) das linhagens. As estrelas verticais indicam estatistica
significante na mesma amostra em condi¢cdes diferentes. Gréaficos representativos de ensaios
realizados em triplicata biolégica e técnica. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05; quando
ndo indicado, ndo é significativo. Para o ensaio de biofilme foi utilizado Kruskal-Wallis seguido por teste
de multiplas compara¢@es de Dunn. Para o ensaio de violaceina foi utilizado One-way ANOVA seguido
por teste de multiplas comparacdes de Dunnett. Para o ensaio de motilidade foi utilizado Two-way
ANOVA seguido por teste de multiplas comparacdes de Tukey.
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4.3.3 Mutagdo em ampD1, mas ndo em ampD2 ou ampD3, aumenta resisténcia a

beta-lactamicos

Para caracterizar todos os mutantes nulos das amidases quanto a sua
resisténcia a diversos antibidticos beta-lactamicos, primeiramente foi realizado o
ensaio de disco-difusdo (CLSI, 2012) (Tabela Suplementar 2 e Figura 23). Como no
ensaio realizado para os mutantes espontaneos, nenhuma linhagem testada teve halo
para os antibidticos AMP e AMC. Foi possivel observar o fendtipo de resisténcia (halos
de inibicdo de crescimento menores) a maioria dos beta-lactamicos testados apenas
para 0s mutantes que possuem o0 gene ampD1 deletado (AampD1, AampD1D2,
AampD1D3 e AampD1D2D3) em comparacdo com a linhagem selvagem. Apesar
disso, nenhuma das linhagens mutantes apresentou fenétipo de resisténcia aos
carbapenémicos testados (IPM e MEM) (Tabela Suplementar 2 e Figura 23). Estes
dados sao consistentes com os fenotipos de resisténcia aos beta-lactamicos
observados para as linhagens SM que apresentaram muta¢des pontuais em ampD1
(Tabela Suplementar 1 e Figura 15). Nao foi observado o aparecimento de colbnias
isoladas dentro dos halos de inibicdo, como havia sido visto em alguns dos mutantes
espontaneos.

Ensaios de complementacao foram realizados com o gene ampD1 clonado no
vetor pMR20 (D1::pMR20). Este vetor vazio foi inserido na linhagem selvagem como
controle para verificar uma possivel influéncia nos resultados obtidos. A construgéo
D1::pMR20 foi inserida na linhagem mutante nulo AampDl1l e em todos os onze
mutantes SM que possuiam mutacdo pontual em ampD1, gerando as respectivas
linhagens complementadas. Em todas estas linhagens complementadas o fenétipo de
sensibilidade a CAZ foi resgatado para padrdoes similares ao observado para a
linhagem selvagem, exceto na linhagem SM59 (Figura 24, Tabela Suplementar 3).
Estes dados respaldam a conclusdo de que o aumento da resisténcia a beta-
lactdmicos nas linhagens mutantes ampD1 nulas e pontuais (exceto SM59) deve-se

exclusivamente a mutacdes neste gene.



351 ATM

Halo de inibigéo (mm)

MEM

85

S o FETEP S
& & & PP PP
L R P S QO
¥y v ©
f
35- FOX 35- cAZ 25- cTX
E 30- E 301 E a0
£ E E
o 257 = 257 < 25
" um ]
© 20- © 201
2 2
£ 151 E 151
[ [}
T 10 T 104
L L
£ 5 T 5
0- E— 0- ——5
Dol D DD LD DD
OY W07 07 O N Y
o o 9 & & & o g I
S &9 LA A G S SR Sl
P FF
b >
TIc
35- cFP 35- PIP 35-
E 30 E 304 Eao
E E E
S = 25 < 25
g £ 20 £ 20]
= 2 2
E E 151 £ 151
3 3 4o 8 10
2 o o
T £ 5 T s
0, 0, 2 ey vl
R R, S RO S, S
P° P 9 00 L L
“";«9 A &I

& @
L R S
P G b{,}&q

Figura 23. Ensaio de disco-difusdo dos mutantes nulos das amidases. O ensaio de disco-difusao
foi utilizado para caracterizar o perfil de resisténcia dos mutantes nulos das amidases para diferentes
antibioticos beta-lactdmicos. AMC - amoxicilina com &cido clavulanico, AMP - ampicilina, ATM -
aztreonam, CAZ - ceftazidima, CFP - cefoperazona, CTX - cefotaxima, FOX - cefoxitina, IPM -
imipenem, MEM - meropenem, PIP - piperacilina e TIC - ticarcilina. Ndo estdo mostrados aqui o0s
resultados obtidos para a linhagem selvagem e mutante ampD1 nos antibidticos ETP - ertapenem, FEP
- cefepime, TZP - piperacilina com tazobactam, STX - sulfametoxazol com trimetoprima e CIP -
ciprofloxacina.

O ensaio de agar-diluicao para determinacéao da CIM também foi realizado para
algumas linhagens selecionadas (Tabela 8). Como esperado pelos ensaios anteriores,
todos os mutantes com ampD1 deletado apresentaram resisténcia a maioria dos
antibioticos testados em relacéo a linhagem selvagem, com valores pelo menos 4
vezes maior para CAZ e FOX. Contudo, nédo foi observado fenotipo de resisténcia nos
mutantes das demais amidases. Como representante dos mutantes espontaneos, a
linhagem SM3 (mutagdo nonsense W166stop em AmpD1) apresentou valores
semelhantes ao mutante AampD1. Conforme visto por NEME (2019), o mutante

AampC apresentou aumento de sensibilidade as cefalosporinas e penicilinas,
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enquanto o mutante AcphA apresentou sensibilidade aos carbapenémicos. O mutante
duplo das beta-lactamases, AampCAcphA, apresentou o fendétipo esperado causado
pelas duas mutacdes separadas. Em todos os casos, as complementacdes dos
mutantes funcionaram corretamente, revertendo para o fenétipo de sensibilidade a
niveis semelhantes ao da linhagem selvagem (Figura 24, Tabela Suplementar 3).
Também como uma forma de avaliacdo, o vetor utilizado na complementacdo dos
mutantes foi inserido vazio nas linhagens para verificar uma possivel influéncia nos

resultados obtidos.

CAZ

WT [pMR20] ;. @~

AampD 14
AampD71 [pMR20]- E

AampD1[D7:pMR20-—1

SM3

SM3 [D7:pMR20]{——__—
SM10 :

SM10 [D7::pMR20]- 1

SM28- E

SM28 [D7:pMR20]- 1
SM29- :

SM29 [D7:pMR20]-———— 1
SM30 :

SM30 [DT::pMR20-——— 1

SM31-

SM31 [D7:pMR20]- 1
SM34 ;

SM34 [D7:pMR20]-————— 1

SM35-

SM35 [D1::pMR20]—;:_”:IU_ -
SM39- 5

SM39 [D7:pMR20]-—————1
SM52 :

SM52 [D7:pMR20]{—_____1
SM59- |
SM59 [D1::pMR20]

T
0 10 20 30 40
Halo de inibigdo (mm

El Parental [ Complementado

Figura 24. Ensaio de disco-difusdo dos mutantes complementados com ampD1. O mutante nulo
AampD1l e todos os onze mutantes SM que possuiam mutacdo pontual em ampDl foram
complementados com o gene ampD1 clonado no vetor pMR20. Ensaios de disco-difusdo foram
utilizados para avaliar a reversao do fenétipo de sensibilidade a CAZ. Os valores dos halos de inibicéo
de crescimento em mm mostrados na tabela foram utilizados para plotagem no gréfico.
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Tabela 8. Determinacdo de CIM da linhagem selvagem, mutantes e complementadas.

CIM (pg/mL)
LINHAGENS
MEM IPM  CAZ CTX FOX AMP AMC TZP
WT 0,25 4-2 64 512-256 64 1024 1024 16-8
WT [pPMR20] 0,25 2-4 64 512-256  128-64 1024 1024 16-8
AampC 0,250,125 2 1 2-4 8-4 16 16 2
AampC [pMR20] NT 4 4 4-8 NT NT 32 8-4
fam ﬁé‘%ﬁ’fmo] 0,25 2 128 256-512 256 2048-1024 1024 16
AcphA 0,125 2-1 3264  128-256 32 512 512
AcphA [PMR20] 0,125 1-2 64 256 64 512 512
[cphﬁ?:%?\/lARZO] 2-8 8 128 512 256 1024-2048 1024  16-32
AampCAcphA 0,125 1 1 2 8-16 16 16 0,5-1
AampD1 0,5 2 512-256 1024  256-512 1024 1024 16
AampD1 [pMR20] 0,5 2 512 1024  512-256 1024 1024  16-32
fam F)Agf:‘%[ﬁﬂlmo] 0,25 2-4  64-32 256 128-64 1024 1024 8
AampD2 NT NT  64-32 NT NT NT NT NT
AampD3 NT NT  64-32 NT NT NT NT NT
AampD1D2 NT NT 512 NT NT NT NT NT
AampD1D3 NT NT 512 NT NT NT NT NT
AampD2D3 NT NT  64-32 NT NT NT NT NT
AampD1D2D3 NT NT 512 NT NT NT NT NT
SM3 0,5 2 512 1024  512-256 2048-1024 1024-512 32-16
SM3 0,125-0,25 1 128 256-512 32 128-512 128 4-8

[ampD1::pMR20]

NT = nédo testado.

Devido a falta de fendtipo para carbapenémicos nos mutantes das amidases,
testes rapidos de checagem de atividade de carbapenemase foram realizados (Figura
11). O Teste de Hodge Modificado (THM) revelou que a linhagem selvagem de
C. violaceum nado tem producdo ativa de carbapenemase (Figura 25A-D), algo
também visto no ensaio de beta-galactosidase, onde essa linhagem possuia uma
expressao basal da beta-lactamase CphA (Figura 17). O mesmo resultado pode ser
observado nas linhagens mutantes AampD2, AampD3 e AampD2D3 (Figura 25A e B).
Assim como o0s mutantes das beta-lactamases, que ndo apresentaram fenotipo
(Figura 25D). No entanto, todos os mutantes sem AmpD1 (simples ou combinado)
possuiam distor¢éo do halo de inibicdo (Figura 25A, B e C), como o controle positivo,
indicando aumento de resisténcia pela provavel desrepresséo da carbapenemase.

Ainda, o teste com disco de EDTA confirmou o resultado de THM, uma vez que
somente o AampD1 e SM3 apresentaram distor¢cao nos halos na presenca de EDTA,
demonstrando aumento na producéo da metalo-carbapenemase CphA (Figura 25E).
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Por fim, os testes mCIM e eCIM confirmaram mais uma vez a produgcdo de uma
metalo-carbapenemase induzida devido ao crescimento do organismo indicador na
presenca do disco antibidtico em mCIM e a formacao de um halo de 14 mm em eCIM
por efeito da acéo de EDTA (Figura 25F). E importante ressaltar que, neste ensaio, a
linhagem selvagem apresentou um resultado positivo na produ¢ao da carbapenemase
devido a diferenca metodoldgica do ensaio, uma vez que aqui a bactéria teve prévia

exposicao a um antibiético.

A ATCC BAA 1705 B ATCC BAA 1705 C ATCC BAA 1705

ATCC 12472

AampD3
ATCC 12472
AampD2D3

AampD1D2D3

AampD2 — 7 hampD1
ampl e et AampD1D3 AampD1D2

D ATC BAA 1705 E ATCC 12472 DampD1 SM3

AampC dak

AcphA 8 ATCC 12472

F ATCC 12472 ATCC BAA 1705

mCIM eCIM mCIM eCIM

Figura 25. Producdo de metalo-carbapenemase ativa em linhagens com mutacdo em ampD1. A
verificagdo da atividade de C. violaceum contra carbapenémicos ocorreu por (A a D) Teste de Hodge
Modificado, (E) Teste de Sinergia com disco de EDTA e (F) mCIM e eCIM.

4.3.4 Mutacdo em ampD1, mas ndo em ampD2 ou ampD3, leva a hiperexpressao das

beta-lactamases ampC e cphA

Conforme realizado anteriormente, as mesmas construgdes em pRKlaczZ290
foram transferidas para os mutantes nulos das amidases por conjugacéo. Os ensaios
realizados indicam que tanto o promotor PampC quanto PcphA apresentaram alta
atividade de beta-galactosidase no mutante AampD1, indicando que as duas beta-

lactamases estdo hiperexpressas (Figura 26A), o que explica claramente o fenétipo
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de resisténcia a beta-lactamicos nos mutantes nulos e SM que tem mutacao no gene
ampD1. No entanto, nos mutantes das duas outras amidases, AampD2 e AampD3,
ambos promotores tiveram apenas expressao basal comparavel ao observado na
linhagem selvagem em meio sem antibidtico (Figura 26A), indicando que essas
AmpDs nao estéo relacionadas com a expressao das beta-lactamases. Como antes,
AMP foi adicionado nas culturas do ensaio para confirmar a funcionalidade dessas
construces nesses mutantes e na linhagem selvagem (Figura 26B). Embora tenha
havido certa diferenca entre as linhagens, em todas elas houve expressao aumentada
na presenca de AMP em comparacdo com o meio LB, indicando que as fusdes

estavam funcionando nestas linhagens (Figura 26B).
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Figura 26. A delecdo de ampD1 eleva a expresséo das beta-lactamases em C. violaceum. (A) O
nivel da expresséo dos promotores das beta-lactamases foi analisado pelo ensaio de atividade de beta-
galactosidase. (B) Adicéo de 100 pg/mL AMP confirma o aumento da expressdo dos promotores para
além do nivel basal devido a inducédo de beta-lactamicos. (C) Analise da expressdao de mRNA de ampC
em diferentes linhagens por RT-qPCR. Graficos representativos de ensaios realizados em triplicata
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biologica. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05; quando nao indicado, ndo é significativo.
As estrelas verticais indicam estatistica significante a mesma linhagem em condi¢cGes diferentes. Foi
utilizado Two-way ANOVA seguido por teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Complementando os dados da expressao das beta-lactamases, foi realizado
ensaio de RT-gPCR para ampC, usando RNA total de triplicata biologica das linhagens
WT, SM1, SM2, SM59, AampD1, AampD2 e AampD3. Apés a conversao do RNA para
cDNA, foi realizado o ensaio de PCR em tempo real (qQPCR) com SYBR Green (Figura
26C). Em meio LB, os mutantes SM2, SM59 e AampD1 apresentaram expresséo
elevada de ampC, enquanto SM1, AampD2 e AampD3 tiveram a expressédo de ampC
nos niveis basais da linhagem selvagem. Estes resultados corroboram os dados do
ensaio de beta-galactosidase. Na presenca do indutor AMP, ampC foi superexpressa
em todas as linhagens (Figura 26C).

4.4 Sequenciamento do genoma completo de mutantes espontaneos

selecionados

Para encontrar outros genes, além de ampD1, envolvidos na via de sinalizacéo
e regulacao das beta-lactamases de C. violaceum, foi realizado o sequenciamento do
genoma completo (WGS) de 3 mutantes espontaneos isolados em CAZ e da linhagem
selvagem ATCC 12472 (WT) (Figura 27). Para isto, foram escolhidas as seguintes
linhagens SM: SM1, que ndo possui mutacdo em nenhuma das trés amidases e néo
tem expressao aumentada nem de ampC nem de cphA; SM2, que ndo possui mutacao
nos genes das trés amidases, mas tem superexpressao de ampC e cphA; e SM59,
por possuir niveis mais altos de expressdo de ampC e cphA e apresentar uma
mutacdo em CV_0566 (ampD1). A escolha de SM59 foi justamente para confirmar se
haveria outras potenciais mutacées que pudessem contribuir com o aumento da
resisténcia a beta-lactamicos, uma vez que ampD1 ndo complementou esta linhagem.
O DNA gendmico (gDNA) foi extraido (Figura 27A) e submetido a sequenciamento
completo em plataforma NextSeq 2000 (lllumina, Inc., San Diego, CA). A facility NGS
Solugbes Gendbmicas em Piracicaba/SP realizou o WGS e a andlise de bioinformatica
em busca de variantes. As chamadas de variantes foram feitas contra o0 genoma de
referéncia da linhagem WT sequenciada em 2003, depositado no NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE016825.1). Inicialmente, foi feita uma

analise de variantes entre a nossa WT ressequenciada e a mesma linhagem WT


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AE016825.1
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sequenciada em 2003. Esta comparacao revelou quase trés dezenas de mutacoes
localizadas em regifes intergénicas ou regides codificadoras de varios genes que
podem significar mudancas acumuladas com efeito neutro ou de alteracdo de
funcionalidade génica (Tabela Suplementar 4).

Descontadas estas diferencas jA presentes na nossa C. violaceum WT
ressequenciada, foram detectadas variantes especificas das linhagens SM, sendo
duas mutacdes em cada uma das linhagens SM1, SM2 e SM59, que mapearam em
diferentes regibes do genoma de C. violaceum, proximo ou dentro da regido
codificadora de diferentes genes (Figura 27B, Tabela 9). A existéncia e o efeito de

algumas destas mutacdes foram investigadas e estdo apresentadas nos topicos

seguintes.

A B

Kb M WT SM1 SM2 SM59

CV_0566

cv_3538

Chromobacterium violaceum
ATCC 12472
4,751,080 bp

Mcos
M GC Content
M GC Skew+ \
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Figura 27. Sequenciamento completo do genoma (WGS) de isolados SM. (A) DNA gendmico
extraido da linhagem selvagem (WT) e dos mutantes espontaneos SM1, SM2 e SM59. Eletroforese em
gel de agarose 1% feito com 0,5x TBE corrido sob tensdo de 100 V durante 45 minutos. M, marcador
GeneRuler 1Kb plus DNA (Thermo Scientific). (B) Representacdo grafica do genoma de C. violaceum
com indicacao (em vermelho) dos genes mutados nos isolados SM1, SM2 ou SM59.

Tabela 9. Mutacbdes encontradas nos isolados SM em comparacdo com linhagem selvagem.

LINHAGENS ORF GENE MUTACOES ALTERACAO  POSICAO
' ‘ CV_1820' Rne/Rng familia ribonuclease E ' Frameshift ' 13 pb ' (402 .. 415)
SM1
CV_1922 Regido intergénica SNP - NCR G—-C -
CV_1922 Regido intergénica SNP - NCR G—C -
SM2
CV_2060 RseB fator anti-sigma E Missense CAA — TAA Q304Stop
CV_0566 AmpD1 amidase Missense TGG — TAG W35Stop
SM59

IspG flavodoxina/

ferredoxina/dihydropteroato sintase Missense TTIC~CTC F1slL

CV_3538

ORF = Open Reading Frames; NCR = Non-Coding Region.
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4.4.1 Variantes com mutacao na regiao intergénica do regulador CV_1922 sdo um

artefato decorrente da auséncia da transposase CV_1923

Nos isolados SM1 e SM2 foi detectada uma troca G por C na regiéo intergénica
entre 0s genes CV_1922 e CV_1923 (Tabela 9), que codificam um regulador
transcricional da familia GntR e uma transposase da familia 1S3, respectivamente.
Uma hipotese levantada foi que CV_1922 pudesse ser um regulador das beta-
lactamases e que a mutacdo encontrada no WGS na regido intergénica deste gene
pudesse alterar sua expressao e afetar a resisténcia aos beta-lactamicos. Para testar
esta hipotese, decidimos gerar um mutante do gene CV_1922. No entanto, houve
dificuldades com o protocolo de dupla recombinacdo homodloga: ndo conseguimos
obter o produto de PCR da regido flanqueadora do lado do gene CV_1923 com os
oligos dell/del2. Analise in silico apontou a presenca de outras 4 copias idénticas da
transposase CV_1923 (CV_0004, CV_1248, CV_2224, CV_2556) no genoma de
C. violaceum, sugerindo que a dificuldade para obter o produto de PCR foi decorrente
de dell parear dentro de CV_1923. Além disso, por possuir 5 cépias idénticas de
transposase, no momento da primeira recombina¢do homéloga (Figura 13) poderiam
ocorrer recombinacdes errbneas nos outros 4 genes. Para contornar isso, foi utilizado
a metodologia de obtencédo de mutante de inser¢cao por meio de um unico evento de
recombinacdo homoéloga (BATISTA et al., 2019), que se da com a insercdo do vetor
pPNPTS138 no meio do gene a ser interrompido (CV_1922). Um mutante por insergcéo
em CV_1922 (gntR::pNPTS138) foi obtido e confirmado por PCR (Figura 28A, B).
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Figura 28. O gene CV_1922 (GntR) ndo mostrou papel na resisténcia aos beta-lactamicos. (A)
Esquema de obtencdo do mutante de insercdo gntR::pNPTS138. HTH e FDC indicam dominios do
regulador da familia GntR CV_1922. A setas indicam o fragmento clonado no vetor pNPTS138
(superior) e os oligos usados para confirmar o mutante (inferior). (B) Fragmento gerado por PCR foi
obtido utilizando um oligo do comec¢o da regido codificadora (CV1922 Exp_FW) e outro do vetor
(M13_FW) para confirmar a insercdo no genoma. Eletroforese em gel de agarose 1% feito com 0,5x
TBE corrido sob tensdo de 100 V durante 45 minutos. M, marcador GeneRuler 1Kb plus DNA (Thermo
Scientific; os demais pogos séo as linhagens analisadas; C-, controle negativo, sem molde. O tamanho
esperado do amplicon esté indicado na figura. O mutante gntR::pNPTS138 foi caracterizado em relagao
a linhagem selvagem nos ensaios de (C) disco-difusdo (representacéo grafica da tabela suplementar
5) e (D) atividade de beta-galactosidase. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05; quando
ndo indicado, nao é significativo. As estrelas verticais indicam estatistica significante na mesma amostra
em condi¢Oes diferentes. Two-way ANOVA seguido por teste de mdltiplas comparagdes de Tukey.

Apés a obtencdo do mutante de insergéo gntR::pNPTS138, foi possivel estudar
o papel de CV_1922 na resisténcia aos beta-lactamicos (Figura 28C) e na expressao
das beta-lactamases (Figura 28D). No ensaio de disco difusdo n&do foram observadas
diferencas significativas nos halos de inibicAo de crescimento entre o mutante
gntR::pNPTS138 e a linhagem selvagem, indicando o mesmo perfil de resisténcia
(Figura 28C). A expressdo de ampC e cphA também ndo se mostrou alterada no
mutante gntR::pNPTS138, seja na auséncia ou presenca de AMP (Figura 28D). Além
disso, foi testada a capacidade de CV_1922 (GntR) purificada (Figura 29A) de ligar
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nos promotores de cphA e ampC em ensaios de EMSA (Figura 29B, C). Embora tenha
havido uma aparente ligacdo com 50 e 100 nM de GntR nas sondas de ambas beta-
lactamases, isto ndo parece ser algo especifico, pois 0 mesmo foi visto em sonda do
promotor de cviR, usado como controle negativo (Figura 29D). Logo, estes dados
contrapdem a hipotese de que o regulador CV_1922 esteja relacionado a regulacéo

das beta-lactamases em C. violaceum.
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Figura 29. Purificacdo e EMSA de CV_1922 (GntR). (A) A proteina CV_1922 fusionada a cauda de
histidina foi expressa em E. coli BL21(DE3) e purificada por cromatografia de afinidade em coluna de
niquel. As amostras obtidas no processo de purificagdo foram visualizadas em SDS-PAGE 15% a 120
V por 90 minutos. O primeiro po¢o do gel € referente ao marcador (M) PageRuler Prestained Protein
(Thermo Scientific), enquanto os demais pogos séo as linhagens analisadas: N - pellet ndo induzido, |
- pellet induzido com IPTG, P - pellet do sonicado, S - sobrenadante do sonicado e PP — proteina
CV_1922 purificada. (B e C) EMSA da proteina CV_1922 purificada (GntR em nM) com as sondas da
regido promotora das beta-lactamases (PcphA ou PampC) e uma sonda inespecifica interna na reagao
(CV_1922, fragmento da regido codificadora do gene CV_1922). (D) EMSA usando duas sondas néo
relacionadas inespecificas (PcviR e CV_2255).

Como a troca G por C na regido intergénica entre os genes CV_1922 e
CV_1923 néo pareceu afetar CV_1922, decidimos avaliar o gene seguinte, que
compartilha a regido intergénica, CV_1923 (transposase). A dificuldade de gerar um
amplicon por PCR com oligo dentro de CV_1923, relatada acima, nos fez levantar a
hip6tese da saida do gene da transposase daquela regido. Para testar isto, foi feito
PCR com o par de oligos CV1922_ MODEL_UP/CV1922del4, com a expectativa de
gerar um produto de PCR com 2,6 Kb contendo os genes CV_1922 e CV_1923 e suas

respectivas regides promotoras. Reacdes de PCR foram realizadas com o mesmo
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DNA das quatro linhagens enviado e usado no WGS para verificar o tamanho do
fragmento em cada uma das linhagens (Figura 30). Curiosamente, todas
apresentaram um produto de 1,3 kb, a metade do esperado, e a andlise da sequéncia
dessa regiao do genoma permitiu concluir que o tamanho faltante equivale ao tamanho
do gene da transposase. Sequenciamento de Sanger deste produto de PCR nas
guatro amostras revelou auséncia do gene da transposase e presenca do gene

CV_1922 (gntR), indicando que esta troca na analise WGS, na verdade, € um artefato.

Kb M WT SM1 SM2 SM59 Kb M WT SM1 SM2 SM59

CV_0004 CV_1248

¢ 2080 pb ¢ 2283pb
Kb M WT SM1 SM2 SM59 Kb M WT SM1 SM2 SM59

cV_1923

CV 2224
2599 pb _

< 2001 pb

1395 pb +—
Kb M WT SM1 SM2 SM59

CV_2556

¢1928pb

Figura 30. Verificacdo de transposases. O DNA enviado para WGS da linhagem selvagem e
mutantes foram utilizados como molde nas rea¢cfes de PCR para verificar a presenca dos cinco genes
de transposase em C. violaceum. Eletroforese em gel de agarose 1% feito com 0,5x TBE corrido sob
tensdo de 100 V durante 50 minutos. O primeiro pogco de cada gel é referente ao marcador (M)
GeneRuler 1Kb plus DNA (Thermo Scientific), enquanto os demais pocos séo as linhagens analisadas.

O tamanho esperado de cada amplicon estéa indicado na figura.

A visualizacao in silico do DNA gendmico sequenciado no aplicativo IGV nos

permitiu observar uma baixa qualidade do sequenciamento na regido do gene
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CV_1923 em decorréncia desta regido estd repetida cinco vezes no genoma
(transposases CV_1923, CV_0004, CV_1248, CV_2224, CV_2556). O genoma
referéncia nos bancos de dados NCBI e KEGG conta com a presenca do gene
CV_1923. Logo é possivel pensar em duas possibilidades: (i) ocorreu a excisdo do
gene da transposase CV_1923 na linhagem selvagem de nosso laboratorio em algum
momento posterior a 2003, (ii) devido a dificuldade de trabalhar com essas regides
repetidas, a anotacdo do gene CV_1923 no genoma de C. violaceum ATCC 12472
nos bancos esta errada. A mesma abordagem de PCR com oligos flanqueando cada
gene de transposase seguido de sequenciamento de Sanger revelou que todos os
genes das transposases, exceto CV_1923, estdo presentes nas quatro linhagens
usadas no WGS (Figura 30). Portanto, a aumentada resisténcia aos beta-lactamicos
dos isolados SM1 e SM2 nao se deve os genes CV_1922 e CV_1923, e talvez seja
decorrente das mutacgdes detectadas na analise WGS em CV_1820 (ribonuclease E)
(SM1) e CV_2060 (RseB) (SM2) (Tabela 9). Para SM59, foi confirmada a mutacédo em
AmpD1 e detectada outra mutacdo em CV_3538 (ispG) (Tabela 9) que codifica uma
proteina da via de sintese de isoprenoides. Como ampD1 ndo complementou SM59,
talvez a resisténcia deste isolado aos beta-lactamicos seja devido a mutagéo em IspG.

4.4.2 O mutante SM2 tem expressdo aumentada de sigma E

O mutante SM2 apresentou uma mutacdo nonsense no gene rseB (Tabela 9,
Figura 31). Em E. coli, RseB € uma proteina acessoria que se liga ao fator anti-sigma
RseA. Tanto RseA quanto RseB controlam negativamente a atividade de RpoE (sigma
E), um fator sigma que tem seu regulon expresso em resposta a estresse do envelope
(CHABA et al., 2011). Assim, a expressdo de rpoE foi avaliada por RT-gPCR para
verificar se a mutacédo em rseB geraria aumento da atividade de sigma E (assumindo
gue o operon é autorregulado) (Figura 31). Foi observado um aumento na expressao
de rpoE no mutante SM2 em relagao a linhagem selvagem, independente da presencga
do antibidtico beta-lactamico ampicilina (Figura 31B), sugerindo que SM2 esta com o
regulon sigma E ativado. Mais experimentos sdo necessarios para determinar se a
resisténcia de SM2 aos beta-lactamicos pode ser atribuida a ativagdo do regulon

sigma E em C. violaceum.



97

1014

WT CGCGGTGGGCGACATGCCCCGCGATGATGGCTCTG 1004

SM2 CGCGGTGGGCGACATGCCGTAAACCGCGATGATGGCTCTG

% 3k ok ok 3k sk ok ok ok ok ok okok sk ok kok sk k3K 3k ok ok ok ok ok 3k 3k ok ok ok ok ok k ok %k kK k
(910..912) Q304 — Stop codon

Fold change
relative to control

10-1-
wT SM2

mm B B B+ 100 pg/mL AMP

Figura 31. O gene rpoE tem expressdo aumentada no mutante SM2. (A) Esquema representativo
do operon rpoE-rseA-rseB em C. violaceum. No detalhe, a mutag&o encontrada em rseB na linhagem
SM2. (B) Expressdo do gene rpoE (CV_2058) analisada por RT-gPCR. Gréfico representativo de
ensaios realizados em triplicata biolégica. ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; * p < 0,05; quando
nao indicado, ndo é significativo. Two-way ANOVA e mdltiplas comparagfes de Tukey.

4.5 Novos mutantes espontaneos e mais questionamentos quanto a resisténcia

a beta-lactamicos em C. violaceum

Visto o potencial dos mutantes espontaneos como ferramenta para encontrar
novas vias e genes envolvidos na regulacéo da resisténcia aos beta-lactamicos, uma
nova prospeccao foi realizada em CAZ durante o estagio BEPE. Esta também seria
uma forma de validar a frequéncia com que mutacdes em ampDl ocorrem em
C. violaceum, uma vez que mutacdes nesse gene € uma forma de sobrevivéncia
contra antibiéticos beta-lactamicos em Burkholderia cenocepacia e P. aeruginosa
(HWANG & KIM, 2015; PEREZ-GALLEGO et al., 2016). As concentra¢des escolhidas
para o ensaio foram 32, 64, 128, 256 e 512 pg/mL. ApGs 24 horas de cultivo em placa,
foi surpreendente encontrar 22 coldénias em 512 pg/mL e 33 colénias em 256 pg/mL
de CAZ, uma vez que na primeira prospeccao as colbnias de C. violaceum foram
isoladas em concentracdes menores de CAZ. A principal diferenca entre os dois
ensaios foi a troca do uso de CAZ como p6 comercial (Sigma A6987-1G) sem a
presenca de Na2COs por pdé comercial voltado para a pratica clinica que possui
Na2COs (Hikma PLB803-POR/2), uma condicdo que melhoraria a solubilizacdo do
antibidtico (CLSI, 2021).

Para confirmacé&o do fendtipo de resisténcia aos beta-lactamicos desses 55
isolados, o ensaio de agar-diluicdo foi realizado como descrito anteriormente (Tabela
10). Aqui, foi observado um super aumento da resisténcia a CAZ em 26 isolados (CIM
acima de 2048 pg/mL) em relacdo a linhagem selvagem. Esta resisténcia elevada

também se confirmou por ensaio de disco-difusdo para varios outros antibioticos beta-
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lactamicos, com excecdo dos carbapenémicos (Tabela Suplementar 6). Muitos
isolados apresentaram colbnias dentro dos halos, assim como 0os SMs anteriormente
obtidos.

Tabela 10. Valores de CIM para CAZ de novos mutantes espontaneos.
CIM CAZ (ug/mL)

LINHAGENS - - -
12 REPLICA 22 REPLICA 32 REPLICA
WT 32 32 64
SMB2 >2048 >2048 >2048
SMB4 512 512 512
SMB5 256 256 256
SMB9 512 512 512
SMB12 128 128 128
SMB15 1024 1024 1024
SMB18 >2048 >2048 >2048
SMB19 2048 2048 2048
SMB20 >2048 >2048 >2048
SMB25 2048 2048 2048
SMB31 2048 2048 2048
SMB32 >2048 >2048 >2048
SMB33 2048 2048 2048
SMB34 >2048 >2048 >2048
SMB37 2048 2048 2048
SMB39 >2048 >2048 >2048
SMB42 1024 1024 1024
SMB43 2048 2048 2048
SMB44 2048 2048 2048
SMB45 2048 2048 2048
SMB47 >2048 >2048 >2048
SMB48 >2048 >2048 >2048
SMB49 >2048 >2048 >2048
SMB50 >2048 >2048 >2048
SMB51 512 512 512
SMB55 2048 2048 2048

A avaliacdo de aptid&o por curvas de crescimento em meio LB revelou que as
linhagens SMB12, SM18, SM19, SMB32, SMB34, SMB39, SMB42, SMB44, SMB45,
SMB47, SMB48 e SMB55 possuem atraso de crescimento em comparagao com a
linhagem selvagem (Figura 32A) que também pode ser observado no tempo maior
para dobra da cultura, bem como a chegada a fase estacionaria (Figura 32B, C, D).
Por outro lado, inesperadamente a expressao dos promotores das beta-lactamases,
analisada por beta-galactosidase, ndo se mostrou além do nivel basal encontrado na
linhagem selvagem (Figura 32 E e G), sendo necesséria a inducdo por AMP para
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observar esse aumento (Figura 32F e H). Assim como SM1, todos esses 26 mutantes
possuem sua grande resisténcia determinada por outros componentes do seu genoma

e néo pela expresséo elevada das beta-lactamases.
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Figura 32. Avaliacdo da aptiddo e da expressdo de beta-lactamases em novos mutantes
espontaneos. (A) O crescimento bacteriano da linhagem selvagem e mutantes foi avaliado em meio
LB no leitor de placas BioTek Epoch 2 (Agilant). (B, C e D) Média da analise de crescimento em fase
lag, estacionéaria e o tempo de dobra através do aplicativo Gen6 Data Analysis Software (Agilant).
Ensaio de beta-galactosidase com (E e F) promotor de ampC na auséncia e presenca de AMP e (G e
H) do promotor de cphA nas mesmas condi¢bes. Graficos representativos de ensaios realizados em
triplicata bioldgica.
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Ainda, através do sequenciamento de CV_0566 (ampD1 - 1259 pb), CV_1310
(@ampC - 1846 pb) e CV_3150 (cphA - 1310 pb), foi confirmado que nenhuma das
linhagens selecionadas apresentou mutacdes nesses genes, algo ndo esperado visto
o0 grande aumento de resisténcia em comparacdo com 0s mutantes obtidos
anteriormente. Mais estudos sdo necessarios para averiguar que outros mecanismos
de resisténcia estdo ocorrendo nestes novos mutantes espontaneos isolados de

C. violaceum selvagem ATCC 12472.

4.6 Proteinas com potencial ligacdo aos promotores de ampC e cphA capturadas

por ensaio de pull-down

Para identificar fatores de transcricdo responsaveis pela regulacdo das beta-
lactamases em C. violaceum, inicialmente foi realizada uma analise in silico com o
objetivo de comparar os reguladores das beta-lactamases presentes em P.
aeruginosa (o fator de transcricdo AmpR e o sistema de dois componentes CreBC) e
Aeromonas sp. (o sistema de dois componentes BIrAB) (JACOBY, 2009; JUAN et al.,
2017) com o genoma de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, por meio da

ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi). No entanto, esta analise

nao foi conclusiva, pois altos valores de similaridade foram encontrados para diversos
fatores de transcricao de C. violaceum.

Devido a dificuldade de encontrar in silico uma possivel proteina reguladora
das beta-lactamases em C. violaceum, uma alternativa a esse dilema foi testar quais
proteinas poderiam se ligar as regides promotoras de ampC e cphA, usando um
ensaio de pull-down de afinidade a DNA (CHAPARIAN & KESSEL, 2020) (Figura 33).
Para isto, foram preparados extratos solluveis por sonicacdo de culturas das linhagens
selvagem (WT) e AampD1 cultivadas em meio LB e WT cultivada em LB
suplementado com AMP. No caso de um regulador ativador, poderia ser visto o
aumento da ligagao nas sondas com extrato do mutante AampD1 e da linhagem WT
com inducdo por AMP, condicdbes em que ha aumentada expressdo das beta-
lactamases. No entanto, para o caso de um regulador repressor, 0 aumento da ligacao
estaria na linhagem WT em LB. As reagdes de PCR utilizando os oligos biotinilados
funcionaram corretamente, mas com pouca eficiéncia por reacao, sendo obtido 123,3
ng/uL para a sonda de PampC e 191 ng/uL para PcphA. Assim, a sonda PampC foi

utilizada em dois extratos, enquanto PcphA foi usada nos trés extratos planejados.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

101

As etapas de lavagem e eluicdo do ensaio de pull-down foram analisadas em
SDS-PAGE 15% (Figura 33). Apés a incubacédo das beads-sondas com o extrato
soluvel, foram realizadas cinco lavagens. As proteinas que nao se ligaram as sondas
foram eliminadas, sendo perceptivel a saida de grande quantidade logo na primeira
lavagem (Figura 33C, D). Um gradiente com concentracédo do tampéao de eluicdo foi
aplicado para que as proteinas soltassem das sondas (Figura 33A, B). Poucas
proteinas se soltaram das sondas na presenca de 0,2 M de NaCl. Grande parte das
proteinas passaram a ser eluidas em 0,5 M de NaCl, mas aquelas mais fortemente
ligadas se soltaram com 1 M de NaCl. Curiosamente, todas as linhagens
apresentaram um perfil proteico semelhante em todas as condi¢fes testadas (Figura
33A, B). Cinco proteinas eluidas com tamanhos tipicos de fatores de transcricdo foram

recortadas do gel e enviadas para espectrometria de massas (aguardando resultado).
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Figura 33. Analise das proteinas eluidas no pull-down com DNA do promotor de ampC e cphA.
(A e B) Lavagens das beads apés a incubacdo com o extrato de cada linhagem com PampC e PcphA.
(C) Proteinas eluidas de WT e AampD1 em PampC. (D) Proteinas eluidas de WT, AampD1 e WT
suplementado com 100 pg/mL AMP em PcphA. As proteinas das lavagens e elui¢cdes foram analisadas
em SDS-PAGE 15%. M, marcador PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). As
eluicdes foram feitas com 0,2, 0,5 e 1 M de NaCl.
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5 DISCUSSAO

Visto o0 amplo e emergente aumento de resisténcia a antibidticos por diferentes
bactérias de importancia clinica nas Ultimas décadas e a crescente ocorréncia de
infecgBes humanas por bactérias oportunistas incomuns devido a fatores relacionados
ao paciente (JUAN et al., 2017; ECDC, 2023), tornam-se cada vez mais urgentes
estudos para compreender os diferentes mecanismos de resisténcia bacteriana aos
antibidticos. Chromobacterium violaceum € um bom exemplo de patégeno oportunista
ambiental com elevada resisténcia intrinseca a antibioticos, sobretudo aos beta-
lactamicos (ALDRIDGE et al., 1988; FANTINATTI-GARBOGGINI et al., 2004; YANG
e Ll, 2011; SWAIN et al., 2014; GOMEZ et al., 2023). No entanto, pouco se sabe sobre
mecanismos de resisténcia a antibiéticos em C. violaceum. Nosso grupo descreveu
um mecanismo de resisténcia a quinolona &cido nalidixico por mutacdes no repressor
EmrR que levam a superexpressdo da bomba de efluxo do tipo MFS EmrCAB e
consequente resisténcia a este antibiotico (BARROSO et al., 2018). Em
Chromobacterium substugae, foi identificado que o cluster cdeAB-oprM codifica uma
bomba de efluxo RND que confere resisténcia a antibidticos, cuja regulacdo envolve
o sistema de quorum sensing CvVilR e o repressor CdeR da familia TetR (BENOMAR
et al., 2019; KOIRALA et al., 2023).

Apesar de C.violaceum ndo possuir beta-lactamases de classe A,
recentemente foi descoberto por andlises de alinhamento de aminoacidos em banco
de dados a presenca de trés enzimas desta classe em trés diferentes espécies de
Chromobacterium (C. piscinae ND17, Chromobacterium sp. C-61 e C haemolyticum
DSM19808), apresentando identidade de até 76% com a enzima KPC-2, o que sugere
um papel importante delas na evolugédo de KPC (GUDETA et al., 2016). Dentre essas
trés enzimas descobertas, CRH-1 de C. haemolyticum apresenta semelhancas
bioquimicas e estruturais com KPC-2, possuindo atividade contra penicilinas, algumas
cefalosporinas e carbapenémicos (BRUNETTI et al., 2023).

Analise do genoma de C. violaceum ATCC 12472 revela duas beta-lactamases,
AmpC e CphA (BNGPC, 2003). Um estudo recente do nosso grupo demonstrou que
muito da resisténcia aos beta-lactamicos em C. violaceum é mediada por estas duas
enzimas beta-lactamases cromossomicas, a cefalosporinase AmpC (classe C, grupo
1) e a carbapenemase de espectro limitado CphA (metalo-beta-lactamase de classe

B, grupo 3b) (NEME, 2019). No entanto, como a expressdao destas enzimas é
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regulada, os mecanismos pelos quais emergem linhagens com mutacbes de
resisténcia e a frequéncia dessas em genes envolvidos na via de sinalizacdo e
regulacdo destas enzimas, sdo questbes até entdo ainda nao investigadas em
C. violaceum. Neste trabalho, exploramos estas questdes tendo como ponto de
partida o isolamento de mutantes espontaneos na presenca de ceftazidima (CAZ). Em
uma primeira prospeccéo, emergiram isolados com mutacfes sobretudo na amidase
AmpD1, os quais tinham hiperexpressédo de ampC e cphA. Sequenciamento WGS de
isolados selecionados revelou novas mutacdes potencialmente envolvidas na
resisténcia aos beta-lactamicos. Na segunda prospeccao, os isolados resistentes a
CAZ néo tiveram alteracdo na expressdo das beta-lactamases, nhem mutacdes em
AmpDL1. Proteinas ligantes ao DNA dos promotores de ampC e cphA foram obtidas
em ensaio de pull-down e identificacdo destas podera revelar fatores de transcricdo
gue regulam estas beta-lactamases.

Apos tentativas frustradas de isolar mutantes espontaneos (SM) de
C. violaceum em imipenem (IPM) e cefoxitina (FOX) devido ao carater fortemente
indutor de beta-lactamases destes antibidticos, padronizamos o isolamento em CAZ,
uma cefalosporina de terceira geracao que se mostrou um fraco indutor (Figura 14).
De 60 isolados SM selecionados em CAZ, 19 foram analisados quanto a sua
resisténcia a diferentes antibidticos beta-lactamicos através do ensaio de disco-
difuséo (Figura 15) e diluicdo em agar para determinacgéo dos valores de CIM de CAZ
(Tabela 6). Isso permitiu selecionar 13 isolados SM que apresentaram grande
resisténcia para a maioria dos beta-lactamicos testados. Curiosamente, somente 0s
isolados SM1 e SM2 apresentaram fenotipo de resisténcia para os carbapenémicos
testados (MEM e IPM), sendo o mutante SM1 o mais resistente entre os 13 isolados.
Este dado sugere a existéncia de possiveis vias diferentes ativas nessas duas
linhagens em relacdo as demais. A aptidéo destes 19 isolados, testada por parametros
de curvas de crescimento em meio LB, relevou diminuicdo de aptidao apenas para
SM1, justamente o isolado com maior resisténcia aos antibioticos (Figura 16).
Conforme apresentado na literatura, h4 uma correlacdo entre grande aumento de
resisténcia a antibioticos e reducdo de aptiddo e de viruléncia causada pelas
diferentes mutacdes nesses isolados (MOYA et al., 2008; PEREZ-GALLEGO et al.,
2016). Em um estudo futuro, um ensaio de viruléncia pode ser realizado para verificar

se essa patrticularidade € igualmente presente em C. violaceum.
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Tendo isso em vista, foram analisados nos isolados SM os niveis de expresséo
dos promotores de ampC e cphA por ensaio de atividade de beta-galactosidase
(Figura 17). Os resultados obtidos foram conclusivos em relacéo a elevada expresséo
de ambas beta-lactamases em 12 dos 13 isolados SM que confirmaram aumentada
resisténcia a beta-lactamicos (exceto SM1), reforcando a ideia de que a resisténcia
destes isolados deve-se a hiperexpresséo das duas beta-lactamases cromossdémicas
de C. violaceum. Estudos tém demonstrado que mutacbes em amidases AmpD,
enzimas importantes na reciclagem do PGN, estdo associadas a aumentada
expressdo de beta-lactamases e resisténcia a antibidticos beta-lactamicos em
isolados clinicos de diferentes bactérias, como P. aeruginosa, B. cenocepacia, C.
freundii, E. cloacae e E. coli (STAPLETON et al., 1995; PETROSINO et al., 2002;
KORSAK et al., 2005; SCHMIDTKE et al., 2008; CARRASCO-LOPEZ et al., 2011;
HWANG & KIM, 2015; GUERIN et al., 2015; TORRENS et al., 2019). Assim, o
sequenciamento de amidases nos isolados SM de C. violaceum poderia ajudar na
compreensao da cascata regulatoria das beta-lactamases.

Andlises in silico indicaram trés paralogos de amidases AmpD em C. violaceum
(AmpD1/CV_0566, AmpD2/CV_1309 e AmpD3/CV_3031) com dominio de amidase-
2 (PF01510), algo semelhante ao que ocorre em P. aeruginosa (MOYA et al., 2009;
PEREZ-GALLEGO et al., 2016; TORRENS et al., 2019). Uma potencial quarta
amidase em C. violaceum (AmpD4/CV_3822) possui dominio amidase-3 (PF01520) e
se aproxima mais de AmIABC de E. coli (DE SOUZA et al., 2008) (Figura 18). O
sequenciamento das trés amidases paralogas de C. violaceum nos 19 isolados SM
indicou auséncia de mutagcdo em AmpD2 e AmpD3 e mutagdes de diferentes tipos em
AmpD1 em 11 dos 12 isolados SM (exceto SM2) que tiveram expressao e resisténcia
aumentadas aos beta-lactamicos (Tabela 7, Figura 19). O papel preponderante de
AmpD1 em relagcdo aos paralogos AmpD2 e AmpD3 em mediar a regulagéo e
resisténcia aos beta-lactamicos foi confirmado utilizando mutantes nulos simples e
combinados com delecdo dos genes destas trés amidases, uma vez que (i) mutagéo
em ampD1, mas ndo em ampD2 ou ampD3, causou aumento da resisténcia aos beta-
lactamicos (Tabela 7, Figura 23) e da expressao das beta-lactamases (Figura 26); (i)
com excecao de SM59, ampD1 resgatou a susceptibilidade a CAZ quando introduzido
em todos os demais 10 mutantes SM com mutagdo pontual em ampD1 (Figura 24,
Tabela Suplementar 3). Estes achados diferem do que foi visto em P. aeruginosa, uma

vez que nesta bactéria € necessaria a inativacdo sequencial das trés amidases em
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um mutante triplo para obter niveis tao altos de expresséo e resisténcia (JUAN et al.,
2006; MOYA et al., 2009; PEREZ-GALLEGO et al., 2016).

A AmpD1 de C. violaceum possui outra importante peculiaridade, a presenca
na sua por¢ao N-terminal de um dominio de acetiltransferase (ACTF_1; PF00583; EC
2.3.1) pertencente a familia GNAT (N-acetiltransferases-like-Gen5) (Figura 18). A
proteina nesta configuracdo de dominios (1020 pb, 339 aa) resultou de uma
reanotacdo, uma vez que na anotacao original do genoma o gene CV_0566 (ampD1)
era precedido de uma grande regido intergénica e apresentava o tamanho de 546 pb,
iniciando a traducdo pelo codon TTG apenas do dominio de amidase (181 aa). Nossas
analises usando InterPro e alinhamento por BLAST sugerem que somente bactérias
filogenéticas proximas a C. violaceum (géneros Aquitalea spp., Chromobacterium
spp., Gulbenkiania spp., Pseudogulbenkiania spp. e Vogesella spp) possuem amidase
com essa arquitetura (ndo mostrado). E plausivel acreditar que, de alguma forma,
esses géneros evoluiram para uma estrutura de amidase similar. Apesar da funcéo
desse dominio ser catalisar a transferéncia de um grupo acetil para um substrato,
ainda é desconhecido o real papel desse dominio em uma amidase. Dentro da familia
GNAT existem N-acetiltransferases capazes de inativar antibiéticos aminoglicosideos
ao acetilar grupamentos amino na sua estrutura (BURK et al., 2003). Analise
preliminar com AlphaFold2 sugere que o dominio de acetiltransferase de AmpD1
assemelha-se a SpeG de Vibrio cholerae (ndo mostrado) que codifica uma SSAT
(Spermidine/Spermine N-acetyltransferase), uma proteina dodecamérica capaz de
acetilar as poliaminas espermidinas e esperminas para que possam ser exportadas
ou marcadas para reciclagem (LE et al., 2021). Assim, mais estudos sdo necessarios
para entender o papel do dominio de acetiltransferase na amidase AmpD1 de
C. violaceum.

Aléem de seu envolvimento em vias de sinalizacdo de resisténcia a beta-
lactamicos, as amidases desempenham diversos papeis no metabolismo do PGN,
impactando outros processos fisiolégicos. Caracterizacdo fenotipica dos mutantes
nulos das trés amidases paralogas de C. violaceum para aptiddo, motilidade e
producéo de biofilme e violaceina indicou, de modo geral, reducéo nestes parametros
nos mutantes que possuam a delecdo de ampD1, estando este efeito mais nitido no
mutante triplo (Figuras 21, 22). O motivo da maior relevancia de AmpD1 em relacdo
as demais amidases ainda precisa ser melhor investigado, mas € compreensivel que

0 mutante triplo seja mais afetado, ao considerarmos que a delecéo das trés amidases
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deve impactar mais fortemente a saide do PGN. De fato, perturbacdes na sintese da
parede celular alteram a formacao do biofilme em Bacillus subtilis (BUCHER et al.,
2015). Em Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium smegmatis a amidase CwiM
se mostrou importante para o processo de autélise e formacéo de biofilme (WANG et
al., 2019). Além disso, uma amidase foi mais abundante no biofiime de
Corynebacterium pseudotuberculosis (DE SA et al., 2021).

Geralmente é comum bactérias terem mais de uma amidase e estas terem
diferentes fungdes. Algumas enzimas como AmiD (E. coli) e AmpDh2 (P. aeruginosa),
atuam no remodelamento do PGN acopladas a face interna da membrana externa
(KORSAK et al., 2005; UEHARA & PARK, 2007; LEE et al., 2013). Algumas outras
tém papel importante na divisdo celular (VOLLMER et al., 2008). Em E. coli, existem
5 amidases, sendo as amidases AmiA, AmiB e AmiC importantes na divis&o celular,
uma vez que mutantes nestes genes ndo conseguem degradar o septo, formando
longas cadeias de células (HEIDRICH et al., 2001; BERNHARDT & DE BOER, 2003).
Em B. subtilis, quatro amidases de parede celular (CwID, LytC, CwIC e CwiB)
desempenham distintos papeis, como formacé&o de esporos dormentes funcionais,
autdlise e divisdo celular (SMITH et al., 2000; BLACKMAN et al., 1998). J& em M.
smegmatis, quatro amidases apresentam as mais diversas funcbes: Amil é
importante na divisdo celular (mutante forma cadeias de células) (SENZANI et al.,
2017); Ami2 (CwIM) tem papel na sintese do PGN (BOUTTE et al., 2016); Ami3 ndo
tem funcdo conhecida; Ami4 parece atuar na protecdo da bactéria contra espécies
reativas de oxigénio (ROS), algo semelhante ao observado em Cyanobacterium
anabaena PCC 7120, onde AmiC1 tem papel importante na formacao de heterocistos
gue protegem os componentes citoplasmaticos contra oxigénio (BERENDT et al.,
2012). Portanto, embora as enzimas amidases catalisem essencialmente a mesma
reacao, elas desempenham papéis ndo redundantes e essenciais no crescimento e
sobrevivéncia bacteriana. O papel das amidases de C. violaceum na divisdo celular
ainda precisa ser investigado.

Um fator relevante para a funcdo das amidases € sua localizacdo celular. Das
guatro amidases que encontramos em C. violaceum, CV_1309 (AmpD2) e CV_3822
(AmpD4) aparentam ser periplasméticas por possuirem peptideo sinal, o que nao é
encontrado em CV_0566 (AmpD1l) e CV_3031 (AmpD3) em analises com a
ferramenta SignalP. Além do peptideo sinal, AmpD4 apresenta um dominio N-terminal

denominado AMIN (PF11741), o qual parece atuar como uma assinatura de
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exportacao para fora do citoplasma em AmiC de E. coli (DE SOUZA et al., 2008).
AmpD2 e AmpD3 apresentam um dominio de ligacdo ao PGN (PGB) (Figura 18C).
Nenhuma das quatro amidases apresentou dominios transmembrana na analise de
topologia usando a ferramenta DeepTMHMM, mas mesmo sem um peptideo sinal,
nesta analise, AmpD3 foi identificada como uma proteina periplasmética. Dois estudos
recentes revelaram que AmpDh3 de P. aeruginosa (maior similaridade com AmpD3
de C. violaceum) estd em grande quantidade no citoplasma e pouco no periplasma
(COLAUTTI et al., 2023; EGGERS et al., 2023). Este resultado contraria a ideia de
gue essa enzima seria periplasmatica (ZHANG et al., 2013). Portanto, estudos
experimentais sdo necessarios para determinar a localizac&o celular das amidases de
C. violaceum.

A aumentada resisténcia aos beta-lactamicos de apenas trés dos treze
mutantes SM isolados em CAZ (SM1, SM2 e SM59) ndo pdde ser atribuida
exclusivamente a mutacdes na amidase AmpD1, motivo pelo qual estes trés isolados
foram submetidos a analise por WGS (Figura 27). Para evitar falsas variantes, o
genoma de C. violaceum linhagem selvagem ATCC 12472 foi ressequenciado em
paralelo. Comparagédo deste com o genoma referéncia (BNGPC, 2003) revelou
mutacBes em regides intergénicas (NCR) e em regifes codificadoras (CDS) (Tabela
Suplementar 4), cujo impacto nao foi investigado neste trabalho. Descontadas estas
diferencas, restaram apenas seis potenciais mutagcdes em SM1, SM2 ou SM59 (duas
em cada isolado) (Tabela 9).

Uma potencial mutacdo em SM1 e SM2, que depois mostrou ser um artefato,
foi a troca de um G por um C na regido intergénica entre os genes CV_1923
(transposase) e CV_1922 (fator de transcricdo da familia GntR com dominios HTH
(hélice-volta-hélice) e FCD (FadR C-terminal Domain)). Embora tenhamos
hipotetizado que esta troca pudesse afetar a expressao/traducéo do regulador GntR
(por localizar-se 9 pb upstream do ATG deste gene), ensaios de disco-difuséao,
expressdo e EMSA revelaram que CV_1922 nédo esta envolvido com resisténcia a
beta-lactamicos nem regula ampC ou cphA (Figuras 28 e 29). Esta possivel troca de
G por C, na verdade, foi o ponto de excisdo da transposase CV_1923, um evento ja
presente na linhagem selvagem. Das cinco copias desta transposase no genoma de
C. violaceum, apenas esta ndo parece estar no local esperado (Figuras 30), podendo
ter saido permanentemente do genoma, mudado de local ou ter sido anotada errado
no genoma referéncia (BNGPC, 2003).
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Excluindo a possibilidade de resisténcia pelo regulador GntR e pela
transposase, SM1 possui mutacdo em uma ribonuclease E. Essa mutacdo poderia
explicar o motivo da perda de aptidao deste isolado, contudo, ndo foram encontradas
ligagcdes na literatura entre a perda de RNase e o aumento da resisténcia a
antibidticos. Quanto a SM2, foi observado a mutacdo em RseB, um segundo regulador
negativo de sigma E (Tabela 9). No ensaio de RT-gPCR, foi observado um aumento
na expressao de CV_2058 (rpoE, sigma E) em SM2 em comparacédo com a linhagem
selvagem (Figura 31), possivelmente devido a mutacdo em RseB. Em E. coli, RseB
antagoniza, juntamente com o antissigma RseA, a atividade do fator sigma E. Em
resposta a estresse do envelope, eventos de protedlise regulados por RseB levam a
clivagem de RseA, liberando sigma E para transcrever os genes do seu regulon
(CEZAIRLIYAN et al.,, 2007; CHABA et al.,, 2011). A relacdo entre uma potencial
ativacao do regulon sigma E em SM2 e sua aumentada resisténcia a beta-lactamicos
precisa de maior evidéncia experimental. Por fim, como SM59 nao foi complementado
por ampD1, talvez sua resisténcia aos beta-lactamicos ocorra devido a mutacdo em
ispG (Tabela 9). A enzima IspG é parte da via de sintese de isoprendides, os quais,
dentre varios outros processos, sdo precursores do lipidio Il, o carreador fundamental
na sintese do PGN (DIK et al., 2018; COCHRANE & LOHANS, 2020). Inibidores de
enzimas da via Isp tem efeito sinérgico com antibioticos na morte de bactérias (Singh
et al., 2021).

Embora tenhamos identificado AmpD1 como fundamental na via da ativacao
das beta-lactamases AmpC e CphA de C. violaceum, a parte final efetora da via,
mediada por fatores de transcricdo como AmpR, CreBC e BIrAB em outras bactérias
(JACOBY, 2009; GUERIN et al., 2015; HWANG & KIM, 2015; JUAN et al., 2017; DIK
et al.; 2018), permanece néo identificada em C. violaceum. Ainda assim, ambas as
beta-lactamases de C. violaceum aparentam estarem sob o controle do mesmo
regulador, devido ao aumento conjunto de expressdo nos mutantes com delecéo ou
mutacgdes pontuais em AmpD1. Alguns fatores colaboraram para esta dificuldade em
encontrar estes reguladores: (i) diferente do que acontece com outras bactérias, em
C. violaceum ampC e cphA néo estdo adjacentes aos genes dos reguladores AmpR
e BIrAB (Figura 18A); (ii) analise por similaridade de sequéncia encontra dezenas de
candidatos destes reguladores em C. violaceum.

Por exemplo, um mutante do regulador da familia AraC, gene CV_1314,

localizado préximo de ampC foi obtido, mas ndo mostrou fenétipo de resisténcia aos
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beta-lactamicos (NEME, 2019). Ainda, um sistema de dois componentes proximo de
ampD1, denominado phoBR, foi recentemente caracterizado como um sistema de
captacdo de fosfato em C. violaceum (VASCONCELOS, 2014), descartando a
hipétese de ser um homélogo a BIrAB relacionado as beta-lactamases. Outros genes
candidatos relacionados a via de regulacédo das beta-lactamases foram encontrados
nas analises in silico realizadas neste trabalho, incluindo CV_0783 (permease AmpG)
e CV_0259 e CV_2073 (NagZz). Diante da dificuldade de encontrar por andlises in silico
um regulador transcricional das beta-lactamases de C. violaceum, foi utilizado um
ensaio de pull-down de afinidade ao DNA, conforme recentemente descrito em Vibrio
harveyi e Vibrio parahaemolyticus (CHAPARIAN et al., 2016 e 2020; TAGUE et al.,
2022). Os resultados revelaram varias proteinas que ligaram in vitro em sondas dos
promotores de ampC e cphA (Figura 33). Alguns destes candidatos estdo no momento
em etapa de identificacdo por espectrometria de massa. Dessa forma sera possivel,
em um estudo futuro, tracar novas rotas para o estudo de fatores de transcricdo

desconhecidos que atuem sobre a regulacédo das beta-lactamases de C. violaceum.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho identificamos e caracterizamos mecanismos de resisténcia a

antibidticos beta-lactamicos em Chromobacterium violaceum mediados pela amidase

AmpD1 atuando na via de regulacdo da expressdo das beta-lactamases AmpC e

CphA. As principais conclusdes séo:

VI.

VII.

Mutantes espontdneos de C. violaceum resistentes a antibidticos beta-
lactamicos foram isolados na presenca de antibioticos fraco indutores, mas néo
na presenca de fortes indutores, devido ao carater induzivel das beta-
lactamases desta bactéria;

A maioria dos mutantes espontaneos de C. violaceum isolados em ceftazidima
(CAZ) que foram resistentes a varios outros antibidticos beta-lactamicos
hiperexpressam as beta-lactamases ampC e cphA por possuirem mutacfes em
ampD1;

AmpD1 tem papel preponderante dentre as trés amidases parélogas de
C. violaceum, pois delecédo de ampD1, mas ndo de ampD2 ou ampD3, conferiu
resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos via elevada expressdo de ambas
beta-lactamases;

A amidase AmpD1 possui arquitetura Unica entre as amidases bacterianas com
presenca de um dominio N-terminal de acetiltransferase;

A analise do sequenciamento do genoma completo (WGS) de trés mutantes
espontaneos isolados em CAZ revelou mutagdes nos genes CV_1820 (RNAse
E), CV_2060 (RseB) e CV_3538 (IspG), sugerindo novas vias potencialmente
envolvidas na resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos;

A mutacao identificada por WGS na regido intergénica do fator de transcricao
CV_1922, na verdade, foi um artefato decorrente da excisdo do gene CV_1923,
uma das cinco cépias de transposases encontradas em C. violaceum;
Proteinas ligadas in vitro a regido promotora de ampC e cphA foram obtidas
em ensaio de pull-down de afinidade ao DNA, podendo revelar potenciais

fatores de transcricdo destas beta-lactamases.
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APENDICE

Apéndice A — Material suplementar

Tabela Suplementar 1. Perfil de resisténcia dos mutantes espontdneos determinado por ensaio de
disco-difuséo.

LINHAGENS ATM MEM IPM FOX CTX CAZ CFP TIC PIP  AMP AMC

WT 23 28 28 8 11 18 26 17 29 0 0

SM1 9 10 20 0 0 0 15 0 15 0 0

SM2 11 22 25 0 0 0 21 0 25 0 0

SM3 13 30 29 0 0 0 20 13 25 0 0
SM10 11 30 30 0 0 0 19 9 24 0 0
SM20 15* 29 28 9 0 11* 23* 12* 27 0 0
SM24 21 27 28 9 10 16 27 9 29 0 0
SM28 16 28 28 0 0 0 18 0 25 0 0
SM29 13 29 30 0 0 0 18 0 23 0 0
SM30 12 31 31 0 0 0 19 0 24 0 0
SM31 14 29 28 0 0 0 19 10 24 0 0
SM34 14* 28 27 0 0 0 19 12 24 0 0
SM35 14 29 29 0 0 0 20 12 24 0 0
SM39 13 27 27 0 0 0 19 8 20 0 0
SM41 14* 29 29 7* 0* 0* 22* 12* 20* 0 0
SM42 12* 28 28 0 0* 0* 19* 0* 25* 0 0
SM52 13 29 29 0 0 0 19 12 27 0 0
SM58 22 28 28 9 0 15 25 13 28 0 0
SM59 13 29 29 0 0 0 18 12 24 0 0
SM60 15* 29 29 0 8* 11* 23* 11* 30 0 0

* Halos com a presenca de colbnias em seu interior. Valores de halos de inibicdo em mm. Dados
referentes a figura 15.

Tabela Suplementar 2. Perfil de resisténcia dos mutantes nulos das amidases por ensaio de disco-
difuséo.

LINHAGENS ATM MEM IPM ETP FOX CAZ CTX CFP FEP TIC PIP TZP AMP AMC STX CIP
' WT 22 26 26 28 14 19 16 26 22 20 29 26 O 0O 31 40

AampD1 15 25 26 25 O 0 0 18 18 12 23 22 0 0 30 38
AampD2 24 26 27 NT 17 20 18 27 NT 23 30 NT O 0 NT NT
AampD3 25 26 27 NT 17 21 19 28 NT 20 31 NT O 0 NT NT
AampD1D2 17 25 28 NT O 0 0 19 NT 12 23 NT O 0 NT NT
AampD1D3 17 25 27 NT O 0 0 20 NT 19 24 NT O 0 NT NT
AampD2D3 23 25 27 NT 15 18 17 26 NT 17 28 NT O 0 NT NT
AampD1D2D3 17 26 28 NT O 0 0 19 NT 17 24 NT O 0 NT NT

NT = nao testado. Dados referentes a figura 23.

Tabela Suplementar 3. Ensaio de disco-difusdo de linhagens complementados com ampD1.
WT AampDl SM3 SM10 SM28 SM29 SM30 SM31 SM34 SM35 SM39 SM52 SM59

'CAZ 18 0-18 0-310-310-300-290-290-300-290-290~280-29 0-0
Preto = parental; vermelho = complementado. Dados referentes a figura 24.




Tabela Suplementar 4. Muta¢des encontradas na linhagem selvagem em comparacao ¢

genoma de referéncia.
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(Concluséao)

ORF NOME GENE MUTACAO  ALTERACAO POSICAO
REGULACAO
CV_0004 - IS3 family transposase 5'UTR - NCR C-T (6679)
CV_0555 - GnitR-type transcriptional Missense  ATC — ACC 1203T
regulator
CV_1923 - IS3 family transposase 3'UTR - NCR C—-G (2093005)
CV_2015 ; LysR-type transcriptional Frameshift ~1pb (719)
regulator
CV 3037 pdhr  CntR-type transcriptional Missense ~ TTG — TTC L89F
regulator
CV 3351 - ArsR-type transcriptional Missense  AAG — CAG K57Q
regulator
ACIDO NUCLEICO
CV_1020 ; DNA polymerase Ill subunit g, ,rp _ ncR +1pb (1062111)
epsilon
CV_1020 ) DNA polymer:?\se Il subunit  5'UTR - NCR - TGCA (1062144)
epsilon Complex
CV_tRNAGIyGCC1 - tRNA-Gly Missense C-T (1377500)
Queuine tRNA- .
CvVv_1347 tgt ribosyltransferase Missense AGC — GGC S369G
METABOLISMO
CV_0633 nuoAl VAPH dehydr/i’ge”ase chain  sTR - NCR -1pb (664851)
CV_1070 gtlA Citrate synthase Frameshift -9pb (428 .. 436)
CV_1070 gtlA Citrate synthase Missense TGC — GGC C264G
CV_1306 pgsA Cardiolipin synthase 3'UTR - NCR +1pb (1377344)
CV_1412 pflB Formate C-acetyltransferase Frameshift -1lpb (176)
cv_3101 mdIC Benzoylformate Frameshift -3bp (1485 .. 1487)
decarboxylase
CV_3458 - PrObab'ehphOSphOpyr“"ate Frameshift -1pb (43)
ydratase
CV_3944 - 3-hydroxyisobutyrate 3UTR - NCR A-G (4264224)
dehydrogenase
TRANSPORTADORES
CV_1097 - Dipeptide ”A""gscport System  5yTR - NCR GoA (1142874)
CVv_1138 proY Proline-specific permease 5'UTR - NCR T->C (1193782)
CV_1296 fimD Outer membrane usher Frameshift +21 pb (2525)
protein precursor
FUNCAO DESCONHECIDA
CV_0900 - Hypothetical protein Complex CGGC — GG (930852)
CV_1693 - Conserved hypothetical Missense ~ CTC — CTT L241L
- protein
CVv_1723 - Hypothetical protein 5'UTR - NCR -1pb (1864098)
Cv_1873 - Hypothetical protein 5'UTR - NCR +1pb (2031733)
CV 2377 ; Conserved hypothetical Missense ~ GAC — TAC D75Y
- protein
CV_3076 - Hypothetical protein Frameshift -3bp (37 .. 39)
CV_4074 ; Conserved hypothetical Frameshift +1pb (533)

protein

* Mutagcbes em NCR

possuem a posicdo descrita no genoma, enquanto mutacdes em regido

codificadora, possuem a posicao descrita no gene. ORF = Open Reading Frames; NCR = Non-Coding

Region.
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Tabela Suplementar 5. Perfil de resisténcia do mutante de insergdo em CV_1922 determinado por

ensaio de disco-difusao.

LINHAGENS ATM MEM IPM FOX CAZ CTX CFP PIP TIC AMC AMP
WT 28 26 24 0 18 0 24 27 20 0 0
gntR::pNPTS138 28 26 25 0 19 0 26 29 23 0 0

Dados referentes a figura 28.

Tabela Suplementar 6. Perfil de resisténcia dos novos mutantes espontaneos por ensaio de difusdo

em disco.

LINHAGENS ATM IPM MEM ETP FOX CTX CAZ CFP FEP TIC PIP TZP AMP AMC STX CIP

WT 17 23 30 28 11 0 15 23 22 14 26
SMB2 0 24 32 32 0 0 o 0 O 0* O~
SMB4 o 25 32 29 18 o0 O O* 14 O0O* O
SMB5 0 22 30 28 O 0 o o0 0 0* O
SMB9 0 24 30 30 O 0 o o 0 0* O*

SMB12 0 24 30 28 O 0 o o 0 0* Oo*
SMB15 o 22 30 28 O 0 o o0 0 0* O
SMB18 o 29 3% 32 14 o0 0 O O0* 0 O
SMB19 0 24 29 29 O 0 o 0 O 0* O~
SMB20 0O 32 38 34 38 0 o 0 O 0 O~
SMB25 o 25 30 27 O 0 o~ o0 o0 0 O
SMB31 0 22 30 28 O 0 0 o 0 0 O~
SMB32 o 28 32 31 O 0 o o0 0 0 O~
SMB33 0 29 34 32 10 O o o0 0 0 O~
SMB34 o 27 32 30 O 0 o o0 0 0 O~
SMB37 0 23 29 28 O 0 0 0 0O 0 O
SMB39 o 24 32 30 O 0 o~ o0 o0 0 O
SMB42 0 22 29 28 O 0 0 0 0O 0 O
SMB43 28 28 34 32 16 0 25 30 28 10 32
SMB44 0 26 32 30 O 0 o o 0 0 O
SMB45 o 28 32 31 0 o o0 0 0 O~
SMB47 0 23 29 28 0 o o0 0 0 O~
SMB48 0 30 32 30 12 0 o o0 0 0 O~
SMB49 o 25 30 30 10 O o~ o 0 0 O
SMBS50 o 28 35 32 O 0 o~ o0 12 0 O
SMB51 o 28 32 30 12 0 o~ o 0 0 O
SMB55 o 26 31 29 12 0 o~ o 0 0 O

26
o*
29
o*
o*
o*
o*
20
o*
14
14
18
o*
30
0
0
0
0
34
14
16
0
10
0
26
24
20

0

O O O O O O O O O O OO0 OO0 oo oo oo o o o o o o

0

O O O O O O O O O O OO0 OO0 oo oo oo o o o o o o

31
34
28
30
30
30
30
24
30
25
25
32
24
23
24
32
32
30
24
30
22
32
43
28
22
24
26

40
42
43
40
40
40
40
42
40
46
42
42
44
42
44
40
43
40
40
42
42
42
42
42
44
42
42

* Halos com a presenca de colénias em seu interior.



