“Pesquisa de genes que conferem resisténcia aos Compostos de Amonio Quaternario em

Enterococcus spp oriundos de diferentes nichos ecoldgicos”

V. Discussao dos Resultados

Com este trabalho pretendeu-se pesquisar uma variedade de genes gac que
codificam para a resisténcia a Compostos de Amonio Quaternario em Enterococcus de
varias especies, provenientes de diferentes nichos ecoldgicos e resistentes a diversas
familias de antibioticos.

Embora Enterococcus spp adquiram e troquem facilmente genes com bactérias de
diferentes géneros, s6 um isolado de uma &gua residual hospitalar era portador de um
gene gac com homologia nucleotidica com gacH de Staphylococcus haemolyticus e S.
saprophyticus. A analise in silico também revelou a presenca deste gene em
Enterococcus faecalis V583 mas com a designagéo de multidrug resistance protein. O
namero reduzido de Enterococcus spp com genes gac observado neste estudo sugere
que este género bacteriano ndo constitui um reservatorio dos diversos genes qac
previamente descritos em bactérias de Gram positivo e de Gram negativo. No sentido de
compreender se estes dados tinham apenas uma importancia regional, procedeu-se a
uma pesquisa in silico dos varios genes gac estudados nos genomas de Enterococcus
spp recentemente disponibilizados. Esta analise veio corroborar os dados obtidos neste
estudo, revelando que nos genomas de Enterococcus spp de vérias espécies, nichos e
regides geogréaficas estes genes também ndo se encontravam presentes (excepc¢do: E.
faecalis V583, anteriormente mencionado e smr em E. faecalis TX0104). Na literatura,
sdo raras as descri¢cfes de genes que codificam para a resisténcia a Compostos de
Aménio Quaternario descritos em Enterococcus spp. Entre eles estdo descritos o gacZ,
presente em E. faecalis V583 (Braga et al, 2011), mas cuja sequencia ndo esta
disponivel no GenBank. Desta forma, ndo é possivel avaliar se este gene corresponde a
um gene novo ou se corresponde ao multidrug resistance protein/qacH referido acima
para E. faecalis V583. Foi também descrito o gene gacEA1 em isolados clinicos de
Enterococcus (Kazama, 1998). Também pelo facto de esta sequéncia ndo estar
disponivel no GenBank, ndo foi possivel confirmar a sua homologia com gacEAI
frequentemente presentes em integrfes de classe 1 de bactérias de Gram negativo.

Recentemente foi detectado o gacA/B num isolado de gado e num isolado clinico
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humano e o gene smr num isolado de fezes humanas e num de queijo (Bischoff, 2011)
mostrando a existéncia de trocas geneticas entre Enterococcus e 0 género que

normalmente é portador destes genes: Staphylococcus.

A auséncia dos genes gac estudados em Enterococcus spp pode estar relacionada
com os elementos genéticos que habitualmente os transportam. Por exemplo, gacEA1
estd associado a integrGes de classe 1, raramente descritos em bactérias de Gram
positivo (Bjorland et al, 2003). Os plasmideos pST94 (gacG), pNVHO1 (gac)),
pSK41/pSW174/ pSP187 (smr) so foram descritos em Staphylococcus spp (Bjorland et
al, 2005; Bjorland et al, 2007). Se estes ou outros elementos genéticos portadores dos
genes gac estudados tiverem dificuldade em se transferirem para Enterococus spp ou se
apos a transferéncia ndo forem estaveis nestas bactérias, pode justificar os resultados
obtidos. No entanto, a andlise in silico de E. faecalis V583 mostrou que gacH esta
localizado num plasmideo conjugativo pTEF1 e esta flanqueado por duas sequencias de
insercdo 1S1216. Estas sequéncias de insercdo tém sido descritas em abundéncia em
Enterococcus spp (Hegstad et al, 2010) e tém um papel importante na evolucdo de
diversos elementos genéticos, nomeadamente plasmideos e transposdes (Novais et al,
Freitas et al; comunicacdo pessoal). Neste sentido, com a continua¢do do uso intensivo
de Compostos de Amédnio Quaternario, estas IS podem futuramente ajudar a dispersar
0s genes gac, nomeadamente gacH, através de elementos genéticos comuns na
populacdo de Enterococcus spp que consigam captar o conjunto 1S-qac. Muitos destas
unidades de captura genética poderdo possuir genes de resisténcia aos antibidticos, tal
como pTEF1 de E. faecalis V583 que tem genes que codificam para a resisténcia a
aminoglicosideos. A presenca de genes gac e de resisténcia a antibidticos também se
verifica em pST94, pNVHO1 e pSK41/pSW174/ pSP187 de Staphylococcus ou em
integdes de classe 1 de bacilos de Gram negativo (Bjorland et al, 2005 Bjorland et al,
2007). Assim, o consumo intensivo de Compostos de Aménio Quaternario pode ajudar
a seleccionar e a manter estes elementos genéticos com capacidade de conferir multi-

resisténcia as bactérias que os adquirem.

Estes estudos também revelaram que uma analise genética cuidada é fundamental para
compreender melhor a dispersdo de varios genes. Muitos dos genes que codificam para

resisténcia aos Compostos de Amonio Quaternario estdo anotados com nomes
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diferentes nas bases de dados genéticas. Por exemplo € o caso de gacEAI1, gacl e gacF,
todos com sequéncias iguais ou de gacC e smr de Staphylococcus que também
representam o mesmo gene, entre outros exemplos referenciados na Tabela 4 dos

resultados.

Apesar da auséncia de genes gac na populacdo de Enterococcus spp estudada,
continua a ser fundamental a realizacdo de mais estudos epidemioldgicos ao longo do
tempo que nos permitam avaliar a evolucdo e mobilizacdo destes genes entre bactérias
de géneros diferentes. Também é fundamental a realizacdo de ensaios fenotipicos que
permitam avaliar o comportamento de Enterococcus spp face a Compostos de Amonio
Quaternério. Estes estudos poderdo corroborar a auséncia de genes encontrados neste
trabalho através da inibicdo da bactérias a baixas concentraces. Pelo contrério, se se
verificar a sobrevivéncia dos isolados a elevadas concentracGes destes biocidas ou
poderemos estar perante a presenca de outros determinantes genéticos ndao procurados
neste estudo. A recente disponibilidade de genomas completos de Enterococcus spp
constitui uma oportunidade de procurar novos determinantes genéticos que codifiqguem

para resisténcia a Compostos de Amadnio Quaternario em Enterococcus spp.
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