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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo uma importante arma contra doencas bacterianas em
animais e humanos. No entanto, depois que uma nova droga é introduzida no
organismo animal ou humano para tratamento de uma infecgédo bacteriana, bactérias
geralmente desenvolvem resisténcia, e hoje sdo muitos os patdgenos que sao
resistentes a antibiéticos. Atualmente a resisténcia a antibioticos € uma das mais
significantes ameacas a saude publica. Hospitais sdo as linhas de frente dessa
batalha e uma significante quantidade de pesquisas tem focado em estudos sobre a
ecologia da resisténcia a antibidticos e suas configuracbes, mas essa resisténcia
também é uma preocupacdo emergindo sobre propagacdo de resisténcia no
ambiente (HELLWEGER et al., 2011).

A frequéncia de resisténcia em uma importante classe de antimicrobianos, as
tetraciclinas, tem crescido nos Estados Unidos e globalmente. Camplobacter jejuni e
Camplobacter coli multi-resistentes tem sido relatado em alimentos de origem
animal, como na carne de aves e suinos (THAKUR, 2010).

Melendez et al. (2010) em uma pesquisa com 200 amostras do piso e outros
locais da granja de aves domésticas e fragmentos de carcacas de aves domésticas
sem historico de uso de antibioticos em Arkansas (Estados Unidos) apresentou 59
amostras positivas para Salmonella entérica, e destas, 46% apresentaram
resisténcia a tetraciclina. Yan et al. (2010) em uma pesquisa realizada no Norte da
China em diferentes tipos de alimentos, como carne e vegetais, buscou detectar a
ocorréncia de resisténcia antimicrobiana a 18 antibidticos correntemente usados em
terapias humanas e veterinarias. Das 2177 amostras de alimentos, foram isoladas
90 amostras com Listeria monocytogenes e destas, 14 foram positivas para
resisténcia a tetraciclina.

Tetraciclinas sdo usadas extensivamente pela medicina humana e pela
agricultura (HELLWEGER et al., 2011). As tetraciclinas foram rapidamente aceitas,
pois oferecem um amplo espectro de atividade, tendo sua atividade contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, e mais recentemente, elas tém demonstrado
atividade de atuacdo contra clamidia, micoplasma, rickettsia e alguns protozoarios.
As tetraciclinas podem ser separadas em dois grupos, as tetraciclinas tipicas e

atipicas. As tetraciclinas atipicas funcionam rompendo a membrana bacteriana.
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Alternativamente, as tetraciclinas tipicas se ligam ao ribossomo e inibem a fase de
alongamento da sintese protéica. Mais precisamente, elas inibem a acomodac¢éo de
aminoacil-tRNA (aa-tRNA) dentro do ribossomo e, portanto, previne a adicdo de
novos aminoacidos que fariam o crescimento polipeptidico (CONNELL et al., 2003).
Sao antibidticos baratos, que tém sido usados em profilaxia e terapia de infeccdo em
humanos e animais, além da subterapia feita em animais de produgdo como
promotores do crescimento (CHOPRA, 2001).

Entre as familias de agentes antimicrobianos a oxitetraciclina, a
clortetraciclina, e a tetraciclina tém sido usadas desde 1950 na medicina veterinaria.
Mais recentemente, a doxiciclina tem sido aprovada para uso em caes, gatos e
suinos. Uma pesquisa sobre uso de agentes antimicrobianos em 1997, feita pelos
membros da Unido Européia e na Suica revelou que as tetraciclinas representavam
quase dois terco dos antimicrobianos usados neste ano para terapéutica na
medicina veterinaria. Portanto, ndo € surpresa que a resisténcia a tetraciclina tenha
comecado generalizada entre bactérias de importancia veterinaria, incluindo a
aguicultura (AARESTRUP, 2005).

De acordo com a definicdo microbiolégica, uma cepa é definida como
resistente se esta crescer na presenga de altas concentragdes de uma droga
comparado com filogeneticamente as cepas relacionadas. No entanto, a resisténcia
nao € uma propriedade que pode ser determinada pelo estudo de uma simples cepa
mas pode somente ser avaliada pela comparacao de duas ou mais cepas dentro de
condicdes idénticas e com cepas das mesma espécie (AARESTRUP, 2005).

A resisténcia a tetraciclina em protozoarios ainda nédo foi descrita. No entanto,
uma hipotese pode ser colocada, como esses antimicrobianos sdo usados mais
extensivamente para tratamento de doencas causadas por protozoarios, a
resisténcia pode ser eventualmente identificada. Entende-se que, até descreverem o
mecanismo no todo, 0s protozoarios resistentes a drogas sao resistentes devido a
mutacdes no genoma do organismo (ROBERTS, 2003).

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (2011),
residuos e agentes infecciosos presentes nos alimentos de origem animal podem
levar & expansédo e o desenvolvimento da resisténcia bacteriana.

O Dia Mundial da Saude, comemorado em 7 de abril, contou no ano de 2011
com um alerta da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a respeito do combate a

resisténcia dos antibidticos. De acordo com a mensagem, o mundo esta caminhando
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para um futuro sem antibiéticos e outros medicamentos essenciais. A OMS destacou
gue a situacao apenas pode ser revertida se houver a consciéncia da importancia da
resisténcia aos antibioticos e se implementar um programa global e multidisciplinar
para lutar contra essa situacdo (NORONHA, 2011).

O objetivo desta revisdo bibliografica € tratar a respeito da resisténcia
bacteriana a tetraciclina. Como a tetraciclina € um antibiético que tem sido muito
utilizado no tratamento de infecgcbes em humanos e animais, este trabalho também
objetivou levantar o que se tem de publicacdo referente ao mecanismo de
resisténcia da tetraciclina em microrganismos isolados de alimentos de origem

animal e buscar informacgdes sobre a regulacdo desses genes de resisténcia.
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2. MECANISMO DE ACAO DOS ANTIMICROBIANOS

Os mecanismos de acao das drogas antibacterianas estdo incluidos em
quatro categorias: inibicdo da sintese da parede celular; dano a fungéo ou inibicao
da membrana celular; inibicdo da sintese protéica; e inibicdo da sintese ou da
funcado do acido nucléico (HIRSH & ZEE, 2003).

A inibicdo da sintese da parede celular € um mecanismo importante devido a
auséncia de parede celular na biologia humana, proporcionando, assim,
seletividade-alvo intrinseca (HOOPER, 2001). Os antibiéticos que interferem na
sintese da parede celular incluem as penicilinas e cefalosporinas (antibiéticos beta-
lactamicos), ciclosserina, bacitracina e vancomicina (HIRSH & ZEE, 2003).

Os antimicrobianos que atuam na inibigdo da fungdo da membrana celular

sao mais toxicos para as células animais do que as outras classes de antibiéticos, e
seu uso €, em geral, limitado a aplicacdes topicas (QUINN et al., 2005). Neles
incluem as polimixinas, polienos, imidazois e a monensina (HIRSH & ZEE, 2003).
Na inibicdo da sintese protéica pode-se encontrar drogas como, por exemplo,
tetraciclina, aminoglicosideos, aminociclitéis, cloranfenicol, lincosamidas e
macrolidios (HIRSH & ZEE, 2003). Como a sintese protéica é caracteristica comum
a todas as células, tanto de procariotos quanto de eucariotos, parece nao ser um
alvo adequado para a toxicidade seletiva (TORTORA et al., 2005).

A sintese de &cido nucléico € fungdo vital para a célula bacteriana. Existem
trés classes de antimicrobianos que inibem a sintese de acidos nucléicos:
quinolonas e cumarinas, que atuam na sintese de DNA; e rifampicinas, que atuam
na sintese de RNA (AARESTRUPP, 2005).
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3. CONSIDERACOES SOBRE A TETRACICLINA

As tetraciclinas pertencem a familia dos antibioticos de amplo espectro que
incluem tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina e minociclina. Esses antibioticos
inibem a sintese protéica em bactérias gram-negativas e gram-positivas evitando a
ligacdo de moléculas de aminocil-tRNA para a subunidade 30S ribossomal
(SCHNAPPINGER, 1996).

A tetraciclina tem como mecanismo de acao a inibicdo da sintese protéica dos
microrganismos sensiveis, ligando-se aos ribossomos (que nos microrganismos Sao
constituidos das subunidades 30 e 50S, enquanto 0s animais superiores possuem
subunidades 40 e 60S). Este antibittico se liga a subunidade 30S do ribossomo do
microrganismo, impedindo que o RNA-transportador (RNAt) se fixe ao ribossomo e,
com isto, a sintese protéica € inibida. Embora a tetraciclina tenha maior afinidade
pela subunidade 30S, pode ligar-se também a subunidade 40S do ribossomo dos
animais superiores, explicando algumas reacfes adversas que ocorrem com seu
uso terapéutico (SPINOSA et al, 2006).

Entre os anos de 1950 e 1960, a tetraciclina foi um dos antibidticos mais
usados nos Estados Unidos. Ela tinha um amplo espectro de atividade contra uma
variedade de bactérias e tinha efeito tanto contra patdégenos intracelulares como
extracelulares. A tetraciclina tem sido particularmente Gtil para terapias ambulatoriais,
pois é relativamente barata, podendo ser usada de forma oral, e ttm uns poucos
efeitos colaterais. Porém é importante ressaltar algumas limitagcdes. A droga é
bacteriostatica ao invés de bactericida, e ndo pode ser usada por gestantes e
criangas, pois pode causar depressao de crescimento esquelético nos prematuros e
descoloracdo dos dentes de criancas. H4 também o problema em pacientes com
complicag@es, pois o tratamento generalizado envolve multiplas doses. No entanto, a
combinacéo de baixa toxicidade e amplo espectro de atividade tem superado muito
qualquer inconveniente que a tetraciclina possa ter (SPEER et al.,1992).

A tetraciclina tem sido usada também na aquicultura para controle de
infeccbes em salmdo, bagre, e lagosta. Ela também é pulverizada em arvores
frutiferas e outras plantas para tratamento de infec¢do pela Erwinia amylovara,
injetada dentro de palmeiras para tratamento de infec¢des por micoplasmas, e usada

para controle de infec¢des pela Xanthomonas campestis. A tetraciclina tem aplicacéao
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em tratamentos de insetos de valor comercial (CHOPRA, 2001). Além disso tém sido
descrita utilizacdo da tetraciclina nos casos de acne (CLARK et al., 2011).

Cada vez mais a tetraciclina tem sido utilizada de forma limitada, pois 0s
genes de resisténcia a este antibidtico estdo cada vez mais presentes no nosso dia
a dia, aparecendo em uma variedade grande de bactérias e fazendo com que o
medicamento perca seu efeito (SPEER et al.,1992).

A tetraciclina além de atuar contra bactérias patogénicas também pode ser
utilizadas para outras situacfes, como antiparasitario. Essa forma de utilizacdo da
tetraciclina € menos encontrada, porém pode ser que futuramente seja uma
alternativa interessante. A tetraciclina quando utilizada como antiparasitario, age
contra alguns protozoarios através da inibicAo do crescimento desses parasitos
(SPEER et al., 1992).

Outra utilizacdo da tetraciclina € como aditivo na alimentagdo de animais. Em
alguns animais domésticos a oxitetraciclina é utilizada para aumentar o ganho de
peso (CHOPRA, 1981). O uso crbnico de baixa dosagem de aplicacéo de tetraciclina
para a promocéo do crescimento de animais de fazenda, especialmente cultivadas
para a alimentagcdo, provoca um aumento na presenca de bactérias resistentes a
tetraciclina, ndo apenas em bactérias patogénicas, mas também em bactérias
comensais ambientais (RAHMA et al., 2008).

A estrutura da tetraciclina e alguns de seus derivados sdo mostrados na Figura 1
(SPEER,1992).
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Figura 1. As estruturas derivadas da tetraciclina correntemente usadas para tratamento de
infeccbes bacterianas e estrutura das novas classes de tetraciclina, dactylociclina. A
estrutura béasica da tetraciclina € mostrada na parte inferior da figura. Essa estrutura basica
fica conservada nos derivados da tetraciclina (SPEER, 1992).
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4. RESISTENCIAANTIMICROBIANA

A resisténcia bacteriana pode ser definida com base em dois critérios: os
microbioldgicos (resisténcia in vitro) e os clinicos (resisténcia in vivo). De acordo com
a definicAo microbiologica, uma cepa é dita resistente caso cres¢a na presenca de
concentracbes de droga acima das suportadas por outras cepas filogeneticamente
relacionadas. Ja no caso da definicdo clinica, uma cepa € resistente quando
sobrevive a terapia antimicrobiana utilizada. Independente da definicdo utilizada
trata-se de um fendmeno complexo que envolve uma variedade de agentes
antimicrobianos, espécies de bactérias, genes de resisténcia e mecanismos de
resisténcia (AARESTRUP, 2005).

Uma importante questao com relacédo a resisténcia a antibiéticos é o fato que
o amplo uso de antibiéticos ndo sé seleciona bactérias patogénicas resistentes a
drogas, mas também exerce pressdo seletiva na microbiota comensal normal
(AMINOV et al., 2001).

A resisténcia a antimicrobianos pode ser intrinseca (aquela que pertence a

bactéria) ou adquirida.

4.1- RESISTENCIA INTRINSECA

A resisténcia intrinseca, ou natural, ocorre devido a uma caracteristica
estrutural ou funcional da bactéria que permite a tolerancia a uma determinada
droga ou classe de antimicrobianos por todos os membros de um grupo de
bactérias. De maneira mais precisa, esse mecanismo deveria ser referido como uma
insensibilidade, uma vez que ocorre em bactérias que nunca foram sensiveis a
droga (AARESTRUP, 2005). Ainda, segundo este mesmo autor, a resisténcia
intrinseca representa um problema clinico lidando com espécies de bactérias que
séo insensiveis a um grande numero de classes de antimicrobianos, por exemplo,
Mycobacterium tuberculosis ou P. aeruginosa, uma vez que limita a gama de drogas
disponiveis para tratamento e consequentemente aumenta o0 risco associado com

emergéncia de resisténcia adquirida.
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4.2— RESISTENCIA ADQUIRIDA

A resisténcia adquirida ocorre quando uma bactéria que é sensivel ao
antibiético desenvolve resisténcia a ele através de mutacdo ou aquisicdo de novo
DNA, incorporando genes provenientes de outros microorganismos por diferentes
sistemas de transferéncia genética (BETANCOURT et al., 2003).

Ao contrario da resisténcia intrinseca, a resisténcia adquirida é uma
caracteristica associada a somente algumas cepas de um determinado género ou
espécie bacteriana. A resisténcia adquirida € uma das maiores ameacas para saude
animal e humana, pois esta causa a propagacao de resisténcia em populacdes
bacterianas susceptiveis e consequentemente pode conduzir a uma falha
terapéutica (AARESTRUP, 2005).
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5. ELEMENTOS MOVEIS DE TRANSFERENCIA DE GENES

A maioria dos genes de resisténcia a tetraciclina reside em transposons,
transposons conjugativos, plasmideos, e/ou integrons, que permite a conjugacao de
uma espécie para a outra ou entre géneros nao relacionados. Os elementos méveis
promovem para a bactéria flexibilidade e isso tem colocado a hip6tese que a
aquisicdo de genes de resisténcia a antibiéticos dote o hospedeiro com aumento de
atividade para sobreviver dentro da pressao do antibiético (ROBERTS, 2003).

Elementos méveis geralmente carregam multiplos genes de resisténcia a
antibioticos. Levy observou que o uso de tetraciclina selecionou ndo sé para a
resisténcia bacteriana a tetraciclina, mas também para resisténcia bacteriana a
multidrogas (ROBERTS, 2003).

5.1- PLASMIDEOS

Plasmideos sdo sequéncias de DNA circular, autdbnomas, de dez a
guatrocentos mil pares de bases que podem auto replicar-se e carregam genes
relacionados a viruléncia e resisténcia antimicrobiana (GRECA, 2000). Quando os
genes de resisténcia estao localizados nos plasmideos eles podem ser mobilizados
por transferéncia conjugada. Neste processo, moléculas de DNA mdveis podem ser
transferidas de um doador para uma célula receptora, através de transmissao
contato-dependente e de processos de energia a motor (WATERS, 1999).

Os plasmideos contém genes que sdo essenciais para a iniciacao e o controle
da replicacdo. Alguns deles também contém genes que garantem a heranca estavel,
como a particdo equiparada durante a divisao celular ou a transferéncia conjugal. Os
plasmideos sdo geralmente classificados em grupos de incompatibilidade (Inc),
definidos como a incapacidade de dois plasmideos se propagarem de forma estavel
na mesma linhagem celular. A incompatibilidade € uma manifestacdo de parentesco,
compartilhando controles de replicagdo ou elementos de particdo equiparada
comuns ( COUTURIER et al., 1988).

A capacidade dos plasmideos de se difundir entre células bacterianas por
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conjugacao aumenta a disseminagdo dos genes de resisténcia e levanta uma série
de problemas clinicos (SMET et al., 2010).

5.2- TRANSPOSONS

Transposons sao sequéncias de DNA que podem ser translocadas entre
Cromossomos, entre um cromossomo e um plasmideo, ou, ainda, entre plasmideos,
gracas a um sistema de recombinagdo préprio: um mecanismo “corta e cola”
chamado transposicdo, permitindo a aquisicdo de genes de resisténcia entre
bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes, o que facilita a expanséo da
epidemia de resisténcia (PENA et al., 2002). Eles podem se mover no genoma,
transpondo-se dentro de novos sitios e causando muta¢des de insercdo que séo
frequentemente deletérias. Dessa forma, o genoma hospedeiro tem evoluidos
mecanismos multiplos para regular os transposons, incluindo silenciamento de RNA
(SATO & SIOMI, 2010).

Os transposons sao incapazes de replicar-se de forma autbnoma e, portanto,
devem estar localizados em estruturas com habilidade de replicacdo, como os
cromossomos bacterianos e os plasmideos. Alguns transposons podem mover-se
entre cromossomos heterdlogos sem a necessidade de plasmideos, estes sdo
denomidados conjugativos. Eles compartilham a propriedade de codificar enzimas
especificas que promovem e/ou regulam sua propria transposicdo. Na natureza,
esses elementos existem como unidades individuais contendo o gene para a
transposase acompanhada de repeticbes terminais invertidas (RTIsS) que carregam
sitios de ligacdo para a transposase (GRECA, 2000; CARATOLLI, 2003; IVICS &
1IZVAK, 2010).

Trés tipos de transposons conjugativos tém sido caracterizados. Os
transposons conjugativos podem mais do que transferir sozinhos de um
cromossomo de um doador para um cromossomo de um receptor. Primeiro, eles
podem inserir dentro de plasmideos, tornando o plasmideo auto-transmissivel
(TORRES et al., 1991). Segundo, transposons conjugativos em um cromossomo
podem mobilizar plasmideos em trans (NAGLICH, 1988; SHOEMAKER et al., 1989).
Recentemente, os bacteridides de transposons conjugativos foram mostrados serem

capazes de uma discreta extirpagcdo, desassociando segmentos cromossomais e
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transferindo esses segmentos para um receptor, onde esses segmentos sao
integrados dentro do cromossomo (BEDZYK et al., 1992). Embora os segmentos
excisados até agora estudados parecem ser enigmaticos, alguns podem vir a
carregar genes de resisténcia. Assim, a presenca de transposons conjugativos em
uma cepa bacteriana faz que esta seja capaz de transferir ndo s6 os genes de
resisténcia do transposon conjugativo, mas também resisténcia localizadas em
outros elementos tais como plasmideos e segmentos cromossomais que nao sao
auto-transmissiveis (SPEER et al., 1992).

Um importante recurso dos transposons conjugativos sdo que eles néao
excluem outros transposons conjugativos ou plasmideos. Portanto, a mesma cepa
pode adquirir multiplos transposons conjugativos e combinacdes de plasmideos
(NORGREN,1991).

Os elementos transponiveis sao divididos em duas classes, conforme a
transposicao seja intermediada por RNA (classe I) ou DNA (classe Il). Cada classe
contém elementos que codificam produtos funcionais necessarios para a
transposicdo (autbnomos) e os elementos apenas conservam as sequéncias cCis
necessarias para 0 reconhecimento pela maquinaria de transposicdo (nédo
autbnomos) (BROWN & EVANS, 1991; FESCHOTTE et al., 2002, apud VICENT,
2010).

5.3 - INTEGRONS

Segundo Coleman (2006), os integrons podem ser entendidos como
pequenos engenheiros genéticos da natureza, e sao capazes de capturar,
embaralhar e expressar suas unidades de codificacdo modular associadas,
conhecidas como cassete de genes.

Cassetes génicos sdo elementos moveis constituidos por dois componentes
funcionais: um gene, responsavel pela codificacdo de alguma proteina de interesse,
e um sitio de recombinacdo, conhecido como 59 elementos de base, para uma
determinada classe de integrases. Os cassetes podem existir sem estar integrados
no integron, portanto livres na forma circular, ou integrados no sitio att do integron, e
somente quando integrados, fazem parte do integron. Assim como 0S genes nao

possuem promotores, 0 evento de expressao génica depende do promotor presente
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no integron, no qual o cassete génico se encontra inserido (CARATOLLI et al., 2001,
COLLIS et al., apud MENDES et al., 2006 ).

Os integrons tém o potencial de capturar os cassetes génicos atraves de
eventos de recombinacao sitio especifica catalisados pela integrase (Intl) codificada
pelo integron. Com base nas diferencas na sequéncia do gene que codifica a
integrase (Intl), varias classes de integrons foram descritas (GRAVEL et al., 1998).
Cinco classes de integrons celulares que tém sido encontradas, baseados na
sequéncia de codificacdo de integrases. Embora somente as trés primeiras classes
tenham sido historicamente envolvidas em propagacdo fenotipica de
multirresisténcia, todas as cinco tém sido associadas com determinantes de
resisténcia a antibidticos (MAZEL, 2006).

Eles sé&o originalmente identificados como um mecanismo usado em bactérias
gram-negativas que coleciona genes de resisténcia a antibidticos e expressa
multipla resisténcia fenotipica em sinergia com os transposons. Mais recentemente,
seu papel tem sido ampliado com a descoberta dos integrons cromossomais (Cl),
estruturas no genoma de centena de espécies de bactérias (CAMBRAY et al., 2010).

Os integréns sao compostos de uma plataforma estavel, que contém
elementos funcionais requeridos pelo seu sistema operacional, associados a um
conjunto de variaveis de discretos genes cassetes de codificacdo de funcdes
acessorias, mostrado na figura 2 (CAMBRAY et al., 2010).
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Figura 2. Integron captura gene e modela para troca de cassete. Esboco pelo qual genes
circulares cassetes sdo repetidamente inseridos no espaco especifico attl. Pc.intl é o
promotor do integron, gene que codifica a integrase. Intl é a integrase (CAMBRAY et al.,

2010).
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6. TIPOS DE RESISTENCIA

A aquisicao da resisténcia ocorre devido a uma alteracao genética no genoma
bacteriano, que pode ser consequéncia de uma mutagéo (resisténcia enddégena) ou
da aquisicdo horizontal de informagdo genética externa (resisténcia exdgena). A
resisténcia pode também resultar da combinacdo de eventos de mutacdo e de
transferéncia de genes, como no caso de mutacdes que ampliam o espectro das
beta-lactamases ou conferem-lhes resisténcia aos agentes inibidores de beta-
lactamase (AARESTRUP, 2005).

6.1 — RESISTENCIA ENDOGENA

A mutacdo que pode levar a uma resisténcia enddgena, ocorre
espontaneamente em muitos genes do genoma bacteriano, mas a frequéncia dessa
mutacdo pode ser diferente entre os genes. Consequentemente, a frequencia de
mutacdes que conduzem a resisténcia antimicrobiana pode variar dependendo do
agente antimicrobiano especifico. A frequéncia de mutacfes conferindo resisténcia
as drogas também difere entre as espécies bem como entre as cepas de uma
mesma espécie. Algumas cepas sao geralmente referidas como hipermutantes e sua
taxa de mutacdo aumenta devido a deficiéncia na incompatibilidade em reparar o
sistema, um DNA repara o sistema que identifica e corrige as incompatibilidades do
DNA durante a replicacdo deste, provavelmente melhora a emergéncia de

resisténcia nessas cepas (AARESTRUPP, 2005).

6.2— RESISTENCIA EXOGENA

Os genes de resisténcia podem ser transferidos entre bactérias através de
transformacédo, transducdo, conjugagao ou transposicdo (QUINN et al., 2005;
MCMANUS, 1997, apud TENOVER, 2006 ). Na transformacao, a bactéria incorpora
genes de resisténcia presentes no meio, 0s quais foram produzidos por outra

bactéria. A transformacdo € o processo pelo qual as bactérias adquirem e

incorporam segmentos de DNA de outras bactérias que lancaram seu DNA
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complementar no meio apdés a lise celular, podendo transferir genes de resisténcia
para cepas previamente sensiveis (TENOVER, 2006; SPINOSA et al.,, 2006).A
transducédo consiste na transferéncia do gene de resisténcia de uma bactéria para
outra por meio de um bacteriéfago, que sédo virus que infectam apenas bactérias
(TENOVER, 2006; SPINOSA et al., 2006). Na conjugacao, a transferéncia do gene
de resisténcia é feita através de uma ponte citoplasmatica que é estabelecida entre
duas bactérias (SPINOSA et al., 2006). A conjugacao em bactérias gram-negativas é
feita através da transferéncia de plasmideos contendo genes de resisténcia para
uma bactéria adjacente, o que frequentemente ocorre por uma estrutura protéica
alongada denominada de pilus, que une os dois organismos. Entre bactérias gram-
positivas, a conjugacéo € iniciada pela producéo de feroménios sexuais pelo par de
acasalamentos, o que facilita o agrupamento dos organismos doador e receptor,
permitindo a troca de DNA (TENOVER, 2006). E por fim, o mecanismo de
transposicao é a transferéncia por meio de transposons, que sao elementos de DNA
que podem transferir-se de uma molécula de DNA para outra. A mutacao, transducao
e transformacdo sdo as formas de resisténcia mais comuns em bactérias gram-
positivas, ao passo que as gram-negativas podem apresentar qualquer uma dessas

formas, predominando, contudo, a transposicéo (SPINOSA et al., 2006).

Pesquisas de cepas de bactérias resistentes a tetraciclina tém repetidamente
encontrado os mesmos genes de efluxo e de protecdo de ribossomos em muitos
géneros diferentes de bactérias. Esses achados sugerem que a transferéncia
horizontal extensiva desses elementos de resisténcia tem ocorrido. Conjugacao é
provavelmente responsavel por mais essa transmissao horizontal. Dois tipos de
elementos conjugais tém sido descritos: conjugacdo de plasmideos e conjugacao
cromossomal de elementos, chamada transposons conjugais (SALYERS et al.,
1990).

Genes de efluxo e de protecédo de ribossomos tém sido encontrados ambos
em plasmideos e no cromossomo. As bactérias gram-negativas de genes de bomba
de efluxo sdo geralmente encontradas em transposons inseridos dentro de uma
variedade de plasmideos e, mais recentemente, integrons, enquanto que bactérias
gram-positivas de genes de efluxo estdo associadas com pequenos plasmideos. Os
genes de protecdo ribossomal sdo normalmente associados a transposons

conjugativos ou nao conjugativos integrados dentro do cromossomo ou, mais



26

raramente, associado com plasmideos (ROBERTS, 2003).

Plasmideos conjugativos tém, sem duvida, contribuido para a expansao de
genes de efluxo das classes A até E dentro das bactérias gram-positivas. Tet (M) tem
sido encontrado em plasmideos em Neisseria spp, mas € também frequentemente
locado em cromossomos de outras bactérias (SPEERS, 1992). O gene tet (M)
cromossomal é frequentemente trasmissivel, e tet (M) cromossomal transmissiveis
determinantes estdo associados com transposons conjugativos (SENGHAS et al.,
1988; TORRES et al., 1991). Os transposons conjugativos carreadores de tet(M) tém
notavelmente uma ampla gama de hospedeiros e pode transferir de bactérias gram-
positivas para gram-negativas bem como entre bactérias gram-positivas (BERTRAM,
1991). Tet (Q) cromossomal determinante é frequentemente transmissivel e tem sido
até agora encontrado exclusivamente em transposons conjugativos (SPEERS,
1992).
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7. MECANISMOS DE RESISTENCIA A TETRACICLINA

As bactérias podem usar trés estratégias para comecar a resisténcia
bacteriana: limitando o acesso da tetraciclina ao ribossomo, alterando o ribossomo
para evitar seu efeito vinculativo com a tetraciclina e produzindo enzimas que
inativam a tetraciclina (SPEER et al.,1992).

Para que a tetraciclina possa inibir a sintese protéica ela deve entrar na célula
bacteriana e se ligar ao ribossomo. A forma protonada da tetraciclina se difunde
através da membrana plasmatica (HUGUES et al.,1979; YAMAGUCHI et al., 1991).
No entanto, a simples difusdo ndo explicaria a observacdo de que a bactéria
susceptivel acumule tetraciclina no seu citoplasma (SPEER et al., 1992). McMurry et
al. (2000) mostrou que houve uma fase dependente de energia da absorcdo das
tetraciclinas, além da difusdo. Argast e Beck (1985) contestaram a existéncia de
captacdo energia-dependente, pois, pode ndo mostrar a saturacado da captacao de
tetraciclina, como deveria ser esperado se existisse transportador de tetraciclina.
Recentemente, Yamaguchi et al. (1991) resolveram esta controversia mostrando que
€ a captacdo de energia-dependente de tetraciclina, mas que envolve variacdo de
pH e nado proteina transportadora. A tetraciclina pode existir na forma protonada
(TH2) e na forma de magnésio-quelada (THMg). A forma protonada se difunde
realmente através da bicamada de fosfolipideos, enquanto que a forma THMg nao.
Ja que a proporcgéao de tetraciclina na forma THMg aumenta em pH alto, a tetraciclina
fica presa dentro da bactéria como THMg, pois o pH interno é maior que o pH
externo (YAMAGUCHI et al., 1991).

Se a difusdo fosse o0 Unico mecanismo de captacéo de tetraciclina, ela deveria
ser virtualmente impossivel para a bactéria comecar uma resisténcia bloqueando o
movimento da tetraciclina na membrana citoplasmatica. Como esperado, este tipo
de resisténcia ndo € visto. A alteracdo das proteinas porinas (OmpF) para limitar a
difusdo da tetraciclina dentro do periplasma é um possivel mecanismo de resisténcia
das bactérias gram-negativas (SPEER et al., 1992). Cepas que adquiriram esse tipo
de resisténcia também podem obter resisténcia para outros antibioticos como as
beta-lactamases e as fluoroquinolonas (COHEN et al., 1989). Cohen et al. (1989)

tem mostrado que a multipla resisténcia a antibiéticos de algumas cepas de E. Coli
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se d4 ndo s6 pela mudanca na OmpF mas também pelas mudangcas em outras
proteinas de membrana.

A resisténcia a tetraciclina ocorre frequentemente devido a aquisicdo de
novos genes. Observam-se vinte e trés genes de efluxo, que codificam por efluxo
energia-dependente de tetraciclina; onze genes de protecdo ribossomal, que
codificam por uma proteina que protege o ribossomo bacteriano; trés genes que
codificam pelas enzimas que modificam e inativam a molécula de tetraciclina; e um
gene (tet (U)) que é uma resisténcia especifica por um mecanismo ainda
desconhecido. Embora somente os dois primeiros mecanismos sejam correntemente
encontrados em bactérias de importancia veterinaria, estas ndo sao areas
estagnadas e aquisicdo de novos genes continua sendo descrita, como fazem em
novas espécies e géneros com descricao prévia de genes tet (genes da resisténcia a
tetraciclina) (AARESTRUP, 2005).

7.1 — MODIFICACAO E INATIVACAO DA TETRACICLINA

A inativagdo do farmaco ocorre por meio da producéo de enzimas capazes de
hidrolisar e inativar o antibidtico (PENA et al.,, 2002). Tais enzimas modificam o
nacleo ativo da droga, resultando na incapacidade da droga de se ligar ao seu sitio
alvo e na perda da atividade antibacteriana. Essa modificacdo pode consistir tanto
da clivagem da molécula quanto da adicdo de um grupo quimico. Enzimas
inativadoras de drogas sdo geralmente associadas a elementos genéticos méveis.
As enzimas mais difundidas e clinicamente importantes séo as beta-lactamases e as
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AARESTRUP, 2005). As bactérias
expressam enzimas capazes de criar mudangas na estrutura do antibiético, fazendo
com que ele perca a sua funcionalidade, as beta-lactamases sdo as mais
prevalentes (TAFUR et al., 2008).

Outra forma de resisténcia ocorre através da alteracdo dos sitios-alvo das
drogas. Esse tipo de resisténcia consiste na alteracdo de determinados locais
especificos da anatomia celular, como a parede celular, subunidades 50S e 30S dos
ribossomos, etc (PENA et al., 2002).
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7.2 — PROTECAO DOS RIBOSSOMOS BACTERIANOS

Além da alteracdo do sitio-alvo pode também ocorrer a protecdo do sitio-alvo
da droga, mecanismo descrito para tetraciclina (AARESTRUP, 2005).

O mecanismo de protecdo ribossomal é identificado dentro de seis classes,
em relacdo a tetraciclina encontram-se: tet (M), tet (O), tet (P), tet (Q), tet (S)
(TAYLOR, 1996). Esse mecanismo representa uma importante tatica para promover
resisténcia a tetraciclina em ambos as espécies: gram-positivas e gram-negativas
(CONNELL et al., 2003)

Dentre as proteinas de protecdo ribossomal (RPP) as que sdo melhor
estudadas séo tet (O) e tet (M), que apresentam 75% de similaridade sequencial,
elas sdo proteinas citoplasmaticas soluveis que medeiam a resisténcia a tetraciclina.
Tet (O) foi o primeiro gene a ser clonado de uma transferéncia plasmideal
encontrada em um patdégeno de origem alimentar Campylobacter Jejuni. Muitos
RPPs determinantes estdo localizados em elementos genéticos méveis que podem
ter facilitado sua total propagacdo pelas bactérias via lateral de transferéncia
genética. Tet (O) e tet (M) podem desalojar a tetraciclina de um ribossomo e, entao
fazer, aumentar a aparente dissociacdo constante de vinculacdo da tetraciclina ao
ribossomo. Um modelo de resisténcia a tetraciclina mediado por tet (O) foi descrito.
Na auséncia de tetraciclina, a 70s ribossomal avanca atraves dos varios estados do
ciclo de alongamento. Na presenca de tetraciclina, no entanto, o avango ordenado
do ciclo de alongamento € interrompido e o ribossomo comeca bloqueado em um
estado de pos translocacdo e subsequente ocupacdo da posicdo A que é inibida
(CONNELL et al., 2003). O gene tet (M) é o mais amplamente dispersado nos
patdgenos gram-positivos e nivel alto de resisténcia a tetraciclina N. Gonorrhoeae.
Esse gene esta ligado a outros genes de resisténcia, e isso pode ajudar a explicar
porque certos genes de resisténcia, tais como contra cloranfenicol, sdo mantidos em
populacdes bacterianas como Streptococcus pneumoniae quando o cloranfenicol
nao foi utilizado por muitos anos (ROBERTS, 2003).

7.3— BOMBA DE EFLUXO DA TETRACICLINA
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A resisténcia bacteriana pode ocorrer através de bombas de efluxo de drogas,
que atuam tomando o antibiético do espaco periplasmatico e expulsando-o para o
exterior, com o qual evitam que ele chegue ao seu sitio de acdo (TAFUR et al.,
2008). A resisténcia antimicrobiana mediada por bomba de efluxo tem sido estudada
h& muito tempo. A primeira resisténcia mediada por efluxo foi descrita com a
resisténcia a tetraciclina em Escherichia coli (McMURRAY et al., 1980). As proteinas
transmembranas, responsaveis por mediar o efluxo ativo, geralmente tem ampla
especificidade pelo substrato e apenas algumas delas conferem resisténcia aos
agentes antimicrobianos. A resisténcia € determinada pela reducdo na concentracao
do farmaco no citoplasma, impedindo ou limitando o acesso da droga ao seu alvo.
Algumas bombas agem sobre drogas especificas e outras contra multiplas drogas.
As bombas de efluxo de resisténcia especifica representam mecanismo mais
importante de resisténcia a tetraciclinas, especialmente em bactérias Gram-
negativas. Dependendo da fonte de energia para o uso do efluxo ativo, essas
bombas sdo divididas em dois grupos principais: transportadores de cassetes de
ligacdo a ATP e os transportadores de drogas secundarias (AARESTRUP, 2005). A
resisténcia mediada pelo efluxo pode ocorrer — dependendo da localizagcado do gene
envolvido — horizontalmente e/ou verticalmente. Durante a divisdo celular de uma
bactéria resistente, os genes de resisténcia geralmente serdo transferidos para as
células filhas, mesmo que eles estejam localizados no cromossomo ou em
elementos genéticos moéveis (propagacao vertical). Quando os genes de resisténcia
estdo localizados em elementos mdveis, como plasmideos, transposons, ou
integrons/genes cassetes, estes transferem o elemento respectivo de uma bactéria
para outra, consequentemente levando a uma ampla distribuicdo do gene de
resisténcia até mesmo entre espécies ou barreiras de género (horizontal spread).
Técnicas moleculares modernas tém provado ser adequado o estudo da propagacéo
da resisténcia bacteriana ou a propagacdo de genes de resisténcia através dos
diferentes sistemas ecoldgicos (BUTAYE et al., 2003).

A remocao de tetraciclina por energia-dependente das células bacterianas séo
comumente mediadas pelas proteinas associadas a membrana (Tet) que troca um
proton por um complexo tetraciclina-cation (PAULSEN,1996; ROBERTS,1999).
Atualmente, 18 tipos diferentes de proteinas de efluxo de tetraciclina sdo conhecidos

e tem sido subdivididos em seis grupos, baseados na identificacdo de seus
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aminoacidos (CHOPRA, 2001; McMURRAY, 2000).

O primeiro grupo inclui as proteinas Tet das classes A-E, G, H, |, J, and Z bem
como Tet. Essas proteinas de efluxo de aproximadamente 46kDa consistem de 12
dominios transmenbranas. Os respectivos genes tet estruturais sdo acompanhados
por um gene especifico tet repressor. A expressao destes genes tet é induzida pelos
valores nanomolares de tetraciclina. A inducao baseia-se na ligacdo de um complexo
de tetraciclina-Mg na proteina repressora tet que torna ausente os blocos de
tetraciclina de transcricdo dos genes tet estruturais (ROBERTS, 1996). Os genes tet
das classes A, B, D, e H estdo associados a transposons nédo conjugados ou do tipo
elementos de transposons; as classes C, E, e G sao geralmente encontrados em
plasmideos (ROBERTS, 1996; KEHRENBERG, 1998; FRECH, 2000; LEVY, 1988).
Os genes tet (A), tet (B), tet (C), tet (D), e tet (E) sdo amplamente distribuidos entre
Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Aeromonas; e Vibrio (CHOPRA, 2001;
ROBERTS, 1996; LEVY, 1988) considerando que tet (H) é o gene tet dominante
entre Pasteurella e Mannheimia (KEHRENBERG et al., 2001). O gene tet (B) confere
resisténcia a tetraciclina, doxiciclina e minociclina, mas nao para gliciciclina. O gene
tet (B) tem uma ampla gama de hospedeiros entre patdgenos gram-negativos
(ROBERTS, 2003).

O segundo grupo compreende as proteinas tet (K) e tet (L) que sao
principalmente encontrados em Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus e outros
bactérias gram-positivas (ROBERTS,1996; SCHWARZ et al.,1992) . Essas proteinas
tet consistem em 14 regides transmembrana ( PAULSEN et al.; ROBERTS, 1996).
Os genes tet (K) e tet (L) sdo comumente suportados por plasmideos. Pequenos
plasmideos carreadores de tet(K) menores que 5 Kb sdo estruturalmente e
altamente relatados e ndo abrigam mais genes de resisténcia (SCHWARZ, 1994).
Em casos raros, pequenos plasmideos carreadores de tet(K) tem sido detectado
como 1S257 mediados nao integrantes s6 em cromossomos estafilocécicas, mas
também em grandes plasmideos de mupirocina ou gentamicina resistentes
presentes em estafilococos (NEEDHAM et al., 1994; WERCKENTHIN et al., 1996).
Plasmideos que carregam o gene tet(L) sdo estruturalmente diversos, varia desde
4,3 até 11,5 kb e — em alguns casos — carregam mais genes de resisténcia como
erm(B) ou aadD (SCHWARZ, 1994; SCHWARZ et al., 1996). Ocasionalmente, genes
da classe L tém sido detectados em cromossomos de cepas de Bacillus e

Staphylococcus. A expressao de genes tet(K) e tet(L) sdo também induzidos pelas
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tetraciclinas. Em contraste aos genes do grupo 1, a inducdo nao envolve uma
proteina repressora, mas ocorre via mecanismo conhecido como “atenuacéo
translacional’(ROBERTS, 1996; SCHWARZ, 1992).Enquanto genes tet (K) estédo
principalmente em estafilococos, os genes tet (L) ocorrem em membros do género
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus e Bacillus (ROBERTS, 1996;
SCHWARZ, 1992; SCHWARZ et al., 1998). E as proteinas tet do grupo 3, Otr(B) e
Tcr3, ambos de Streptomyces spp., consiste de 14 segmentos transmembranas.
Essas proteinas tet podem desempenhar um papel de sistemas de auto-defesa que
protegem os produtores de tetraciclina dos efeitos inibitérios dos seus préprios
produtos. As proteinas individuais tet representam trés tipos de classes: tet A (P) de
Clostridium spp. (grupo 4), tet (V) de Mycobacterium smegmatis (grupo 5) e um tet
sem nome de Corynebacterium striatum ( CHOPRA, 2001).

O espectro do substrato das proteinas de efluxo tet presente em bactérias de
importadncia veterindria. comumente incluem as tetraciclinas, oxitetraciclinas,
clortetraciclina e doxiciclina, mas ndo as monociclinas e glicilciclinas. Em excecéao,
as proteinas tet (B) que sdo também capazes de exportar minociclina (ROBERTS,
1996). Em condi¢Oes laboratoriais, mutantes de tet (A) e tet (B) tém sido produzidos
e também mostraram resisténcia a glicilciclinas (CHOPRA,2001).

7.4 — DIMINUICAO DAABSORGCAO DO ANTIBIOTICO

Além dos casos ja citados pode-se acrescentar a resisténcia através da
diminuicdo da absorcéo da droga, levando a disturbios de permeabilidade. Estes se
referem principalmente a diminuicdo da expressdo das porinas (canais de difusao
presentes na membrana externa da bactéria). A modificacdo dessas proteinas por
meio de mutag6es provoca uma diminui¢cdo da passagem do antibiotico para dentro
da célula bacteriana (PENA et al., 2002). Pode também ocorrer a alteracdo da
permeabilidade da membrana interna. Esse mecanismo consiste em uma
modificacdo energética que envolve o transportador de anions responséavel por levar

o antibidtico para dentro da célula (PENA et al., 2002).
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8. REGULACAO DOS GENES DE RESISTENCIA A TETRACICLINA

As bactérias gram-negativas efluxo determinantes consistem em dois genes,
um codificando uma proteina de efluxo e outro codificando uma proteina repressora.
Ambos s&o regulados pela tetraciclina. Os dois genes sao orientados
divergentemente e compartilham uma regido central reguladora com sobreposicao
de promotores e operadores. Inducdo € um sistema que ocorre quando o complexo
tetraciclina-Mg entra na célula e se liga a proteina repressora. Drogas de ligacédo
mudam a conformacéo do repressor de modo que ja ndo pode vincular para a regiao
operadora do DNA. Concentragcdes nanomolares de tetraciclina sdo necessarias
para ligar a proteina repressora. Depois o repressor se liga ao complexo tetraciclina-
Mg, transcricdo da estrutura de efluxo e ocorréncia de genes repressores. Esse
processo € relativamente rapido (HILLEN, 1992). O gene tet em Tnl0 é
diferentemente regulado jA que a proteina repressora € sintetizada antes da
expressao da proteina de efluxo. A proteina repressora ira religar o DNA quando é
insuficiente a tetraciclina presente na célula. Esse tipo de regulagcdo tem mais
probabilidade de ocorrer com genes de efluxo de gram-negativas, tet (A), tet (C), tet
(D), tet (E), tet (G) e tet (H), e a probabilidade também para o tet (l). Cristalografia
tem mostrado que as trés alfa-hélice na regido N-terminal da proteina repressora
forma o dominio DNA-ligacdo na molécula repressora e que mudancas ha
conformacdo da proteina repressora ocorre na presenca do complexo tetraciclina
com Mg (KISKER et al., 1995;0RTH et al., 2000).

Nenhuma proteina repressora tem sido encontrada em gram-positivas de
genes tet (K) ou tet (L).

O tipo de regulacdo mais estudado € do gene tet (B) encontrado no Tn10. O
gene tet (B) é transcrito divergentemente de tet (R), um gene de codificacdo da
proteina repressora tetR (B). Na convencéo, para nomear a regulacao de proteinas é
usado R e entre parénteses coloca-se a classe estrutural do gene. Os dois
promotores sao sobrepostos e compartilham uma regido comum de regulagdo. Na
auséncia da tetraciclina, tetR (B) se liga como um dimero de duas zonas de
operacdo. Esta ligacdo bloqueia a ligacdo de ambos os genes, tet (B) e tetR (B). A
afinidade de tetR (B) pela tetraciclina € muito maior que estas afinidades pelas zonas

de operacdo. Quando a tetraciclina entra na célula, esta liga tetR (B) e muda a



conformacao de tetR (B), para que ele ndo se ligue mais ao operador. Assim, a
transcricdo dos genes de resisténcia sdo desreprimidos. A transcricdo de tet (R) €
também desreprimida, mas tetR (B) inibi a transcricdo somente quando este néo
apresenta tetraciclina em quantidades suficientes para ligar todos os repressores na
célula (SPEER et al., 1992).

Um tipo diferente de regulacdo é visto em gram-positivas em genes de efluxo
tet (K) e tet (L) (IVES, 1990). A cépia de mRNA, que comeca no montante 123bp do
coédon do gene tet, contém duas zonas de ligacao ribossomal (RBS). Os ribossomos
se ligam ao primeiro RBS, RBS1, traduz um pequeno peptidio que termina pouco
antes da segunda RBS, RBS2. Se RBS2 é exposto, ribossomos se ligam a esta
zona e comeca a traduzir o gene de resisténcia. A regiao do mRNA que contém
RBS2 pode formar uma de duas estruturas haste-laco. Uma dessas estruturas
abrange RBS2 e evita a ligacdo dos ribossomos. Esta é a estrutura que é pensada
para formar na auséncia de tetraciclina. Os ribossomos se ligam ao RBS1 e se
movem rapidamente ao longo do mRNA até encontrar uma estrutura de haste-laco
que bloqueia RBS2 e iniciar a proteina tet. Quando a tetraciclina esta presente, no
entanto, os ribossomos enrolam e assim permite a formacdo de um alternativo, uma
estrutura haste-lago mais estavel que ndo mascara RBS2. Dentro dessas condi¢des,
0S genes de resisténcia sdo traduzidos (SPEER et al., 1992).

Trabalhos recentes tém focado no mecanismo de regulacdo pelas proteinas
ribossomais de protecdo, que sdo proteinas citoplasmaticas que protegem o0s
ribossomos da agéo da tetraciclina e conferem resisténcia a doxicilina e minociclina.
Eles conferem um amplo espectro de resisténcia as tetraciclinas que séo vistas com
bactérias que carregam proteinas de efluxo de tetraciclina. Com a excecdo do tet
(B). As proteinas tet(M), tet (O) reduzem a suceptibilidade de ribossomos da acao
das tetraciclinas (CHOPRA, 2001). A expressdo do gene tet (Q) é regulado pela
tetraciclina no nivel de transcricdo (STEVEN et al., 1992). No entanto, a analise da
sequéncia da regido do montante tem mostrado que ndo ha um gene repressor e
nem as estruturas de haste-laco, como visto geralmente no montante de genes
regulados por atenuacdo (NICKOLICH et al., 1992). Assim, a regulacao de tet (Q) é
provavelmente diferente dos genes de efluxo. Existe algum desacordo sobre se a
expressao de tet (M) e tet (O) € regulado. Wang e Taylor tém identificado uma regiao
montante de 300bp do tet (O) codificando a regido que € essencial para a completa

expressao do gene. Eles descreveram a expressao do tet (O) como constitutiva. No



35

entanto, Burdett (1990) reportou que o montante de tet (M) aumenta quando
Streptococcus sédo expostos a tetraciclina. Também, Nesin et al. (1990), reportou que
a preexposicdo de uma cepa de S. aureus carregando tet (M) com concentracdes
subinibitérias de tetraciclina ndo s6 dobrou o MIC (Concentracdo Minima Inibitoria)
de tetraciclina, mas também causou um aumento no nivel tet (M) em cépia de mRNA
vistos em amostras no norte (RNA). Subsequentemente, Su et al. relatou que a
tetraciclina aprimorou a transcricdo de tet (M) de Tn916. Eles detectaram uma
pequena cépia bem como o comprimento total da cOpia em amostras no norte
(SPEER et al., 1992; CHOPRA, 2001).
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9. RESISTENCIA A TETRACICLINA EM MICRORGANISMOS

A incidéncia de resisténcia a tetraciclina tem aumentado em regides
geograficas onde o antibidtico pode ser obtido sem a necessidade de prescricdo
médica (TOLEDO, 2009).

Muitos trabalhos sobre resisténcia bacteriana tém sido conduzidos com
bactérias patogénicas, que geralmente causam doencas quando presentes, ou
bactérias oportunistas, que ocasionalmente causam doencas (CHOPRA, 2001).
Bactérias oportunistas sdo geralmente parte da flora normal dos hospedeiros e
podem causar doencgas quando vivem em seus ambientes normais. A maioria dos
genes tet em bactérias tem sido associada com plasmideos méveis, transposons,
transposons conjugativos, e integrons (genes cassetes) (MENDEZ et al., 1980;
RECCHIA, 1995; ROBERTS, 1989; ROBERTS, 1996; ROBERTS, 1997; ROBERTS
et al.,, 1985). Essas unidades moveis tém permitido que genes tet se movam de
espécie para espécie e dentro de um amplo intervalo de géneros, pela conjugacéao.
Os genes tet das bactérias gram-negativas, primeiro descritos em
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, sdo agora também encontrados em
Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Treponema; e Vibrio (KAUC,1989; KNAPP et
al., 1988; ROBERTS, 1996). O gene tet (B) tem sido encontrado em uma ampla
gama de bactérias gram-negativas, identificado em 20 géneros das gram-negativas.
Enquanto que tet (M) é encontrado em 26 géneros incluindo gram-negativas e gram-
positivas. Alguns genes, tais como tet (E), podem ter um limite maior de hospedeiros,
pois eles sdo localizados em plasmideos ndo-moveis, que reduzem a oportunidade
de transferéncia para outras espécies e géneros de bactérias. Alguns genes em
algumas espécies ou géneros de bactérias podem conferir baixos niveis de
resisténcia, que deveria ser improvavel para proteger uma célula bacteriana exposta
a tetraciclina na clinica ou em ambientes configurados (CHOPRA, 2001).

Em 1953, a primeira bactéria resistente a tetraciclina, Shigella dysenteriae, foi
isolada (WASTERSON, 1994). A primeira Shigella multi-droga-resistente foi isolada
em 1955. Lima et al. (1995) demostraram que mais de 60% das cepas de Shigella
flexneri isoladas amostras clinicas entre 1988 e 1993 s&o resistentes a tetraciclina,
estreptomicina e cloranfenicol, que sdo as mesmas combina¢bes de antibioticos
resistentes encontrados em isolados de Shigella dysenteriae em 1953. Isso tem

demonstrado que essas bactérias antibidticos-resistentes podem transferir todos os



37

seus fendtipos antibioticos-resistentes para isolados susceptiveis pela cultura mista
de células in vitro. Essa transferéncia foi dependente de contato direto e viavel
crescimento bacteriano (CHOPRA, 2001). Os japoneses foram os primeiros a relatar
genes resistentes a tetraciclina carreados por R-plasmideos conjugativos. Nesses
genes de resisténcia a tetraciclina conferiram efluxo da tetraciclina da célula e
codificaram o primeiro dos trés diferentes tipos de mecanismos de resisténcia a
tetraciclina a ser encontrado na bactéria (ROBERTS, 1996).

Isolamento de Salmonella entérica sorotipo Typhimurium DT1004 tornou-se o
mais comum recentemente em ambos, humanos e animais, e os isolados tém sido
geneticamente caracterizados. Muitos dos isolados sdo multidrogas resistentes e
carregam integrons de classe 1 contendo uma variedade de genes diferentes de
resisténcia a antibioticos incluindo esses codificando resisténcia a tetraciclina
(HOSEK et al., 1997; MULVERY et al., 1999;THRELFALL et al., 1994).
Recentemente no Canada, 10 humanos e 8 animais isolados carregavam o gene tet
(G), junto com este conferindo resisténcia para outros antibioticos: ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, espectromicina, e sulfonamida. Um isolado humano
carregava o gene tet (A), e trés carregando tet (B) no lugar de tet (G) (CHOPRA,
2001).

A tetraciclina e suas bactérias resistentes entram no ambiente aquatico
através de aguas residuais e através de origens agricolas. No entanto, ndo é claro
qual o mecanismo responsavel pelo relativo aumento de densidade de resisténcia
bacteriana observado em ambientes aquaticos (HELLWEGER et al., 2011).

A distribuicdo dos genes tet (M) em ambientes terrestres tem sido estudada
recentemente. Estudos mostraram a distribuicdo dos genes tet (M) em areas de
aquicultura costeira e de sedimentos no rio Mekong, no Vietna. Nessas regifes
varios gendtipos do gene tet (M) sdo conhecidos por ocorrer tanto em patégenos
humanos como em animais. O gene tet (M) é conhecido por associar elementos
genéticos moveis, como plasmideos, transposons, transposons conjugativos e,
integrons. Isso permite que tet (M) se distribua facilmente de uma espécie para outra
(RAHMA et al., 2008) .

Sabe-se que bactérias resistentes a drogas ocorrem mesmo em ambientes
sem contaminacédo da droga, sugerindo que o ambiente ndo poluido também pode
conter reservatorios escondidos do gene de resisténcia a Tetraciclina. Em uma

pesquisa foi examinada a potencial presenca e distribuicdo de bactérias resistentes
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a Tetraciclina e do gene tet (M) em sedimentos marinhos nas areas costeiras do
Japdo. O tet (M) presente nas bactérias foi classificado pela analise do gene 16S
rRNA. Seqiéncia de aiminoacidos do tet (M) também foi analisada, indicando dois
tipos de tet (M) nos isolados. Ainda € pouco conhecida a presenca de genes de
resisténcia a antimicrobianos em ambientes marinhos (RAHMA et al., 2008).

Vérios estudos tém sugerido que o aumento do uso de antibiticos tem
promovido a disseminacdo de bactérias resistentes aos antibidticos e genes de
resisténcia no ambiente natural localizado. Entretanto, a deteccdo de bactérias
resistentes também foi observado em ambientes aparentemente distantes de
qualguer contaminacgdo. Este estudo analisou a ocorréncia de bactérias resistentes a
Tetraciclina e tet (M) em sedimentos marinhos coletados em duas regifes costeiras:
na Baia de Téquio e na Baia de Sagami, e no largo litoral do Japao. Os resultados
mostraram a presenca de bactérias resistentes a Tetraciclina no litoral, nas amostras
de sedimentos marinhos. Um grande numero de bactérias resistentes a Tetraciclina
foi encontrado em amostras de sedimentos, sob condi¢cdo de cultivo aerdbio. No
entanto, a taxa de ocorréncia de bactérias resistentes a Tetraciclina variou entre as
diferentes estacdes, onde as caracteristicas dos sedimentos devem ser diferentes
(RAHMA et al., 2008).

Surpreendentemente, a prevaléncia de bactérias resistentes a Tetraciclina no
Oceano pacifico aberto foi maior que na Baia de Toéquio. Sizemore e Colwell
detectaram bactérias resistentes a antibioticos incluindo a Tetraciclina na agua do
mar coletada no Oceano Atlantico e observaram que a percentagem de bactérias
resistentes foi maior nas amostras coletadas mais distantes da costa do que das
coletadas de regides mais proximas. Eles também indicaram a ocorréncia de
bactérias resistentes a antibidticos em ambientes marinhos que apresentavam
efluentes de esgoto. E provavel que os ambientes marinhos sejam os grandes
receptores de esgoto ou efluente doméstico. Varios estudos observaram bactérias
resistentes a antibioticos em amostras de estacbes de tratamento de esgotos,
indicando uma fonte primaria para ocorréncia de bactérias de resisténcia a
antibioticos em ambientes marinhos (RAHMA et al., 2008). Cheee-Sanford et al.
(2001) observaram que residuos fecais de animais de fazenda podem ser uma
grande fonte de bactérias resistentes a antibiéticos para varios ambientes.

Rahma et al. (2008) mostrou que 21-96% das bactérias resistentes a

Tetraciclina de suas amostras possuiam o gene tet (M), sugerindo que tet (M)
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apresenta uma contribuicdo significativa para o mecanismo de resisténcia a
Tetraciclina em bactérias ambientais. A taxa de tet (M) foi quase a mesma entre os
isolados de placas de cultura com alta e baixa concentracdo de Tetraciclina,
sugerindo que o gene tet (M) esta presente independente do nivel de resisténcia a
Tetraciclina. Aarestrup et al. (2005) relataram que o gene tet (M) tem sido detectado
em 95% dos Enterococcus faecalis que sdo de humanos ou de origem animal,
sugerindo o relacionamento entre 0 uso da droga em animais e humanos e a alta
ocorréncia de resisténcia a droga.

Os genes tet(K) e tet(L) sdo amplamente distribuidos entre as espécies de
bactérias gram-positivas associadas com seres humanos, animais e solo, e foram
encontrados em Mycobacterium, Nocardia e Streptomyces spp. (CHOPRA, 2001).

Um estudo feito por Werckenthin et al.(2002) examinou a resisténcia de
populacdes de E. coli de 67 bezerros hospitalizados, ambos antes e depois da
hospitalizagdo (com ou sem terapia antimicrobiana) de 1998 a 2000 em Bavaria.
Resisténcia para tetraciclina, ampicilina, sulfonamida-trimetoprim, e cloranfenicol foi
observado em mais de 80% de todos os testes isolados. No entanto, um significante
aumento ou diminuicdo de resisténcia ao longo dos anos néo foi observado. Analise
de dados obtidos de bezerros hospitalizados mostrou um aumento de resisténcia
para alguns antimicrobianos correlacionados com o uso dessas drogas na clinica
(WERCKENTHIN et al., 2002).

As tetraciclinas sdo usadas extensivamente para terapia em infeccdes de
aves domésticas em alguns paises como no caso do Reino Unido. L4, portanto, é
preocupante a resisténcia a tetraciclina em C. Jejuni, em que a resisténcia é
normalmente carreada por um plasmideo com o gene tet (O). A resisténcia a
tetraciclina em C. Jejuni tem sido relatada de 99,5% em um estudo no US e menos
de 0,3% na Islandia. Varios estudos sobre resisténcia antimicrobiana em isolados de
aves domeésticas tém sido conduzidos na lIslandia, um pais em que agentes

antimicrobianos nédo sao usados na producao de aves (Gyles, 2008).

9.1 — MOBILIDADE DOS GENES TET PARA TRANSFERENCIA DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA ENTRE BACTERIAS

Os genes tet sdo encontrados na maioria dos isolados bacterianos de

humanos, animais e no ambiente. A maioria dos genes tet estd associada com
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conjugativos ou elementos mobilizaveis, que podem parcialmente explicar sua
distribuicAo entre espécies bacterianas (BARDEN et al., 1994; MENDEZ,
1980;RECCHIA, 1995). Os genes tet de bomba de efluxo de gram-negativas sao
encontrados em transposons inseridos dentro de diversos grupos de plasmideos de
uma variedade de grupos incompativeis (JONES et al., 1992;MENDEZ, 1980).
Genes de bomba de efluxo de gram-positivas sdo associados com pequenos
plasmideos (SCHWARZ et al., 1992; SCHWARZ et al., 1998). Os genes tet (S) e tet
(O) de protecao ribossomal podem ser encontrados em plasmideos conjugativos, ou
em cromossomos, onde eles ndo se movem sozinhos (LUNA, 1999). Os genes tet
(M) e tet (Q) sédo geralmente associados com elementos conjugativos
cromossomais, que codifica sua propria transferéncia. Esses transposons
conjugativos transferem plasmideos moveis para outros isolados e espécies
(BROWN, 1987; CLEWELL, 1995; LI, 1995; MANGANELLI, 1995; NEEDHAM et al.,
1994; SHOWSH, 1992).

Os genes tet (E) diferem de tet (A), tet (B), tet (C), e tet (D), pois estes estado
associados a plasmideos grandes que nao sdo moveis nem conjugativos
(DePAOLA, 1995; SORUM, 1992). Isso pode explicar as distribui¢cdes limitadas e a
predominéncia em ambientes aquaticos e prevaléncia em sedimentos marinhos
poluidos. O gene tet (E) tem sido também recentemente associado com o
cromossomo (LEE et al., 1993). Jones et al. (1992) encontrou uma correlagéo entre
o grupo de incompatibilidade de plasmideo e 0s genes tet particulares carreados
pelo plasmideo. Eles sugerem que alguns dos genes tet podem ter comecado
geneticamente a se ligar a incompatibilidades especificas e/ou a genes de replicacao
e assim a distribuicdo desses genes pode refletir a ocorréncia de grupos particulares
de incompatibilidade em géneros ou espécies particulares. Essa hipotese ndo tem
sido completamente examinada, e essa relagdo nao foi mostrada em estudos
anteriores (MENDEZ et al., 1980).

Os genes tet (A), tet (B), tet (C), tet (D), tet (E), tet(G), tet(H), tet(l), tet (J), tet
(Y) sdo encontrados exclusivamente em géneros gram-negativo. A maioria desses
géneros pertence ao grupo entérico facultativo. O gene tet (B) tem a mais ampla
gama de hospedeiros entre espécies gram-negativas e tem sido identificado em
diversos espécies. O gene tet (B) € encontrado em plasmideos conjugativos em
Actinobacillus e Haemophilus (ROE et al., 1995), e recentemente tem sido mostrado

transferéncias de plasmideo carreador de tet (B) em Actinobacillus
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Actimonycetemcomitans para H. Influenzae (ROE et al., 1995).

O gene tet (B) ndo é movel em pequeno numero de Moraxella e Treponema
examinada em isolados, mas isso deveria ser interessante para determinar se quer
Actinobacillus actinomycetemcomitans ou Haemophilus spp. Pode transferir genes
tet (B) dentro desse género e se 0s transconjugantivos podem em seguida transferir
0 gene tet (B) (CHOPRA, 2001).

Das espécies que carregam o0 gene tet (M), algumas possuem elementos
conjugativos completos, como Veibonella parvula e Fusobacterium nucleatum, que
sdo moveis, enquanto outras espécies, Haemophilus ducreyi, tem elementos
conjugativos completos dentro de plasmideos conjugativos (ROBERTS, 1990).
Outras espécies carregam elementos nao conjugativos incompletos no cromossomo,
como Neisseria spp. E a maioria das Listeria innocua e Gardnarella vaginalis spp.,
ou elementos incompletos em plasmideos conjugativos, como N. Gonorrhoeae
(CHOPRA, 2001).

A maioria dos isolados de bactérias gram-negativas descritas na literatura
carregam um simples tipo de gene tet, embora isso possa ocorrer em plasmideos
multiplos. Isso foi evidente em estudos mais recentes sobre distribuicdo de genes
tet, quando foi encontrado que somente 3,5%_dos coliformes fermentadores de
lactose carreavam dois genes diferentes de tet. Resultados similares tém sido
encontrado em isolados bacterianos de peixe e seu ambiente, em Shigella spp.
Isolada no México, e em S. Enterica sorovar Typhimurium isolada na Africa. De fato,
somente estudos onde grande numero de espécies de gram-negativas sdo relatadas
para carrear mais que um simples gene tet foi um estudo recente de sedimento
marinhos poluidos. Nesse estudo, 26% dos isolados resistentes a tetraciclina
carregavam os genes tet (D) e tet (E) (CHOPRA, 2001).

O género de bactérias gram-negativas anaerbbicas e algumas gram-

negativas nao entéricas como Neisseria, Eikenelle; e Kingella, mais comumente ou
exclusivamente carregam genes de protecéo ribossomal (CHOPRA, 2001).
Foram relatados que oito géneros de gram-negativas carregam o gene tet (M), sete
carregam o gene tet (Q), cinco o gene tet (W), dois o tet (O), dois o tet (K), e um os
genes tet (H), tet (1), tet (J), tet (Y). Baseado em estudos sobre regulacdo de genes
constatou-se que os genes tet (K), tet (L), tet (M), tet (O), tet (P), tet (S), tet (T), tet
(Q), tet (W) e talvez o gene tet (Z) sdo entendidos como originados de bactérias
gram-positivas (CHOPRA, 2001).
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O gene tet (M) junto com tet (K) sdo os mais comuns genes que conferem
resisténcia a tetraciclina em Staphylococcus aureus. Tet (M) € amplamente
distribuido entre ambas bactérias gram-positivas e gram-negativas e ele tem sido
encontrado em 59 géneros. Essa probabilidade é devido a associacao de tet (M)
com integrativos e transposons conjugativos, facilitando a transferéncia.
Particularmente em streptococci e enterococci gram-positivos, tet (M) tem sido
encontrado associado com Tn916/Tn1545 transposons conjugativos que formam as
bases da familia de transposons conjugativos que tem uma ampla gama de
hospedeiros (VRIES et al., 2009).

Um limitado ndmero de estudos relativo a diversidade do gene tet (M) tem
sido realizado. Em estreptococci e enterococci tet (M)tem sido encontrado
principlamente em Tn916/Tn1545 transposons conjugativos, assim como dois
diferentes tipos de alelos de tet (M) de Lactobacillus foram encontrados localizados
principalmente em plasmideos (VRIES et al., 2009). Recentemente, Agerso et al.
(2006) mostrou a correlacdo entre a diversidade de sequéncia de DNA de tet (M) e
sua presenca em Tn916, Tn5397 ou em plasmideos de enterococci de diferentes

fontes em Denmark.
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10. CENARIO ATUAL SOBRE A RESISTENCIA A TETRACICLINA

As tetraciclinas sdo importantes agentes antimicrobianos que combatem
doencas infecciosas desde sua descoberta. Com seu uso generalizado, emergiu 0s
mecanismos de resisténcia a tetraciclina e perceberam-se a necessidade de se criar
novos derivados que tenha acdo contra as cepas bacterianas resistentes. A semi
sintese tem levado para segunda e terceira geracdo dos derivados de tetraciclina
com reforco da atividade antibidtica e das propriedades farmacologicas. Recentes
avancos nos estudos sobre a via Biosintética da tetraciclina podem abrir portas
ampliando o leque de derivados de tetraciclina e recursos analogos que sao de dificil
acesso pela quimica sintética (LAUREN, 2009).

A familia das tetraciclinas tém rendido um grande numero de variantes
modificados biossinteticamente e quimicamente, varios dos quais tem sido
encontrado em valiosos compostos farmacolégicos. A grande maioria desses
variantes sdo semi sintéticos derivados. A sintese total tem sido alcancada pela
oxytetraciclina em 1979. Mais recentemente foi desenvolvido um método facil de
sintetizacdo de tetraciclina e relatou compostos de pentaciclina (CHAREST et al.,
2005). No entanto, abordagens de biossintese/fermentacdo continuam sendo os
mais rentaveis meétodos de producdo em larga escala de tetraciclina.
Adicionalmente, com o aumento do conhecimento sobre os genes de tetraciclina e
as vias de biossintese, a engenharia de biossintese —emergiu como uma nova
ferramenta para gerar analogos que podem ser inacessiveis usando somente
quimica sintética. A importancia clinica das tetraciclinas e sua gama de atividades
biolégicas fornecem poderosa motivacdo para utilizacdo da engenharia metabdlica
para a meta de desenvolver analogos de tetraciclina superiores (LAUREN, 2009).

A rapidez de um patogeno adquirir resisténcia a tetraciclina depende de um
namero de fatores, muitos dos quais sdo mal definidos. O uso de tetraciclina € muito
mais amplo do que a 20-30 anos atras. O papel do antibiético na producdo de
alimentos e no impacto dessa resisténcia bacteriana em patégenos humanos tem
sido um topico de consideravel interesse. Talvez a maior preocupacédo a longo prazo
seja 0 uso subterapéutico da tetraciclina em tratamentos de condi¢cdes né&o

infecciosas. O uso a longo prazo de sub-doses coloca significante pressao seletiva



em bactérias carregadas por seus hospedeiros e no ambiente onde o hospedeiro
comecou a ser tratado. Uma hip6tese pode ser que a tetraciclina sera usada cada
vez mais contra protozoarios parasita de doencas e talvez em doencas de outros
parasitas no futuro. Se nada for feito, a utilidade de tetraciclina como um agente
antibacteriano fica limitada ao aumento de resisténcia bacteriana. (ROBERTS,
2003).



45

11. CONSIDERACOES FINAIS

Através de estudos tem se observado um numero crescente de
microrganismos resistentes a tetraciclina. As causas ainda ndo séo totalmente
definidas, existem apenas evidéncias e ainda ndo ha comprovacao cientifica que
possa confirmar plenamente os motivos da presenca de organismos resistentes a
antimicrobianos.

Na presente revisdo pode-se observar que uma variedade de regides do
planeta apresenta genes resistentes a tetraciclina em bactérias, e cada vez mais,
estudos detectam esses genes distribuidos ao longo dos continentes. Isso leva a
acreditar que esses genes de resisténcia estdo por toda a parte e pode-se
questionar se estes ja estavam presentes ha muitos anos ou se vieram com 0 USO
indiscriminado e extensivo desse antibiotico.

Alternar o uso de tetraciclina na saude humana e animal, bem como nos
animais de producdo pode ser necessario, se quisermos continuar a utilizar esta
classe de antimicrobianos de amplo espectro neste século (CHOPRA, 2001).

Como j& colocado neste trabalho, talvez no futuro a tetraciclina seja utilizada
somente contra protozodrios, porém esta é uma questéo ainda obscura. Pois ndo se
sabe o suficiente sobre a acdo dessa classe de antibioticos nesses microrganismos.

Uma importante ferramenta de prevencédo do desenvolvimento de resisténcia
a antimicrobianos pode ser encontrada nos antibiogramas, que quando utilizados
podem auxiliar na escolha do melhor tratamento para determinada infeccao
microbiana e talvez ajudar a evitar um aumento no numero de microrganismos
resistentes a antibiéticos.

Seria interessante desenvolver um controle mundial sobre a utilizacdo de

antimicrobianos de forma coerente e correta.
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