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RESUMO

O uso de antimicrobianos revolucionou a medicina, mas 0 uso excessivo tem levado ao
aumento da resisténcia antimicrobiana (RAM), particularmente em bactérias como
Staphylococcus aureus. A proteina NorA, uma bomba de efluxo da superfamilia dos
facilitadores principais (SPF), desempenha um papel crucial na resisténcia bacteriana ao
expelir antimicrobianos do interior celular, tornando-os ineficazes. Esta revisdo integrativa
analisa metodologias in vitro para avaliar inibidores de bomba de efluxo (EPIs) que atuam
sobre a NorA, destacando seu potencial para restaurar a eficcia terapéutica e controlar
infecgOes causadas por S. aureus multirresistente.
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ABSTRACT

The use of antimicrobials revolutionized medicine, but excessive use has led to an increase in
antimicrobial resistance (AMR), particularly in bacteria such as Staphylococcus aureus. The
NorA protein, an efflux pump from the major facilitator superfamily (MFS), plays a crucial
role in bacterial resistance by expelling antimicrobials from the cell, rendering them
ineffective. This integrative review analyzes in vitro methodologies for evaluating efflux
pump inhibitors (EPIs) that target NorA, highlighting their potential to restore therapeutic
efficacy and control infections caused by multidrug-resistant S. aureus.
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1. INTRODUCAO
A descoberta e 0 uso de antimicrobianos representaram um dos mais significativos
progressos na medicina, evitando a perda de inimeras vidas devido a infec¢des bacterianas
(LOBANOVSKA; PILLA, 2017). As substancias antimicrobianas, como 0s antibidticos e 0s
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quimioterapicos antimicrobianos, pertencem a diversos grupos de medicamentos utilizados no
tratamento de uma ampla gama de infec¢bes, incluindo aquelas de origem bacteriana
(MEDINA,; PIEPER, 2016).

Algumas bactérias possuem naturalmente mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (RAM), enquanto outras foram sendo selecionada em resposta a exposicao a
esses agentes. Ao longo do tempo, 0 uso excessivo e exacerbado desses medicamentos tem
contribuido para o surgimento de diversos mecanismos de resisténcia em bactérias, incluindo
aquelas pertencentes ao grupo das enterobactérias, resultando no aparecimento de bactérias
multirresistentes (BMR) (SOWOLE, MING, DAVIES, 2018).

Com o surgimento das BMR ao longo dos anos, os arsenais de drogas
antimicrobianas tornaram-se progressivamente menos eficazes no combate as infeccGes
provocadas por esses microrganismos. 1sso gerou um alerta global devido ao grave problema
de saude publica causado pelas infec¢Bes por essas bactérias, resultando em elevados custos
com a longa permanéncia de pacientes em ambientes de satde, bem como no investimento em
cuidados de alta complexidade que muitos enfermos demandam (FERRI et al., 2017).

Bombas de efluxo s&o proteinas encontradas na membrana bacteriana que expeliram
ativamente substancias toxicas, como antibioticos, do ambiente intracelular, tanto em
bactérias Gram-positivas quanto em Gram-negativas. Elas podem ser bombas de resisténcia
especifica (RE) ou de resisténcia multipla (RM), afetando a acdo de uma ou mais classes de
antimicrobianos e compostos estruturalmente relacionados (DE MORAIS et al., 2021).

A bomba de efluxo (BE) NorA é um dos sistemas de efluxo mais bem estudados em
Staphylococcus aureus (MUNIZ et al., 2021). Pertencente a superfamilia dos principais
facilitadores (SPF), essa proteina contém 388 aminoacidos e 12 segmentos transmembranares,
sendo codificada pelo gene cromossomico norA, descrito pela primeira vez em uma cepa
resistente a fluoroquinolona isolada em 1986 (UBUKATA,; ITOH-YAMASHITA; KONNO,
1989).

Essa proteina foi identificada em diversas cepas de S. aureus, sendo a mais estudada
a cepa SA-1199, considerada de tipo selvagem e que expressa NorA de forma induzivel, e sua
mutante ou derivada SA-1199B, que superexpressa essa proteina de forma constitutiva (DE
MORAIS et al., 2021).

Certas substancias de origem bioldgica ou sintética foram descritas como agentes
bloqueadores de bombas de efluxo, conhecidos como efflux pump inhibitors (EPIS) ou
inibidores de bomba de efluxo (IBE), que tém a capacidade de inibir a acdo dessas estruturas
em expelir substancias nocivas da célula microbiana, como os antimicrobianos. Partindo desse
contexto, o uso de substancias inibidoras de bombas de efluxo tem o potencial de reverter
resisténcias antimicrobianas relacionadas a elas (PEREIRA DA CRUZ et al., 2020).

2. OBJETIVOS

Dada a relevancia dos estudos de elucidacdo e avaliacdo de potenciais inibidores de
bombas de efluxo, especialmente com foco na NorA, esta revisdo visa compilar metodologias
eficazes utilizadas na avaliacdo e prospeccdo de compostos de interesse antimicrobiano,
conforme relatado na literatura dos ultimos anos.

3. REVISAO DA LITERATURA
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Para a execucdo desde estudo, foi adotado uma abordagem metodolégica de reviséo
de literatura do tipo integrativa, com énfase na analise qualitativa. De acordo com Whittemore
e colaboradores (2005), a revisdo integrativa € uma metodologia de revisdo que possibilita
uma maior flexibilidade ao permitir incorporar estudos de diversas metodologias,
possibilitando, assim, uma ampla avaliacdo dos topicos estudados. Isso permite uma
abordagem de maior abrangéncia dos fenémenos relacionados ao tema em questao.

Com a intencdo de manter a integridade cientifica deste estudo, seguimos as
recomendagOes preconizadas pelo PRISMA (Principais Itens para Relatar Revisoes
Sistematicas e Meta-analises). A selecdo dos estudos foi realizada em conformidade com as
etapas ilustradas na figura 1, a seguir, seguindo a abordagem ISEI conforme preconizado pelo
PRISMA.

Figura 1. Abordagem ISEI preconizada pelo PRISMA.

~ identificar os estudos buscados nas
IDENTIFICACAO bases de dados
SE LECAO ............. Triar e filtrar estudos fora de contexto,
duplicados e indisponiveis
ELEGIBILIDADE Triagem dos estudos de acordo com os
critérios de inclusao e exclusao
INC LUSAO inclusdo dos estudos compativeis com

o escopo do estudo
Fonte: autores do estudo.

Uma revisdo bibliografica de caréater integrativo tem como foco especifico responder
uma pergunta previamente definida por meio de uma hipotese cientifica. Assim, esse processo
envolve a aplicacdo de metodologias explicitas e sistematicas para a realizacdo da
identificagdo, busca e avalicdo dos trabalhos cientificos. A partir disso é possivel entdo a
discussdo dos dados coletados e a criacdo de uma nova perspectiva do assunto estudado
(BOTELHO, CUNHA, MACEDO, 2011).

Partindo deste contexto a pergunta norteadora deste estudo foi formulada utilizando a
estratégia PICO, Ministério da satde (2020), conforme ilustrado na figura 1, resultando na
sequinte indagacdo: Qual a importancia da bomba de efluxo NorA na resisténcia aos
antimicrobianos em S. aureus e 0 que se tem de atual no que se trata de inibidores?

Figura 1. Estratégia PECO atribuida na formulagdo da pergunta norteadora.
Acrbénimo Defini¢éo do acrénimo Descrigdo

P Populagéo/problema Cepas de Staphylococcus aureus
superexpressa de NorA.

| intervencdo Inibicdo da bomba de efluxo NorA.

C Comparagdo Diferentes potenciais inibidores

(0] Desfecho/Resultado Alteracdo na resisténcia aos antibioticos,
recuperacdo das sucetibilidade.

Fonte: Autor do estudo, 2024.
Busca de trabalhos cientificos

A busca de trabalhos cientificos foi conduzida nas bases de estudos SCOPUS,
PUBMED e SciELO, utilizando como palavras-chaves: ‘“Staphylococcus aureus”, "MRSA",
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“Resisténcia bacteriana”, “Inibi¢do da bomba de efluxo NorA”, “Inibidor da NorA”,
“Resisténcia a antibioticos”, “Modulagdo da resisténcia”. Para controlar as palavras-chaves
utilizadas na pesquisa, adotamos 0 método MeSH (Medical Subject Headings).

Com a intencdo de ampliar a pesquisa de estudos sobre o tema, utilizamos grupos de
palavras-chave combinadas com o método booleano conforme quadro 1.

PUBMED (""Staphylococcus aureus™ OR "bacterial resistance'™) AND (“'NorA efflux
Scielo pump') AND ("antibiotic resistance™ OR "resistance modulation™).
SCOPUS

Quadro 1. Busca de estudos
Fonte: Autor do estudo, 2024.

Critérios de inclusao e de exclusao

Para o presente estudo, foram selecionados os trabalhos cientificos publicados no
periodo de 2019 a 2024 (Gltimos cinco anos) que abordassem técnicas utilizadas para avaliar
ativos inibidores da bomba de efluxo NorA S. aureus, ajudando a compreender melhor seu
papel e potencial como alvo terapéutico. A selecdo foi baseada na presenca de palavras-chave
relacionadas no titulo ou resumo dos textos completos disponiveis em portugués, inglés ou
espanhol, disponiveis na integra, ¢ que nao fossem estudos inteiramente “in silico”. Estudos
que ndo atenderam aos critérios de elegibilidade descritos foram excluidos da analise. Apds a
primeira triagem dos estudos, foram selecionados os estudos e discutidos na revisdo da
literatura, apés uma leitura completa dos mesmos, conforme ilustrado na Figura 1.

Técnicas In Vitro para avaliacdo de potenciais Inibidores da Bomba de Efluxo NorA em
Staphylococcus aureus

Para melhor organizar este estudo, ele foi dividido em topicos os quais cada um
destinado a discusséo das metodologias in vitro.

Sendo assim, no estudo serdo apresentados os testes de avaliacdo de potencias EPIS:
avaliacdo da reducdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), Avaliacdo da extrucdo de
EtBr, Estimacio de Atividade de extrucio de EtBr em Agar (Método Cartwheel),
Checkerboard e Time-kill.

Cepas de Referéncia

Para 0s ensaios, as cepas de S. aureus mais utilizadas foram, foram: SA-K1902 (com
delecdo do gene norA), SA-K2378 (complementada com um plasmideo pCU 1 contendo a
regido promotora e codificadora de norA de SA1199B), SA-1199 (tipo selvagem) e SA-
1199B (com superexpressao de norA e uma substituicdo A116E em GrlA).

Mecanismo de Efluxo NorA

Entre os transportadores de transmembrana, temos o transportador NorA, pertencente
a familia dos facilitadores maiores (FFM) do inglés Major Facilitator Superfamily (MFS),
que é um dos sistemas de efluxo mais estudados em Staphylococcus aureus. Este
transportador tem um peso molecular de 42,3 kDa, é constituido por 388 aminoacidos e
possui 12 segmentos transmembranares (KUMAR; TUDU, 2023).

Sua estrutura é organizada em duas metades simétricas, o que facilita 0 movimento
de fluoroquinolonas e outros substratos para fora da célula, acoplado ao movimento de
prétons para dentro da célula, utilizando um gradiente de protons (forga motriz de prétons)
para mediar o efluxo de farmacos e outras substancias nocivas a célula (CHANDAL et al.,
2023). A Figura 2 apresenta uma representacao esquematica do mecanismo de resisténcia da
NorA em S. aureus (CHANDAL et al., 2023).
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Figura 2. Representacdo grafica da bomba de efluxo NoraA
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Fonte: Autor do estudo, 2024.

Como descrito, o transportador NorA é capaz de expelir diversos substratos
estruturalmente distintos, incluindo fluoroquinolonas (como ciprofloxacina, norfloxacina e
ofloxacina), biocidas (acriflavina, cetrimida) e agentes fluorescentes como o brometo de
etidio, que é de grande importancia em diversos ensaios de avaliacdo da BE NorA (KUMAR,;
TUDU, 2023).

Os inibidores de bombas de efluxo (EPIs) sdo considerados agentes terapéuticos
promissores, pois, quando utilizados em conjunto com antimicrobianos, representam uma
estratégia eficaz para controlar a atividade dessas bombas, podendo superar resisténcias
bacterianas mediadas por NorA. Dessa forma, os farmacos voltariam a atingir as
concentrag¢Bes Gtimas no interior da célula, restabelecendo sua fungdo. Um exemplo disso é o
caso de S. aureus resistente a norfloxacina (LEAL et al., 2021).

Avaliacdo da Inibicdo de Bomba de Efluxo através da Reducédo de CIM

O teste de reducdo da CIM pode ser util para verificar o efeito sinérgico direto do
produto EPI associado ao antimicrobiano ou a molécula antimicrobiana cuja CIM basal ja é
conhecida. Pereira da Cruz et al. (2020). realizaram o seguinte protocolo experimental para
determinacéo da reducéo de CIM:

As cepas testes foram semeadas em meio solido agar Mueller-Hinton e mantidas em
estufa a 37 °C por um periodo de 24 horas. Apos isso, com a ajuda de uma alca, as col6nias
foram coletadas e inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 mL de solucdo salina esteril
(0,9%). Os indculos foram ajustados a 0,5 na escala McFarland, equivalente a 10° UFC. Ap0s
a padronizacdo, em microtubos Eppendorf® contendo 1350 puL do meio de cultura liquido
BHI foram adicionados 150 pL do indculo bacteriano.

Em uma placa tipo ELISA de 96 pogos, foram adicionados 100 puL da solucao total
proveniente dos Eppendorfs®. Em seguida, procedeu-se com a microdilui¢do: 100 uL de cada
composto teste, dividido em grupos (associacdo do EPI + antimicrobiano, antimicrobiano
isolado), foi adicionado ao primeiro poco, seguido de dilui¢Bes seriadas (1:1) até o penultimo
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poco, sendo o ultimo utilizado como controle de crescimento. As placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas.

Para a interpretacdo, podem ser utilizados dois métodos. Primeiramente, a olho nu,
observando a turvacdo do caldo (turvacdo = crescimento, auséncia = bloqueio de
crescimento). Alternativamente, podem ser utilizados indicadores de atividade microbiana
com resazurina, como descrito por Pereira da Cruz et al. (2020). No ensaio com resazurina,
sdao adicionados 20 pL de resazurina sédica aos pogos para a leitura, e apdés uma hora,
observa-se qualquer mudancga de cor nos pogos, onde a transicdo de azul para rosa indica
crescimento bacteriano.

A CIM ¢ definida como a menor concentracdo na qual ndo foi observado crescimento
bacteriano, seja por turvacdo ou mudanca de cor, conforme os critérios do CLSI (Clinical and

Laboratory Standards Institute) figura 3.
Figura 3. Representacdo grafica da microdiluicéo seriada

caldo indculo f\
/\ 100uL
100uL

composto teste

1:1
1:2
1:4
1:8
1:16
1:32
1:64

Fonte: Autor do estudo, 2024.

Avaliacéo da acdo de EPI atraveés de extrucdo de EtBr

A atividade bloqueadora de efluxo em cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B pode
ser avaliada através da fluorescéncia emitida pela intercalagdo do EtBr no DNA bacteriano
guando ndo eliminado pela bomba de efluxo NorA (Barbosa et al., 2021). Conforme descrito
por Ahmad et al. (2021), o ensaio pode ser realizado em triplicata. O verapamil (VP) é um
EPI conhecido e, portanto, utilizado como controle positivo da inibicdo de NorA. Felicetti et
al. (2020) propdem como inibidor conhecido o carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona.

Segundo o protocolo descrito por Ahmad et al. (2021), para o ensaio, utilizar 100 pL
de BHI contendo 1% de glicose, 1076 UFC, e 0,5 x MIC do composto testado, dispensado em
placas de microtitulacdo pretas. Incubar por 15 minutos a 37 °C com EtBr (10 pg/mL). O
mesmo teste deve ser realizado utilizando um controle positivo, que nesse estudo foi o VP (25
mg/mL). A cinética da acumulacéo intracelular de EtBr foi medida com excitacdo a 490 nm e
emissdo a 579 nm apos 15, 30 e 45 minutos. A média de trés leituras foi registrada. A ligacéo
de EtBr ao DNA de S. aureus estava relacionada ao aumento da intensidade de fluorescéncia
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registrada pelo leitor, enquanto a expulsdo de EtBr estava associada a diminuicdo da
fluorescéncia ao longo do tempo.

J'Oliveira-Tintino et al. (2021) realizaram o ensaio com centrifugacfes apds o tempo
de incubagdo. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 3 minutos, e o pellet obtido
foi ressuspendido em 3 mL de solucéo salina para ler a emisséo de fluorescéncia. As amostras
foram colocadas em uma cubeta de quartzo e excitadas a um comprimento de onda de 530
nm, com resolugdo espectral de 3 nm, incremento de 0,5 nm e uma taxa de varredura de 600
nm/min. A emissdo foi monitorada de 400 a 800 nm, e 0 aumento de emissdo de fluorescéncia
foi associado a acdo bloqueadora de efluxo.

O protocolo descrito por Thamilselvan et al. (2021) foi realizado com S. aureus SA-
P2003 e SA-1199B, onde as colbnias foram suspensas em tamp&o (50 mM NH4CI, 110 mM
NaCl, 52 mM Tris base, 7 mM KCI, 0,4 mM Na2HPO4 e 0,2% glicose) com pH ajustado para
7,5, até atingir uma densidade Optica medida a 600 nm de comprimento de onda de 0,2. As
células foram tratadas com uma dose de 10 mg/mL de EtBr. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em tampé&o PBS livre de EtBr com
0,4% de glicose, suplementado ou ndo com 5-NPPP (0,25 mg/mL). O VP (25 mg/mL) foi
utilizado como controle positivo. O efluxo de EtBr das células foi observado em intervalos de
5 minutos durante 30 minutos, em triplicata. A intensidade da fluorescéncia foi medida com

excitacdo a 530 nm e emissdo a 600 nm, figura 4.
Figura 4. Mecanismo de emissdo de fluorescéncia do EtBr no ensaio de extrucéo.

Fonte UV (530 nm)

i

EtBr Excitado
! (Emissdo de fluorescéncia)

Deteccdo da Fluorescéncia (600 nm)

Fonte: Autor do estudo, 2024.

Felicetti et al. (2020) propdem 0s seguintes grupos: controle negativo consistindo em
cepa + EtBr; controle positivo contendo cepa + EtBr + carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona
(podendo ser usado o VP); grupo de teste contendo cepa + EtBr + composto a ser testado.
Todas as substancias na concentracdo MIC/8.

Estimac&o de Atividade em Agar (Método Cartwheel)

A avaliacdo do efluxo de EtBr por S. aureus pode ser realizada em agar solido por
meio da analise de fluorescéncia em &gar BHI com diferentes concentragdes de EtBr,
utilizando o método cartwheel de agar com EtBr (EtBrCW). A técnica se baseia na
capacidade das bactérias que apresentam NorA de eliminar o EtBr através do efluxo,
consequentemente ndo produzindo fluorescéncia, enquanto a presenca de fluorescéncia indica
a inibicdo do efluxo mediado por NorA. Com o objetivo de avaliar especificamente a acéo de
NorA, pode-se utilizar uma cepa de referéncia SA-1199B, hiperexpressora de NorA
cromossdémico (AHMAD et al., 2021).

Conforme o protocolo descrito por Ahmad et al. (2021), foi utilizado 4gar BHI+EtBr
para 0 ensaio; para isso, 0s agares devem ser recém-preparados ou no maximo do dia anterior,
sendo acondicionados protegidos da luz. Para o ensaio, foram preparados agares com
diferentes concentracdes de EtBr (0,0-2,5 mg/L). As placas com diferentes concentracdes de
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EtBr foram inoculadas com cepas recém-isoladas (10"7 UFC/mL) em um padrdo de roda
(oito isolados dispostos radialmente por placa conforme (Figura 3).

O indculo teste foi preparado ja com a adicdo da molécula a ser testada em uma
concentracédo de 0,5 X MIC, preparado em caldo BHI overnight e ajustado a 0,5 do padrdo de
McFarland. No ensaio, foi adicionado um controle de inibig&o, preparado com um inibidor
conhecido de NorA, VP (20 pg/mL), e um controle de indugdo de efluxo, cloreto de
benzalcénio (1,0 mg/L) (Ahmad et al., 2021). As placas foram incubadas por 16 a 24 horas a
37 °C e, apds a incubacdo, observadas sob um transiluminador UV, conforme lamgem 1
(AHMAD et al., 2021).

Avaliacao por ensaio de Checkerboard como ensaio de sinergismo

Com a intencdo de avaliar o efeito sinérgico através do ensaio checkerboard, figura
5, € essencial realizar os testes com uma cepa hiperexpressora de NorA e uma cepa que nao
codifica a proteina. Nesse contexto, a cepa SA-K2378, uma cepa de S. aureus que
superexpressa 0 gene norA devido a presenca de um plasmideo, pode ser utilizada como
modelo para o teste. Simultaneamente, os ensaios sinérgicos devem ser realizados utilizando
12,5 ng/mL de EPIs e concentragdes escalares de ciprofloxacino (CPX) contra a cepa SA-

K1902, que n&o codifica o gene norA (FELICETTI et al., 2022).
Figura 5. Esquematizacéo de placa de ensaio de Checkerboard..

"

1

A ) ; ‘H—» - Ciprofloxacino
8 z * > Controle de crescimento
o 0 H—»Cuntrole de positivo

Candidato a IBE

candidato a IBE

Legenda: placa de ensaio de Checkerboard para ensaio de avaliagdo de sinergismo com
ciprofloxacino.
Fonte: Autor do estudo, 2024.

Conforme descrito por Felicetti et al. (2022), para o ensaio foram adotadas
concentracfes dobradas dos compostos, sendo o CPX uma fluoroguinolona amplamente
utilizada mundialmente. Cada molécula foi testada na faixa de concentracdo de 12,5 — 0,2
pg/mL, enquanto o CPX foi usado em concentragdes escalares (dobrando) a partir do valor da
MIC de cada S. aureus. A associacdo de composto/antimicrobiano foi considerada sinérgica
quando produzia uma redugdo >4 vezes no valor da MIC de CPX.

Rampacci et al. (2023) recomendam utilizar concentragcdes escalonadas com
diluicbes em série de cada composto, de MIC/4 a MIC/128, para evitar qualquer efeito
sinergico devido a atividade antibacteriana intrinseca do EPI suposto testado.
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No protocolo apresentado, a preparacdo do inéculo foi realizada em caldo Mueller-
Hinton (CMH) por suspensdo de coldnias a partir de culturas de 24 horas em agar Mueller-
Hinton cationicamente ajustado. Nesse ensaio, 100 pL da suspensdo bacteriana foram
inoculados em cada pogo a uma concentragdo final de 5 x 10* UFCs. As placas foram
incubadas aerobicamente a 37 °C por 20 horas. Ap6s a leitura da turbidez dptica dos pogos, 0
indice de Concentracdo Inibitdria Fracionada (ICIF) foi calculado para a interpretacio da
sinergia conforme figura 6.

Figura 6. Célculo do ICIF para a avaliacdo da sinergia entre drogas e Inibidores de Efluxo

(EPI).

ICIF = MIC da combinacao de drogas + MIC da combinacao de EPI
_ MIC da droga sozinha MIC do EPI sozinho

Legenda: O ICIF é calculado como a soma das razdes entre a MIC da combinacéo e a MIC da
droga sozinha, e a MIC da combinacdo e a MIC do EPI sozinho. Fonte: adaptado de Rampacci et
al.,2023.

O Fator de Modulacdo (MF) representa a reducéo n-vezes do MIC do antimicrobiano
correspondente quando combinado com o EPI. A combinacdo foi considerada sinérgica
quando o Indice de Concentragio Inibitoria Fracionada (FICT) foi <0,5.

Ensaio de Time-Kill como ensaio de sinergismo

O ensaio realizado por Chandal et al. (2023) utilizou S. aureus SA-1199B, cultivado
até atingir a fase exponencial intermediéaria, a partir da qual foi preparada uma suspensdo com
OD600nm ~0,3. O in6culo inicial de S. aureus SA-1199B foi exposto a ciprofloxacina nas
concentracOes de 8 e 2 pg/mL, separadamente. Além disso, o composto teste EPI foi avaliado
em sua concentracdo sub-inibitoria de 32 pg/mL, tanto na presenca quanto na auséncia de
ciprofloxacina a 2 pg/mL. O cultivo foi avaliado em diferentes intervalos de tempo (0, 2, 4, 6,
8, 12 e 24 horas) para determinar a contagem bacteriana em meio solido, que foi expressa
como UFC/mL. O ponto de corte para efeito sinérgico foi adotado como uma reducdo minima
de 2 log de UFC/mL no tempo de morte, em comparacdo ao controle realizado apenas com
ciprofloxacina.

O protocolo descrito por Felicetti et al. (2022) utilizou o ativo a ser testado a uma
concentragao de 6,25 pg/mL, combinado com trés diferentes concentracdes de ciprofloxacina
(CPX) (MIC, ¥ MIC e ¥4 MIC), para investigar sua capacidade de potencializar a atividade
bactericida do CPX (Fig. 4) (FELICETTI et al., 2022).As analises de células viaveis foram
realizadas por diluicdo seriada e em caldo apds 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacdo a 37°C,
tanto na presenca quanto na auséncia de CPX e/ou EPIs. Apds a incubacdo, as amostras foram
plaqueadas em &gar solido, e o nimero de UFC/mL foi avaliado apds 24 horas de incubacdo a
37°C (FELICETTI et al., 2022).

O objetivo do ensaio é observar uma diminuicdo de 3 log CFU/mL nas contagens
bacterianas em comparagcdo com as contagens do controle de crescimento, e 2 log CFU/mL
em comparagdo com as contagens do controle de tempo de morte com CPX, dessa forma
revelando um efeito de reducao do tempo de morte (FELICETTI et al., 2022).

4. CONSIDERACOES FINAIS
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A avaliagdo in vitro de potenciais inibidores da bomba de efluxo NorA em
Staphylococcus aureus é uma area de pesquisa crucial, considerando o papel significativo
desse mecanismo na resisténcia bacteriana a antimicrobianos. A combinacdo de
antimicrobianos com inibidores da bomba de efluxo, como os EPIs, pode aumentar a eficacia
dos tratamentos antimicrobianos, resensibilizando cepas patogénicas resistentes.

O conjunto de técnicas para avaliacdo da atividade de potenciais EPIs é fundamental
para elucidar sua eficacia como inibidores da NorA, sendo necessario o uso de uma cepa de
teste especifica, como o S. aureus ATCC 1199B. Técnicas in vitro ja estabelecidas na
literatura s@o a melhor forma de esclarecer esse tipo de a¢do, como demonstrado neste estudo.

Contudo, apenas a avaliagdo da acdo como EPI ndo é suficiente para a aplicacdo
clinica, sendo necessarios testes complementares, como ensaios de citotoxicidade, para o
seguimento dos estudos com moléculas promissoras.
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