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Resumo

Os Biocidas sdo compostos quimicos com propriedades antisépticas e
desinfectantes utilizados para eliminar ou reduzir microrganismos patogénicos. S&o
usados em diversas areas de aplicacdo, nomeadamente na indUstria, agro-pecuaria,
cosmetica e unidades hospitalares. O uso generalizado pode ter contribuido para a
selecdo de microrganismos resistentes aos antibioticos devido a mecanismos de
resisténcia cruzada ou co-resisténcia. Assim, é de elevada importancia o estudo dos
determinantes genéticos associados a resisténcia e tolerancia bacteriana aos biocidas, o
conhecimento da sua distribuicdo em diferentes géneros bacterianos e da sua potencial

contribuicdo para a co-seleccao de bactérias resistentes aos antibidticos é fundamental.

Este trabalho teve como principal objectivo a pesquisa de genes gac em
Enterococcus spp de origem animal, humana e ambiental. Doze genes gac foram
pesquisados por PCR (polymerase Chain Reaction) em 333 isolados e as amplificacbes
sequenciadas. Procedeu-se também a uma pesquisa in silico em bases de dados
genéticas de forma a compreender a distribuicdo destes genes por diferentes hospedeiros
bacterianos e elementos genéticos. Entre os isolados estudados foi detetado o gene gacH
(previamente descrito em Staphylococcus spp) num E. faecalis provenientes de uma
agua residual de um hospital do Norte do pais. A pesquisa in silico corroborou os dados
experimentais, mostrando que sdo muito poucos os genomas de Enterococcus spp
portadores de genes gac. O numero reduzido de Enterococcus spp com genes gac
observado neste estudo juntamente com os dados da pesquisa in silico sugere que este
género bacteriano ndo constitui um reservatério dos diversos genes gac previamente
descritos em bactérias de Gram positivo e de Gram negativo. No entanto, a pesquisa in
silico também sugere que plasmideos conjugativos e a 1IS1216 poderdo contribuir para a

disperséo futura de genes gac em Enterococcus spp.

Apesar da auséncia de genes gac na populacdo estudada, continua a ser
fundamental a realizacdo de mais estudos epidemiologicos a longo prazo que nos
permitem avaliar a evolucdo e mobilizacdo destes genes entre bactérias de generos

diferentes.
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Abstract

The Biocides are chemical compounds with antiseptic and disinfectant properties
used to eliminate or reduce pathogens. They are used in various application areas,
particularly in industry, agribusiness, cosmetics and hospitals. The widespread use may
have contributed to the selection of microorganisms resistant to antibiotics due to
resistance mechanisms or co-cross-resistance. It is therefore of great importance to the
study of genetic determinants associated with bacterial resistance and tolerance to
biocides, knowledge of their distribution in different bacterial genera and their potential

contribution to the co-selection of antibiotic-resistant bacteria is essential.

This work was a major objective search gac genes in Enterococcus spp origin of
animals, human and environmental. Twelve gac genes were surveyed by PCR
(polymerase chain reaction) in 333 isolates and sequenced as amplifications. Also
proceeded a search in silico in genetic databases in order to understand a distribution of
these genes by a different bacterial hosts and genetic elements. Among the isolates
studied was detected gacH gene (previously described in Staphylococcus spp) in E.
faecalis from a hospital wastewater of the North Country. The search in silico
corroborated the experimental data, showing that very few genomes of Enterococcus
spp carriers gac genes. The small number of genes in Enterococcus spp gac observed in
this study along with the survey data in silico suggests that this genre is not bacterial
reservoir of various genes previously described them Gram positive and Gram negative.
However, the research in silico suggests that plasmids conjugative 1S1216 can

contribute a further spread of genes gac in Enterococcus spp.

Despite the absence of gac genes in the population studied, it remains vital to
conduct more long-term epidemiological studies that allow us to assess the evolution

and mobilization of these genes between bacteria of different genera.
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I. Introducéo

1. Conceitos Gerais sobre Biocidas

Segundo o Decreto-lei 121/2002, de 16 de Fevereiro, que transpde para a ordem
juridica interna da directiva 98/8/CE, os produtos designados de “Biocidas” sdo
definidos como: ‘“‘substancias activas e preparagdes que contenham uma ou mais
substancias activas, apresentadas sob a forma em que sdo fornecidas ao utilizador, que
se destinam, por mecanismos quimicos ou biologicos, a destruir ou travar o
crescimento, tornar inofensivo, evitar ou controlar de qualquer outra forma a accéo de

um organismo prejudicial” (A.L.S.E, 2011).

Durante séculos, os biocidas foram utilizados como agentes antimicrobianos em
ambiente aquatico (ex: uso de navios de cobre e de prata), na alimentacdo (ex: salga e
uso de especiarias naturais), na mumificacdo (ex: uso de balsamos), assépsia de salas de
cirurgia e controlo de infeccdes nosocomiais (ex: fenol). Muitas substancias quimicas
introduzidas no século XIX (ex: alcatrdo vegetal, cloreto de magnésio, sulfato de cobre,
peréxido de hidrogénio) ainda hoje sdo usadas como biocidas em varias actividades
(Maillard, 2002).

Actualmente, os biocidas sdo utilizados como antisépticos (ex: clorohexidina,
compostos de amonio quaternario, o gluteraldeido) e desinfectantes (compostos de
amonio quaternario, peroxido de hidrogénio, alcool isopropilico) em hospitais,
agricultura, ambiente de producdo animal, casas particulares e locais publicos,
contribuindo para a higiene e desinfeccdo local. Também os podemos encontrar nas
indUstrias alimentar e farmacéutica como conservantes (ex: cloreto de benzalcénio) de
alimentos e produtos cosméticos. Muitas moléculas usadas nos produtos biocidas,
podem ainda ser usadas como promotores de crescimento animal (ex: sulfato de cobre)
e ou industria quimica (ex: mercurio) (Russell et al, 1995; Maillard, 2002; A.I.S.E,
2011).

O papel destes produtos € importante no controlo de infec¢Ges quer na comunidade
quer no meio hospitalar sendo, consequentemente, 0 seu consumo cada vez mais intenso

(Gilbert e Moore, 2005). A Comissdo Europeia tem recomendado estudos para avaliar
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se 0 uso destes produtos pode constituir uma ameaca a Saude Publica ao contribuir para
a seleccdo de bactérias resistentes aos antibioticos (Schenir, 2009). Esta preocupacéo
estd associada ao facto de muitos microrganismos usarem 0s mesmos mecanismos de
resisténcia para diminuir simultaneamente a actividade de biocidas e antibi6ticos ou de
terem, co-localizados genes de resisténcia a estes dois grupos de moléculas nos mesmos

elementos genéticos moveis/mobilizaveis (ex: plasmideos, integrdes) (Schenir, 2009).

2. Mecanismo de Accdo de moléculas Biocidas

Os biocidas apresentam diferentes mecanismos de ac¢do (Figura 1) e diferentes
actividades de acordo com os microrganismos em causa. A interacc¢do inicial de um
biocida com uma célula microbiana envolve uma primeira ligacdo com a superficie

celular, embora o local alvo possa ser encontrado dentro da célula.
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Figura 1: Mecanismos de ac¢do dos biocidas em diferentes organismos (Russell et al, 1997). QAC’s =
guaternary ammonium compounds
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A alteracdo de determinadas estruturas bacterianas como a parede celular, a
membrana citoplasmatica ou os constituintes do citoplasma podem contribuir para o
efeito bactericida ou bacteriostatico do agente quimico, dependendo da extensdo do
dano na célula e da natureza do local alvo. E possivel, no entanto, que um determinado
agente quimico apresente um ou todos estes mecanismos de interaccdo com as células
bacterianas (McDonnell e Russell, 1999).

2.1. Interacgdes com componentes da membrana externa

Vérios biocidas podem interagir com componentes celulares exteriores, embora
a viabilidade celular ndo seja afectada. Um dos efeitos visiveis de interaccdo do
biocida com a célula bacteriana € a mudanca de hidrofobicidade celular nas
bactérias de Gram negativo. Alguns estudos detectaram que a hidrofobicidade é
alterada quando interagem com agentes catiénicos (El Al falaha et al, 1985a; EI Al
falaha et al, 1985b; Jones et al, 1991; Fitzgerald et al, 1992) dada a hidrofilia que
estes compostos apresentam. Uma vez que estes compostos ndo conseguem penetrar
directamente na parede celular, a diminuicdo da hidrofobicidade da parede permite-

Ihes que estes compostos atinjam o citoplasma mais facilmente.

Determinados agentes quimicos como o glutaraldeido estabelecem ligagdes
cruzadas com componentes exteriores celulares como as lipoproteinas, impedindo a
célula de realizar a maioria das funcGes vitais, resultando num efeito bactericida
(McDonnell e Russell, 1999).

2.2. Interac¢des com a membrana citoplasmatica

O termo ‘“‘agentes activos membranares” € muito usado para compostos com
actividade antimicrobiana como os antibidticos pertencentes ao grupo das
polimixinas ou outros compostos do grupo dos fendis, parabenos, biguanidas,
compostos de amonio quaternario e alcoois, que de uma forma ou de outra
interagem com componentes da membrana celular. Estes grupos de agentes
quimicos podem apresentar efeitos semelhantes, mesmo que apresentem estruturas

significativamente diferentes (Maillard, 2002).
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A ruptura de membranas celulares e, consequentemente, o efluxo do seu
conteddo citoplasmatico é considerado a melhor medida de perturbacdo da
permeabilidade celular reflectindo-se frequentemente num efeito bactericida. Este
processo ocorre fundamentalmente pela adsorcéo e penetracdo dos agentes quimicos
para o interior da célula. Sucedem-se interacbes com lipidos ou proteinas da
membrana celular, a saida de componentes intracelulares como o potéassio (K*) e
fosfatos inorgéanicos e a degradacdo das proteinas e acidos nucléicos (Lambert e
Hammond, 1973; Denyer, 1995). A lise da parede celular causada por enzimas
autoliticas € o processo final que leva a morte da célula.

A taxa e a extensdo deste processo dependem dos microrganismos, do tipo de
agentes quimicos e dos factores que afectam a sua eficacia (ex: a concentracdo e
temperatura) (ver ponto 3). A taxa de extravasamento pode ser maior nas bactérias
de Gram positivo do que nas de Gram negativo devido a estrutura da sua parede
celular (Davies et al, 1968; Russell e Furr 1977; Broadley et al, 1995; Ayres et al,
1999).

Outra forma dos ‘“agentes activos membranares” actuarem ¢ através do
desequilibrio da forca motriz protonica (PMF). Esta é expressa como um gradiente
de protbes através da membrana citoplasméatica devido a desigualdade na
distribuicdo de cargas, do interior para o exterior da célula e estd envolvida com o
transporte activo, com a fosforilacdo oxidativa e com a sintese da adenosina
trifosfato (ATP) na bactéria (Mitchell 1961, 1972). Os é&cidos organicos e 0s
derivados esterificados assim como os parabenos apresentam como alvo a PMF. Por
exemplo, o &cido sorbico acelera 0 movimento de protdes na Escherichia coli a pH
acido, para o citoplasma da célula (Eklund, 1985a). Outros estudos tém
demonstrado que os &cidos organicos inibem a recaptagdo activa dos aminoacidos
em E. coli e Bacillus subtilis. Mlynarcik et al (1981) observaram que a sintese de
ATP em Staphylococcus aureus foi completamente inibida por trés substancias

quimicas distintas: sal de amonio quaternario, 6xido de amina e alcool esterificado.

Os biocidas podem também interagir com varias enzimas que se encontram

ligadas & membrana citoplasmaética, ao interagirem, por exemplo com grupos “tiol”

15



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

Enterococcus spp oriundos de diferentes nichos ecoldgicos”

das proteinas. A reaccdo com estes grupos ou a oxidacdo leva a inibicdo ou
inactivacao celular. O cobre e a prata actuam por este mecanismo. A inibicdo de
enzimas envolvidas na glicolise, na sintese de acidos gordos e fosfolipidos e a
absorcéo de solutos, pode ser o resultado de uma exposic¢do directa com o etanol
(Russell e Hugo, 1994; Liau et al, 1997).

2.3 Interaccdo com os componentes intracelulares

Determinados corantes antibacterianos como cristal de violeta e a acridina
actuam interagindo com o DNA. A acridina intercala-se entre as bases do DNA,
bloqueando a sintese deste e a do RNA e, consequentemente, a de proteinas (Ciak e
Hahn, 1967). A quinacrina, um farméaco usado para a malaria, blogueia a sintese de
DNA, e inibe fortemente a sintese de RNA e proteinas na E. coli (Ciak e Hahn,
1967), mas bloqueia selectivamente a sintese de RNA em B. cereus (Seligman e
Mandel, 1971). Outro exemplo ocorre com os agentes alquilantes tal como o 6xido
de etileno e formaldeido que afectam os nucleosideos de purina e acidos nucléicos,

ao reagirem os grupos sufidril e hidroxil (Hoffman, 1971; Adams et al, 1981).

Existem ainda moléculas biocidas que interagem com os ribossomas. Estes sdo
responsaveis pela transducdo de RNA mensageiro em proteinas. Alguns exemplos
de biocidas que actuam sobre estes componentes sdo o peréxido de hidrogénio, o p-
cloromercuribenzoato e a proflavina, embora os ribossomas possam nédo ser o local
alvo principal. A actuacdo destes compostos nos ribossomas vai comprometer a

sintese proteica (Nakamura e Tamaoki, 1968).

Factores que afectam a actividade dos Biocidas
A actividade antimicrobiana de um biocida pode ser influenciada por factores

ambientais e/ou intrinsecos que condicionam a sua eficdcia sobre a accdo o0s

microrganismos (Lutey, 1995). A temperatura, o pH, a concentragdo e o tempo de acc¢do

sdo factores condicionantes para que o seu efeito seja observado. De uma forma geral,

quanto mais elevada for a temperatura, maior for o tempo de contacto, e mais altas

forem as concentracbes do biocida, melhor e maior sera o grau de desinfecdo
(Flemming e Schaule, 1996).
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O pH trata-se de um factor que apresenta divergéncias consoante 0 composto
quimico utilizado. A presenca de matéria organica (sem incluir os microrganismos) e/ou
inorganica em suspensdo é outro factor condicionante uma vez que, ao interagirem com

0s biocidas, torna-os menos disponiveis para actuarem (Flemming e Schaule, 1996).

A presenca de biofilmes condiciona significativamente a ac¢do dos compostos
biocidas. A matriz polimérica do biofilme funciona como uma barreira protectora contra
factores agressivos externos dos quais os biocidas sdo exemplo. Para que a accao seja
mais eficaz, € necessario quebrar as ligacGes entre os polimeros constituintes do
biofilme ou desestabiliza-lo tornando os microrganismos mais acessiveis a ac¢do do
biocida (Costerton e Lashen, 1984; Brown e Gilber, 1993; Russel, e Furr, 1986).

4. Mecanismos de Resisténcia aos Biocidas

A resisténcia microbiana aos biocidas deve-se ao uso intensivo e ao um
armazenamento inadequado que resulta na aplicagcdo de compostos activos em
concentragcfes subinibitérias (Centers for Disease Control, 1974 Russell, 2002b). O
aparecimento de resisténcias advém da presenca de mecanismos associados a
diminuicdo da concentracdo intracelular do biocida, abaixo do limiar que é prejudicial a
bactéria (SCENIHR, 2009).

A resisténcia bacteriana aos biocidas foi descrita pela primeira vez na década de 50,
quando se detectou a contaminacdo de formulacdes de compostos cationicos (Adair et
al, 1971; Chapman, 2003; Russell, 2002b). Desde entdo tém sido descritas varias
situacOes da ineficacia destes compostos, incluindo da clorohexidina (Stickler, 1974),
triclosano (Bamber and Neal, 1999; Heath et al., 1998), gluteraldeido (Fraud et al.,
2001; Nomura et al, 2004), péroxido de hidrogénio (Dukan e Touati, 1996) e o cloreto
de benzalconio (Gillespie et al, 1986; Romao et al, 2005). Tal como acontece com 0s
antibiéticos, os microrganismos podem apresentar resisténcia intrinseca/natural ou

adquirida aos biocidas (Tabela 1).
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Tabela 1: Mecanismos de resisténcia intrinsecos e adquiridos aos biocidas em bactérias (Hegstad et al, 2010)

Enterococcus spp oriundos de diferentes nichos ecoldgicos”

Resisténcia Mecanismo Microrganismo Referéncias
Intrinsica Barreiras associadas a MeDonell .
permeabilidade da membrana Russell. 1099
- Membrana Externa Bactérias de  Gram
- Paredes celulares contendo negativo
lipidos complexos Mycobacterium
- Porinas de pequeno tamanho Pseudomonas aeruginosa
e ligagdes fortes LPS-LPS
- Menos &cidos na membrana Algumas estirpes de
externa de LPS Proteus
- Diminuicdo da expressdo de
porinas
Bombas de efluxo codificadas por Chen et al,
genes inseridos em cromossomas 2003;Levy,  2002;
- SdeXY Serratia marcens Morita et al, 2003;
- AcrAB-TolC Salmonella enterica  Randall et al, 2007;
. . Romanova et al,
serovar Typhimurium 2006
Escherichia coli
- MexCD-OprJ Pseudomonas aeruginosa
- MdrL Listeria monocytogenes
Adquirida Mutantes com sobre expressdo de He et al, 2004;

bombas de efluxo

- PmpM

- SdeAB

- MdeA,MepA, NorA
- ArcAB-TolC

Reducdo da permeabilidade ou
estabilizacdo da membrana através
de modificacgdes dos LPS,
fosfolipidos ou  proteinas  de
membrana

Bombas de efluxo codificadas por
genes localizados em plasmideos

- gacA, gacB, gacG, gacH,
gacJ
- Smr, gacEALl

- OgxAB
- gacE, gacF, gqacG, gacH, gacl

Desconhecida Mecanismos de Resisténcia ainda

nao identificados

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcens
Staphylococcus aureus
Salmonella enterica
serovar Typhimurium

Staphylococus
Staphylococcus
Enterococcus faecalis
Escherichia coli

Varias bactérias de Gram
negativo

Huang. et al, 2004;
Huet et a., 2008;
Kaatz et al, 2005;
Kaatz et al, 1995;
Maseda et a., 2009;
Piddock, 2006;

Braoudaki e Hilton,
2005; Gillespie et
al, 1986.

Bjorland et al, 2003;
Ceccarelli et al,
2006; Hansen et al,
2007; Heir,1995;
Kazama et al, 1998;
Paulsen et al, 1996;
Poole, 2002; Poole,

2007; Yum et al,
2002
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4.1. Mecanismos de Resisténcia Intrinsecos

A resisténcia intrinseca € aquela que faz parte das caracteristicas naturais,
fenotipicas do microrganismo, transmitida apenas verticalmente a descendéncia
(Hegstad et al, 2009).

Varios microrganismos sdo intrinsecamente resistentes aos biocidas. Esta
resisténcia estd frequentemente associada a fendmenos de impermeabilidade
relacionada com a estrutura e a composicdo da parede celular das bactérias
influencia a sua susceptibilidade a diferentes biocidas.

As bactérias de Gram positivo (Figura 2A) sdo bactérias cuja parede celular é
essencialmente constituida por peptidoglicano e &cidos teicoicos. Nenhum destes
constituintes parece interferir com a entrada de antisépticos e desinfectantes. Mesmo
as substancias de elevado peso molecular podem facilmente atravessar a parede
celular. Isto explica a sensibilidade destes organismos a muitos agentes
antibacterianos como o0s Compostos de Amonio Quaternario e clorohexidina
(Russell, 1991, Russell, 1995). No entanto, sob determinadas circunstancias, a
espessura e o grau de ligacGes cruzadas do peptidoglicano (PEP) diminui a

sensibilidade aos biocidas (Poxton, 1993).

Membrana externa s

% €« Peptidoglicano
= \

l €— Membrana citoplasmatica

r\\\\\\\\

\‘

_Constituigio do involucro celular de bactérias de Gram positivo (A) e de Gram negativo (E)
(hitp:/ivww.apsnet.org/edcenter/K-12/TeachersGuide/DNA  Easy/Article%20Images/cellwalls_compare.jpg)

As bactérias de Gram negativo (Figura 2B) sdo geralmente mais resistentes do
que as bactérias de Gram positivo e micobactérias devido a presenca de uma membrana
externa, rica em lipopolissacarideos que, dada a sua natureza lipéfila, é impermeavel
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aos biocidas (Russell e Gould, 1988; Russell e Chopra, 1996). As moléculas hidrofilas
de baixo peso molecular sdo capazes de passar esta barreira através dos canais de
porina. A membrana externa das bactérias de Gram negativo confere uma resisténcia
natural a moléculas como clorohexidina, gluteraldeido e cloreto de benzalconio (Tabela
1) (Maillard, 2002). O aumento do contetido em Mg?* (fortalece as ligacdes de
lipopolissacarideos) (McDonnell e Russell, 1999), a producdo de proteinas de baixa
eficiéncia (impede a difusdo de moléculas para o interior da célula) (Maillard e Russell,
2000; Winder et al, 2000) e a alteracdo na composi¢do dos acidos gordos da membrana
externa contribuem para 0 aumento das resisténcias aos biocidas em bactérias de Gram
negativo.

A parede celular das micobactérias (Figura 3) € uma estrutura altamente
hidrofobica constituida por &cidos micolicos e lipidos, rica em peptideoglicano
covalentemente ligado ao arabinogalactano (Wheeler et al, 1993). Dada a natureza
hidréfila dos compostos biocidas, esta constituicdo funciona como uma barreira,
impedindo a entrada de varios compostos, nomeadamente do gluteraideido
(Manzoor et al, 1999), dada a sua natureza hidrofila (Champlin et al, 2005, Denyer e
Maillard 2002, Lambert 2002).

i ' RN
i ;;':v=|‘5|
A e
B O y o
mowo oH fon
ono HoBHaHa
'0dGénlmidn
.lll_:l (l— [l,.'

Figura 3: Constituicio da membrana celular das micobactérias (hup
wwiw.blozentrum.uni-wuerzburg.de/fileadmin/REPORT/BIOTE /biote016.htm)
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A producdo enzimatica também € descrita como um mecanismo de resisténcia
intrinseco aos biocidas, principalmente para metais pesados (ex: cobre, prata)
(Cloete, 2003), parabenos (Valkova et al, 2001), aldeidos e peréxidos (Demple,
1996). Em termos de exemplo a superoxido dismutase e NAD-+glutationa
dihidrogenase actuam na degradacdo de peroxidos (Demple, 1996) e formaldeido,
respectivamente (Brown e Gilbert, 1993, Brown e Gilbert, 1993). Estas enzimas
existem naturalmente em algumas bactérias, nomeadamente na P. aeruginosa e P.
putida (Kummerle et al, 1996).

A resisténcia intrinseca é muitas vezes associada a presenca de bombas de efluxo
capazes de remover os Compostos de Amdnio Quaternario (Tabela 1). Estas podem
actuar isoladamente ou em conjunto com um nimero basal de canais de porina. Na
verdade, alguns autores consideram que estas bombas de efluxo podem estar
relacionadas com a expulsdo de metabolitos enddgenos e por coincidéncia também

servem para excluir substancias nocivas.

Por exemplo, o locus mar em E. coli regula a expressdo da bomba de efluxo
acrAB (Ma et al, 1995; Ma et al, 1994). Este operdo, localizado no cromossoma,
codificado confere resisténcia a multiplos compostos (ex: Compostos de Amonio
Quaternério, triclosano, clorohexidina, ampicilina, cloranfenicol, acido nalidixico,
tetraciclina e rifampicina (Levy, 2002; Okusu, 1996) em diversas bactérias de Gram
negativo (Okusu, et al, 1996). Em Pseudomonas aeruginosa, as bombas de efluxo
mexAB, mexCD e mexEF sdo outros sistemas que expulsam uma gama de biocidas e
antibioticos (ex:cloreto de benzalconio, clorohexidina, quinolonas, macrolidos,
tetraciclinas, lincomicina, cloranfenicol novobiocina (Maseda, 2009; Masuda, 2000;
Morita, 2003) que, juntamente com 0s canais de porina na membrana externa,
restringem a acumulacdo de muitos agentes antimicrobianos nas células (Schweizer,
1998).
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4.2. Mecanismos de Resisténcia Aquiridos

A resisténcia adquirida resulta da aquisicdo de novos genes de resisténcia por
disseminacdo horizontal entre microrganismos, da producdo mutagbes ou da

combinacéo destes dois mecanismos (Russell, 2002a).

Apesar das mutacGes serem um mecanismo condicionante na evolucdo da
resisténcia aos biocidas, a troca de genes é sem duvida, aquela que mais contribui

para maior variabilidade de resisténcias entre os microrganismos (Russell, 2002a).

4.2.1 Mutacgdes
As mutagOes sdo alteracBes que ocorrem ao nivel do DNA e reflectem-se

por exemplo, na alteracdo de expressdo de bombas de efluxo. Mutagdes em
genes especificos podem levar a elaboracdo de proteinas alteradas que
contribuem para um mecanismo de expulsdo de biocidas e antibidticos mais
eficiente (Nikaido, 1998, Levy, 2002, Hegstand et al, 2010). Por exemplo, as
mutacOes que ocorrem no gene regulador de E. coli e P. aeruginosa levam a
uma super expressao de acrAB e mexAB, quando as bactérias estdo perante um
composto especifico (Schweizer, 1998). Quando a pressdo selectiva é removida,
as populacGes mutantes diminuem conservando, no entanto, a sua capacidade de

efluxo, mesmo na auséncia de indutores.

Também se verificou em E. coli a resisténcia ao triclosano devido a uma
mutacdo no gene fabl que codifica a enzima enoyl-acyl redutase, proteina
envolvida na biossintese de acidos gordos (Heath et al, 1998; McMurry et al,
1998a). Esta mutacdo ndo sé altera o local de ac¢do do biocida, como o impede
de entrar na célula. Estas mutagdes também se verificaram em S. aureus (Heath

et al, 2002a) e Haemophilus influenzae (Marcinkeviciene et al, 2001).

Os genes mutados podem ser mobilizados entre bactérias quando associados

a elementos genéticos mdveis ou mobilizaveis (ver ponto 4.2.2).
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4.2.2 Aquisicdo de novos genes por mecanismos de disseminacao
horizontal
Os microrganismos podem adquirir novos genes que lhes permitem

resistir & acdo dos biocidas por mecanismos de disseminacdo horizontal.
Esses novos genes sdo mobilizados por elementos genéticos como
plasmideos ou transposdes, entre bactérias que 0s possuem e outras em

condicdes de os adquirirem (McDonnell e Russell, 1999).

A transmissdo horizontal de determinantes genéticos de resisténcia
trata-se de um mecanismo bem conhecido desde dos anos 60 (Gilbert e
McBain, 2003).

A primeira evidéncia de genes que codificam para resisténcias aos
biocidas inseridos em plasmideos encontra-se relacionada com os metais
pesados (prata, mercario) (Chopra, 1991; Russell, 1997) e cobre
(Cooksey, 1987). Transposdes como Tn6009 em Staphylococcus spp,
Tn21 em Enterobacteriaceae (Hegstad, 2010) transportam o operdo mer
relacionado com destoxificacdo de Hg®* a merctrio volatil. Plasmideos
conjugativos de 100kb em Enterococcus spp sdo portadores do operdo

gue expulsa o cobre (Hasman et al, 2002)

O uso de biocidas cationicos, por outro lado, foi responsavel pela
propagacdo dos genes gac e, assim, pelo aparecimento generalizado que
condificam para bombas de efluxo associadas a multiplos compostos
(para mais detalhes ver 5.1)

A presenca de alguns plasmideos (ex: RP1) em E. coli portadores
dos genes mostrou também alterar a composi¢do da membrana externa e
reduzir a expressdo proteinas de porina. Tais mudangas foram associadas
a diminuicdo da sensibilidade a cetrimida (Rossouw, 1984),

clorohexidina e fenol (Klemperer, 1980).
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5. Compostos de Amoénio Quaternario

Os Compostos de Amdnio Quaternario (QACs-Quaternary Ammonium
Compounds) séo tensioactivos catidnicos anfotéricos (Frier, 1971) pois possuem uma
regido hidrofilica, que lhes permite ligar a estruturas da mesma natureza, e uma regiao
hidrofébica que apresenta afinidade para compostos organicos. A parte hidrofébica é
geralmente composta por hidrocarbonetos (cadeias alifaticas, grupos aromaéticos ou

policiclicos). O grupo polar é constituido por uma molécula de azoto (N*) (Figura 4).

Figura 4: Estrutura bésica dos Compostos de Amoénio Quaternério. A rosa
encontra-se a cadeia de hidrocarbonetos, regido apolar; a azul encontra-se o
atomo de azoto carregado positivamente, fazendo parte da porcao hidrofila. A
imagem a) é o cloreto de benzalcénio, a imagem b) é a cetrimida (Gilbert e
McBain, 2003).

As propriedades antimicrobianas dos Compostos de Amonio Quaternario foram
descobertas em 1916, no entanto, s6 em 1930 é que outros estudos puderam evidenciar
o0 verdadeiro potencial destes compostos. Nesta altura foi descoberto que 0os compostos
de cadeia longa, dos quais pelo menos um dos quatro radicais era constituido por um
grupo alifatico simples ou substituido com por um grupo com 8 a 18 atomos de
carbono, apresentavam actividade germicida (Rahn, 1947). De facto, a actividade
antimicrobiana dos Compostos de Amonio Quaternario depende do comprimento da
cadeia N-alquilo, e assim da lipofilia da molécula. Para bactérias de Gram positivo e
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leveduras, a actividade ideal é alcangada com comprimentos de cadeia de 12 a 14
atomos de carbono, enquanto que, bactérias de Gram negativo, a actividade ideal é entre
14 a 16 atomos de carbono. Os compostos de cadeia menor que 4 e superior a 18
praticamente sdo inactivos (Gilbert, 2005).

Os Compostos de Amonio Quaternario sdo frequentemente utilizados em
colirios de lagrimas artificiais, descongestinantes nasais, produtos de limpeza facial,
formulacBes para o acne e cremes de proteccdo solar (Gilbert, 2005). Também se
utilizam para lavagem de frutas e vegetais. S&0 menos afectados que outros biocidas
pela matéria organica, ndo sdo corrosivos excepto a elevadas concentracdes e podem ser
usados por grande periodo de tempo sem perder a sua actividade antimicrobiana
(Bougeois et al, 1994).

5.1. Mecanismos de Ac¢do dos Compostos de Amonio Quaternario

Durante décadas, os Compostos de Amonio Quaternario foram designados de
‘agentes activos da membrana biologica’ ou somente como detergentes, por nao se
conhecer a especificidade do seu mecanismo de accao. Tal como ja foi referido, os
Compostos de Aménio Quaternario tratam-se de agentes quimicos sintéticos com
propriedades tensioactivas, com capacidade para interagir com diferentes estruturas
quer de natureza lipéfila quer de natureza hidrofila. Interagem inicialmente com as
membranas das bactérias de Gram negativo e de Gram positivo de modo a deslocar
0s catides que estabilizam esta estrutura, 0 Mg** e o Ca*". Esta accdo pode ser
complementada com a adi¢do de agentes quelantes como o EDTA que perturbam a
membrana, através do sequestro destes ides (Gilbert e Moore, 2005).

As solucdes de Compostos de Amonio Quaternario formam agregados micelares
que solubilizam compostos membranares hidrofébicos como o lipido A das
bactérias de Gram negativo e fosfolipidos. As interacgdes subsequentes dos
Compostos de Amonio Quaterndrio com as proteinas da membrana lipidica
dependem da natureza especifica do agente tensioactivo. A membrana sofre uma

transicdo do estado liquido para o estado cristalino, perdendo-se muitas das funcbes
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osmorreguladoras e fisioldgicas e, consequentemente, a libertacdo de ides de
potassio e protdes.

As concentragdes intermédias destes agentes podem perturbar alguns processos
bioquimicos como a biossintese da parede celular, o transporte de solutos e a
respiracdo oxidativa. As altas concentracdes utilizadas em muitas formulacbes
biocidas matam as células ao coagularem todos os constituintes intracelulares
(Russell, 2002a).

Os Compostos de Amonio Quaternario também promovem a desorganizacéo da
membrana citoplasmatica das leveduras, sdo esporoestaticos e micobacteriostaticos
(Russel, 1996). Nos virus, tém efeitos sobre virus com invélucro como o HIV e
HBV, mas apresentam actividade pouco significativa nos virus sem involucro. A
actividade letal dos Compostos de Amdnio Quaternario nos virus esta relacionada
com o deslocamento do envelope causando a libertacdo dos acidos nucléicos
(Gilbert e McBain, 2003).

5.2. Mecanismos de Resisténcia dos Compostos de Amonio Quaternario

A resisténcia bacteriana aos Compostos de Amonio Quaternéario esta
fundamentalmente associada a producao de bombas de efluxo codificada por genes
denominados de gac. As bombas de efluxo sdo proteinas que tém como funcao
expulsar das células determinados compostos que Ihes sdo nocivos. Estas podem
apresentar apenas um Unico substrato como é o caso dos antibidticos ou transportar
gama de compostos estruturalmente diferentes, podendo ser associadas a multiple
drug resistance (MDR). As bombas de efluxo estdo amplamente distribuidas quer
em bactérias de Gram negativo quer em bactérias de Gram positivo (Paulsen, 1993;
Brown e Skurray, 1996).

Actualmente estdo descritos varios genes gac (o0 gacA, gacB, gacC, gacD, gacE,
gacG, gacH, gacl, gacJ) (tabela 1) que codificam para bombas de efluxo que podem
expulsar os Compostos de Aménio Quaternario e outros compostos (Bjorland et al,
2003; Correa et al, 2008; Hegstad et al, 2010). Por exemplo, o gene gacA codifica
uma proteina que confere resisténcia aos Compostos de Amonio Quaternario,

diamidinas, biguanidas e os compostos que se intercalam com o DNA
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nomeadamente o brometo de etideo (Littlejohn, 1992). O gene gacB € idéntico ao
gene gacA com a diferenca de 7 a 9 pares de bases (Alam, 2003), tornando-se dificil
de os distinguir por PCR, sendo por isso representado por gacA/B. O gacC, também
designado de smr, gacD e ebr e confere resisténcia aos Compostos de Amanio

Quaternario e corantes (Littlejohn, 1992).

6. O uso de Biocidas e Antibioticos - Motivos para Preocupagao?

Ao contrario do que a maioria da populacdo acredita, a reducdo da
susceptibilidade aos biocidas ndo é um fendmeno recente. Embora haja poucas
evidéncias de que bactérias resistentes aos antibidticos possam ser menos susceptiveis
aos biocidas, a questdo fundamental é se a introducdo dos biocidas na préatica clinica, no
ambiente domiciliar, nos alimentos e inddstrias contribuiram para a sele¢éo de bactérias

resistentes aos antibidticos (Bal, 2006).

Tem sido comprovado que 0 uso generalizado dos biocidas reduz a possibilidade
de infeccdo. No entanto, o aparecimento de genes de resisténcia a antibidticos é cada
vez mais acentuado. Diversos estudos demonstram existir ligacdo entre o uso de
biocidas e a resisténcia aos antibidticos (Aiello e Larson 2003; Kunonga et al, 2000;
Levy, 2000; Moken et al, 1997), outros apresentaram dados que uma Unica exposi¢do a
determinados conservantes como acido nitrico de sodio, benzoato de sdédio ou &cido
acetico induzem resisténcias bacterianas a mdaltiplos antibidticos como tetraciclina,
cloranfenicol, &cido nalidixico ou ciprofloxacina, embora os niveis clinicos de
resisténcia ndo tivessem sido alcancados (Aiello e Larson, 2003; Kunonga et al, 2000).
Apesar de ainda existirem poucos estudos relativamente ha diminuicdo da
susceptibilidade das bactérias resistentes aos antibidticos associadas a resisténcia aos
biocidas, surgem varias ddvidas e questdes que implicam a necessidade do

desenvolvimento de diversos estudos a longo prazo.
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6.1 Co-resisténcia e Resisténcia Cruzada

A resisténcia cruzada é um fendmeno bem conhecido e ocorre quando 0s
antibioticos apresentam o mesmo local alvo, podendo ou ndo pertencer a mesma
classe (Levy, 2002). No caso dos biocidas, ainda sdo poucas as evidéncias de
resisténcia cruzada (Levy, 2002; Piddock, 2006; Thorrold et al, 2007). Por exemplo,
as mutacdes em genes que regulam a expressdo de bombas de efluxo tanto podem
afectar a saida de antibiticos como de biocidas. E o caso do gene mar em E. coli que
regula a expressdo da bomba de efluxo acrAB (Ma, et al, 1995; Ma et al, 1994).
Uma mutacdo neste gene, tanto afecta o transporte dos antibidticos tetraciclina,
ciprofloxacina, fluoroquinolonas, [3-lactdmicos e novomicina, como dos compostos
biocidas brometo de etideo, acriflavina e QACs (Okusu et al, 1996) (Figura 5).

' Antibiotics Antiseptics
Bile salts Disinfectants
Organic . )
solvents Pine oils

MarA AcrAB/TolC

Figura 5: O gene marA localizado em locus mar de E. coli causa a hiper producéo
das bombas AcrAB/TolC permitindo o efluxo de solventes, antisépticos,
desinfectantes (Levy, 2002).

As alteragfes na permeabilidade da membrana celular tanto podem afectar
antibiéticos como biocidas. Por exemplo, Pseudomonas stutzeri demonstraram
aumentar a resisténcia aos Compostos de Amonio Quaternario, triclosano,

polimixina B, gentamicina, acido nalidixico, eritromicina e ampicilina, como
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resultado da alteracdo da permeabilidade da membrana externa (Russell, A. D.
2000).

A co-resisténcia ocorre quando varios genes de resisténcia se encontram
inseridos no mesmo segmento genético como plasmideos, integrdes ou transposdes
(Bal, 2006, Russell, A. D. 2000). Neste caso, todos 0s genes de resisténcia inseridos
nestes elementos genéticos podem ser transferidos simultaneamente para outra
bactéria hospedeira. Existem algumas publicacdes que referem, por exemplo, que 0s
plasmideos pST6, pSK4, e pSK41 e os transposdes Tn552 e Tn4002 apresentam
genes gac localizados junto de genes de resisténcia a antibidticos como a
gentamicina, trimetoprim, penicilina, canamicina (Gilbert, McBain, 2003).
Yamamoto et al (1988) detectou num MRSA possuia um plasmideo (pASJ1) com
varios genes de resisténcia aos aminoglicosideos, brometo de etideo, cloreto de
benzalcénio e clorohexidina. Este plasmideo era transferido para a E. coli que
continuava a expressar todos os genes de resisténcia aos antibidticos e biocidas.

A contribuigdo do uso de biocidas para o problema global da resisténcia aos
antibidticos é ainda dificil de avaliar uma vez que ndo existem dados
epidemioldgicos suficientemente robustos. De modo a compreender e controlar a
resisténcia aos biocidas e antibidticos, € essencial o desenvolvimento de mais
estudos epidemioldgicos e genéticos e o desenvolvimento de metodologias
reprodutiveis que permitam avaliar o fendtipo de susceptibilidade dos

microrganismos a diferentes compostos.
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Il. Objectivos

Desconhece-se ainda a verdadeira contribuicdo do uso de biocidas para a seleccéo
de bactérias resistentes aos antibioticos. Tendo em consideracdo que os Compostos de
Amonio Quaternério sdo frequentemente utilizados em desinfectantes e antisépticos e a
escassez de dados relacionados com a distribuigdo dos genes que codificam para a
resisténcia a estes compostos em bactérias de Gram positivo, constituiram objectivos

deste estudo:

e Pesquisa genes de resisténcia aos Compostos de Amonio Quaternario (genes
gac descritos em bactérias Gram positivo e Gram negativo, em isolados de
Enterococcus spp provenientes de diferentes nichos ecoldgicos, espécies e

com diferentes perfis de resisténcia aos antibidticos.

e Fazer uma pesquisa insilico dos genes pesquisados na colec¢do de
Enterococcus spp no sentido de conhecer a sua distribuicdo em diferentes

hospedeiros bacterianos.
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I1l. Material e Métodos

1. Origem das bactérias incluidas no estudo

Enterococcus spp incluidos neste estudo pertencem a uma coleccéo de bactérias que,
na Gltima década, tem vindo a ser caracterizada no Laboratorio da Faculdade de
Farmacia da Universidade do Porto. Desta coleccdo foram seleccionados 333 isolados
representativos de Vvarios nichos ecoldgicos, espécies e perfis de resisténcia aos
antibioticos. De cada nicho ecoldgico foram seleccionados:

a) Cento e noventa e sete isolados de suiniculturas do Norte, Centro e Sul
do Pais, obtidos entre 2006 e 2007. As amostras foram divididas em

cinco grupos diferentes consoante a sua natureza:

o Suinos: n = 40 (fezes, zaragatoa rectal, da narina e da superficie
dos animais)

o Agua e alimentos: n = 30 (racdo dos leitdes e comedouro,
alimento medicamentoso de marca desconhecida, &gua para
consumo néo tratada e tratada com cloro, bebedouros)

o Residuos: n = 61 (lagonagem, chorume, esterco seco, fossa
séptica, agua residual)

o Antiséptico da marca Mystral ™: n = 6

o Amostras das instalacdes: n = 59 (ar, parede e pavimento, p6 das
diferentes salas com animais, ventilacdo, ninho dos leitdes,
doseador da racdo, terra utilizadas por suinos de diferentes idades,
terra em fase de pousio ndo usada por suinos no momento da

colheita, jaula de gestacdo, maternidade, &gua limpa e suja.

b) Aguas residuais urbanas, hospitalares e de rio (n=43 isolados), obtidas
entre 2001 e 2003.

c) Saladas prontas a comer (n=11 isolados) provenientes de diversos

supermercados da area do Porto, obtidas durante o ano de 2011
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d) Amostras clinicas (n=87 isolados) provenientes de pacientes
hospitalizados em quatro hospitais do Centro e Norte do pais, obtidas
entre 1996 e 2010).

Estes 333 isolados foram previamente identificados por PCR em varias espécies (E.
faecium n = 158, E. faecalis n = 87, E. hire n = 33, E. gallinarum n = 6, E. casseliflavus
n =5, e outros Enterococcus spp n = 44). Apresentaram resisténcia a varias familias de
antibidticos nomeadamente eritromicina - 87%, tetraciclina - 56%, estreptomicina -
45%, ciprofloxacina - 40%, canamicina - 34%, minociclina - 31%, gentamicina - 28%,
cloranfenicol - 23%, vancomicina - 23%; teicoplanina - 16%, ampicilina - 13%,

nitrofurantoina - 1%.

2. Amplificacado dos Acidos Nucléicos - Polymerase Chain Reaction
(PCR)

2.1.Pesquisa de genes que conferem resisténcia aos compostos de
amoénio quaternario

A pesquisa de genes que conferem resisténcia aos compostos de amonio
quaternério foi realizada através de 12 reac¢bes de PCR utilizando os primers e as
condicdes descritas nas Tabelas 2 e 3. Em todas as reaccdes de PCR foram
adicionados controlos negativos e 0s controlos positivos de gacA/B (Staphylococcus
epidermidis), gacGl (staphylococcus epidermidis, Correa et al, 2008), gacHI
(Streptococcus gallolyticus SN298, Novais et al, estirpe da Faculdade Farmécia
Universidade Porto), gacHII (Enterococcus faecalis V583, NP_816932.1), gacHIII
(Salmonella entérica serétipo Wien estirpe Alex 29, Novais et al, estirpe da
Faculdade Farmécia Universidade do Porto), gac) (Staphylococcus epidermidis,
Correa et al, 2008), gacEA1 (Salmonella entérica serétipo Wien, estirpe Alex 29,
Novais et al, estirpe da Faculdade Farmacia Universidade do Porto), smr
(Staphylococcus epidermidis, Correa et al, 2008).
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Tabela 2: Primers utilizados para amplificacdo dos genes gac

Temperatura Tamanho do No. Acesso do
Gene Primers Sequéncia Angealin produto éenbank Referéncia Bibliografica
9 amplificado
gacC-F 5’- TAAACCGGGTCCGCCACCGT- 3’ 66
gacC 170 bp NZ_ACGZ02000032. Este estudo
gacC-R 5’- AGCTGCGACCGGCCTGATTG - 3’ 66
gacA/B - F 5’- CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT-3 68
gacA/B 417 bp CP002120.1 Smith et al, 2007
gacA/B -R 5’- CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG-3’ 72
gacGl - F 5- TTTCGTTTGGAATTTGCTTT- 3’ 54
gacGI* 213 bp GQ900412.1 Vali et al, 2008
gacGl -R 5’- AATGGCTTTCTCCAAATACA- 3° 54
gacGll - F 5’- GTCGGGCCTCGGGATCGTCTT- 3’ 70
gacGlI* 115 bp FJ950725.1 Este estudo
gacGll -R 5>- GAGCACAGCAACGCCGCTGATA- 3’ 70
gac HI - F 5’- ACCGACAGCTGACCATGTTGCA - 3’ 68
gacHI* 115 bp NZ_AEEM01000018.1 Este estudo
gacHI -R 5’- GCCTATTCCAACCGTTTCTGCCC- 3’ 62
gacHII - F 5’ -CAATAGTCAGTGAAGTAATAGGCAGTG- 3’ 76
gacHII* 295 bp AE016833.1 Vali etal, 2008
gacHII -R 5’- TGTGATGATCCGAATGTGTTT- 3’ 58
gacHIII - F 5’- GGCTCTTTCTGGCTATTG- 3’ 66 s
gacHII1* 177 bp GU067642.1 Antunes et al (colmumcagao
gacHIIl -R 5>- AAACAGCATAAGCAATGCCG- 3’ 58 pessoal)
gacHIV -F 5’- ATCGCCCCGACTACGATTGCAAT- 3’ 70
gacHIV* 149 bp NZ_ACGZ02000032. Este Estudo
gacHIV -R 5’- GCAATGCAACGCCTGCCGT- 3’ 62
gacl - F 5’- GGCCAACATTAGGCACACTTA- 3’ 62
gacd 232 bp EU622635.1 vali et al, 2008
gac)-R 5’- TGACTTGATCCAAAAACGTTAAGA- 3’ 64
gacEAl-F 5>- ATCGCAATAGTTGGCGAAGT- 3’ 58
gacEAl 226 bp M95287.4 Smith et al, 2007
gacEAl-R 5’- CAAGCTTTTGCCCATGAAGC- 3’ 60
Smr-F 5°- ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT- 3° 62 286 bp
smr X15574.1 Vali et al, 2008
Smr-R 5’- TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA- 3’ 62
gacF - F 5- TTGTGGCTGGCTACGGGCTTG- 3’ 68
gacF 170 bp AF034958.3 Este estudo
gacF -R 5°- TCCCATGCCAATGAACGCCCA- 3 66
*A numeracdo |, I, 111 foi atribuida aleatoriamente a genes designados com 0 mesmo nome na literatura ou na base de dados, mas cuja composicao nucleotidica é
diferente.
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Tabela 3: Condigdes de PCR utilizadas para a pesquisa de genes gac

Reagentes Marca Concentracao Stock Concentracao Final Condicdes do Termociclador
Agua ultra . _
pura 95 C_— 10 min
(1 ciclo)***
dNTP Finnzymes 10 mM 1X
94°C — 30seg.
MgCl, Promega 25 mM 2 mM Annealling**- 30seg.
. . 72°C — 30seg.
Primer F* Stabvida 100 pM 0,5 uM (25 cicloss(;g
. . .
Primer R Stabvida 100 pM 0,5 uM 290G _ 10 min.
_Taq Promega 5U/ul 125U (1 ciclo)
polimerase
Tampao
de PCR Promega 5X 1X
*Ver Tabela 2

**A temperatura de annealling utilizada para os gacHIII, gacA/B, gacGl, gacHIV e smr foi de 45°C; para o qacEA1 de 50°C; para os qacHII e gacJ de 47°C e para

os gacC, gacGll, gacHI, qacF de 55°C

*** Este passo promove a lise bacteriana, facilitando e libertagdo de DNA directamente para a reaccédo de PCR
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2.2Visualizacdo dos produtos de amplificacao

Os produtos de amplificacdo que resultaram das reaccGes de PCR foram
analisados apds uma electroforese horizontal com gel de agarose a 1,2% em tampao
tris-acetato-EDTA (TAE) 1X, contendo 0,01% de fluorescente-Syber Safe DNA gel
strain como revelador de DNA.

Transferiu-se cerca de 10uL do produto amplificado para o gel de agarose,
adicionando um marcador de peso molecular (Hiperladder 1V, Bioline), seguindo as
condicdes previamente descritas pelo fabricante.

A electroforese foi efectuada a 110 volts, durante 30 minutos. Os resultados
observados a partir de um transiluminador e adquiridos digitalmente segundo o
programa QuantiOneVersion 4.6.1 Build 055.

O tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado pela comparacdo da
altura das bandas obtidas com aquelas presentes no marcador de pesos moleculares,
cujo tamanho é conhecido (Anexo).

3. Sequenciacéo dos produtos amplificados e interpretacédo dos resultados

Os produtos de PCR purificados foram enviados para a empresa STABVIDA
(Oeiras, Portugal) para se proceder a respectiva sequenciacdo. As reaccdes de
sequenciacdo foram efectuadas num sequenciador automatico ABI 3700 (Applied
Biosystems, Perkin-Elmer, Foster City, CA). As sequéncias foram enviadas a partir de
cromatogramas, sendo posteriormente lidos pelo programa Software Chromas. As
sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas que se encontram em bancos de
dados geneticos mundiais, nomeadamente no GenBank, através da ferramenta
“BLASTN alignment”.
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4. Avaliacdo da dispersdo dos genes qgac estudados em diferentes
hospedeiros bacterianos através de analise in silico

As bases de dados genéticas contém informacdo por interpretar uma vez que as
sequéncias nucleotidicas ai depositadas podem ndo ter sido descritas em artigos
cientificos, podem estar mal anotadas pelos investigadores ou corresponderem a
determinantes genéticos que nao foram identificados no momento da sua submissdo ao
GenBank.

No sentido de compreender melhor a dispersdo dos genes gac estudados em
diferentes hospedeiros bacterianos, procedeu-se a sua pesquisa através de uma
abordagem in silico no GenBank. A sequéncia nucleotidica (nimero disponivel na
Tabela 2) usada para o desenho de primers especificos de cada gene gac foi lancada na
base de dados usando a ferramenta tblast que traduz automaticamente a sequéncia
nucleotidica numa sequéncia aminoacidica. A pesquisa por sequéncia aminoacidica
permite fazer a comparagdo dos genes estudados com um maior nimero de entradas

genéticas, que de outra forma ndo se conseguiriam detectar.
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V. Resultados

1. Pesquisa de genes resistentes aos compostos de aménio quaternario

Entre os 333 isolados analisados foi detectado o gene gacHIl num E. faecalis
(E241) (Figura 6).

Figura 6: Amplificacdo do gene gacHIIl. A — Controlo positivo, _

Esta bactéria proveio de uma &gua residual de um hospital do Norte do pais e
apresenta um perfil de resisténcia a ampicilina, tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina,
gentamicina e estreptomicina (Novais et al, 2005). A amplificacdo deste gacHII por

PCR foi confirmada por sequenciagéo (Figura 7).

Os restantes genes gac nao foram identificados em nenhum dos isolados estudados.

Score = 363 bits (196), Expect 3e-97

Identities = 202/205 (99%), Gaps 0/205 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 TCTTCAGACGGTTTCTCAAAATTATATCCAACTATAACAACAGTCATTTCATACCTTATT 60

Sbjct 8775 TCTTCAGACGGTTTCTCAAAATTATATCCAACTATAACAACAATCATTTCATACCTTATT 8834

Query 61 TCTTTTTATTTTC CTTACG 120
. |||\\\\\|||\\\\\||||\\\\||||\\\\||||\HH|||HHH|||HH|||

Sbjct 8835 TCTTTTTATTTTC CTTACG 8894

R R

Sbjct 8895 TGGTCAGGTTTAG 8954

Query 181  ATAAATTTAAGAAGCATTATTTCAA 205

Sbjct 8955 ATAAATTTAATAAGCATTATTTCAA 8979

Figura 7: Sequenciagéo do gene qacHII. Query - E. faecalis, E241; Subject - [ GcIccEINGNGEEE
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Tabela 4: Dispersao dos genes gac e dos elementos genéticos em que estdo inseridos em diferentes hospedeiros bacteriano

No. Acesso do

Referéncias

Gene Bactérias Elemento Genético Genbank Bibliograficas
gacC Lactobacillus plantarum WCFS1 Desconhecido AL935263.2 N&o publicado
Staphylococcus aureus JKD6008, S. epidermidis, . CP002120.1, GQ9004651, L
gacA/B S. hominis SK119 Desconhecido NZ_ACLP01000024.1 Benjamin et al, 2010
] Correa et al, 2008,
gacGI?  Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus  plasmideo (pST94) EU622633.1, CAA76542.1 Heirn,  Sundheim,
Spp Holck, 1998
. .. s .y Integrdo de classe 1 Elizabeth et al,
oot pomotacer i, b 180 W) s o e (IBEACD s s ARpaSIS KATEEL 2003 e,
q . putida, youngae, conjugativos sem designacgéo o ' al, 2008; Tao Yu et
Klebisella pneumoniae FJ950725.1
al, 2010
gacHI Streptococcus gallolyticus Desconhecido NZ_AEEM01000018.1 N&o publicado
gacHI1? Staphylococcus haemolyticus e S. saprophyticus pST2H6 EU622634.1, EU622634.1 Correa et al, 2008
Bactéria ndo cultivavel, Escherichia coli AAN41419.1, AAX56371.1, Bischoff, 2005;
acHIN® Klebsiella pneumoniae, Shigella sonei, Integrdo de classe 1 inserido em diferentes EF051037.1, EF408254.1, Antunes et al, 2007;
g Corynebacterium  diphtheriae, Pseudomonas plasmideos (exemplo: pPCVM1562) FJ748514.1, FR822749.1, Colinon et al, 2010
. ’ CAI43346.1
aeruginosa



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/223886353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/193783420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/239829502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/119698196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/151564268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/257135771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/323714042
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Tabela 4 (Continuacéo): Dispersdo dos genes gac e dos elementos genéticos em que estdo inseridos em diferentes hospedeiros

No. Acesso do

Referéncias

Gene Bactérias Elemento Genético Genbank Bibliograficas
qacHIV  Lactobacillus plantarum Desconhecido CP002222.1 N&o publicado
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus Plasmideo pNVHO1 ou
gacJ AUTeUS elemento desconhecido NC_004562.1, ACC78798.1 Correa, 2008
Escherichia coli, Salmonella enterica, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca Proteus mirabilis, HQ170513.2, JF714412.1,
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, jiggggzji éﬁgégggi Zho ot al 2011
i . 1, 1, u , ;
Serratia marcesceng, Aeromonas salmonicida, I teario de Classe 1 JF969163.1. GQ891753.1, Chowdhury et al
gacEA1  Aeromonas hydrophila,  Aeromonas punctata, R EARS TR EE S HQ326183.1, FR822749.1, 2001; Tijet et al, 2011;
Pseudomonas  aeruginosa, Acinetobacter  !NSErido em drierentes plasmiaeos HQ184955.1, HQ401567.1, Xia et al, 2010
baumannii, Vibrio fluvialis, Corynebacterium HQ401565.1, CP002432.1,
diphtheriae, Corynebacterium resistens HM173356.1, GQ891757.1,
Citrobacter freundii, Desulfurispirillum indicum, FN825254.1, FJ711659.1,
Riemerella anatipestifer FJ627181.1
Berg et al, 1998,
smr®) S. aureus: S. warneri, S. pasteuri Plasmideo (pSK41, pSW174, pSP187, NP_863640.1, NC 007165.1, Bjorland et al, 2006;
' T A plasmideos mosaico) NC_007167.1 Bjorlan et al, 2007;
Chang et al, 2011
qacF Bactéria ndo cultivavel, Salmonella entérica, Integrio de Classe 1 FJ172420, HQ880284, FN827339 Gillings et al, 2009

Pseudomonas aeruginosa
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/351214313?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347950801?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347811077?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348031532?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347311572?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347595603?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339021679?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298104555?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327335548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323714042?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/322518462?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159248?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159218?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/316945283?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300245053?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298104543?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296172990?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=61&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225353257?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=88&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223868913?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=91&RID=9TD8SPN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/70724721
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/70724727

a)

b)
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No Genbank existem sequéncias anotadas como multidrug efflux protein (Staphylococcus aureus — ADA62011.1) com 99% de homologia aminoacidica com
gacGl.

No Genbank existem sequéncias anotadas como gacE2 (Pseudomonas aeruginosa — CAA11475.1 e Enterobacter cloacae — ACE81791.1, bactéria nédo
cultivavel — DQ462520.1) com 99% de homologia aminoacidica com gacGl|I.

No Genbank existe uma sequéncia anotada como multidrug efflux protein (Enterococcus faecalis V583 — AE016833.1) com 98% de homologia nucleotidica
com gacH de Staphylococcus.

No Genbank existem sequéncias anotadas como gacF (Salmonella entérica — YP 209355.1), gacE (Salmonella enterica — YP 002112941.1), gqacl (Escherichia
coli — HQ875013.1) e Small Multidrug Resistance Protein (E. coli — AEHX01000110.1) que apresentam entre 98-99% de homologia com gacHIII.

No Genbank existem sequéncias anotadas como gacC (S. warneri — NP 940784.1), determinante de resiténcia ao brometo de etideo (S. epidermidis —
NP_647561.1, S. aureus — CAA44471.1), proteina de resisténcia a antisépticos (S. aureus — AAM94142.1) ou transportador DMT superfamily drug/metabolite
(S. epidermidis — EES41161.1; Enterococcus faecalis — ACGL01000001.1) com 100% de homologia com o gene smr.
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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 agua residual hospitalar era portador de um
gene gac com homologia nucleotidica com gacH de Staphylococcus haemolyticus e S.
saprophyticus. A andlise in silico também revelou a presenca deste gene em
Enterococcus faecalis V583, mas com a designacdo de multidrug resistance protein. O
numero reduzido de Enterococcus spp com genes gac observado neste estudo sugere
que este género bacteriano ndo constitui um reservatério dos diversos genes qgac
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 varias espécies, nichos e
regides geogréaficas estes genes também ndo se encontravam presentes (excepcdo: E.
faecalis V583, anteriormente mencionado e smr em E. faecalis TX0104). Na literatura,
sdo raras as descricfes de genes que codificam para a resisténcia a Compostos de
Amonio Quaternario descritos em Enterococcus spp. Entre eles estdo descritos 0 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/gacH referido acima
para E. faecalis V583. Foi também descrito 0 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

41



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

Enterococcus spp oriundos de diferentes nichos ecoldgicos”

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 abundancia 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 Amonio 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 é 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 populagdo 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 de bactérias a baixas concentrac@es. 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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