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RESUMO

Balsalobre LC. Resisténcia a tetraciclinas em isolados clinicos e ambientais de Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae ¢ Aeromonas spp.: identificagdo e mapeamento do ambiente
genético de genes tet [Tese de Doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de Saude Publica da
USP; 2014.

Introducio. A resisténcia bacteriana a antibioticos € aceita como um dos maiores problemas de
saude publica. As tetraciclinas sdo antibioticos de amplo espectro, ¢ apds seu uso
indiscriminado observou-se o surgimento de bactérias resistentes, levando médicos e
veterinarios a diminuirem seu uso. Objetivos. Verificar o perfil de sensibilidade a tetraciclinas
em isolados clinicos e ambientais de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ¢ Aeromonas
spp., bem como pesquisar os principais genes fet associados a resisténcia a esta classe de
antibioticos e determinar a potencial forma de disseminacdo destes genes através da
caracterizacdo de seu ambiente genético. Material e Métodos. Os perfis de sensibilidade a
tetraciclina (TET), doxiciclina (DOX), minociclina (MIN) e tigeciclina (TGC) de 572 isolados
foram obtidos através das técnicas de Disco-Difusdo e Concentragao Inibitéria Minima. Os
isolados nao-sensiveis a tetraciclina foram submetidos a reagdes de PCR para pesquisa de
grupos Inc, genes fet e para a caracterizagdo de seu ambiente genético pela pesquisa das
integrases de classes 1, 2, 3 ¢ 4, ¢ dos elementos genéticos méveis Tnl721, 1S26, Tnl0 e
ISASS. Perfis de similaridade genética dos isolados foram obtidos através das técnicas de
ERIC-PCR e PFGE. Apds analise destes resultados 33 cepas foram selecionadas para as
técnicas de S1-PFGE e transformagdo. Resultados. A partir dos 572 isolados 18,5% foram
resistentes a TET, 13,5% a DOX, 8% a MIN e nenhum a TGC. Vinte e dois por cento dos
isolados clinicos e 16,3% ambientais foram resistentes & TET. Os genes codificadores de
bomba de efluxo fet(A), tet(B), tet(C), tet(D) e tet(E), foram observados em 25,5%, 33%,
6,5%, 18,9% e 23,5% dos isolados, respectivamente. Noventa e cinco por cento, 100%, 100% e
4,5% das cepas carreando o gene tef(A), tet(B), tet(D) e tet(E), foram ndo-sensiveis a DOX,
nesta ordem. Resisténcia a MIN foi observada em 4,2%, 78,8% e 100% dos isolados carreando
tet(A), tet(B) e tet(D), respectivamente. O gene fet(A) estava associado a Tnl721, tet(B) a Tnl0
e tet(C) e tet(D) a IS26. Nenhuma das integrases pesquisadas estavam associadas aos genes tet
detectados. Os grupos IncF, IncFIB e IncA/C foram observados em 54,8%, 41,1% e 28,7% dos
isolados, respectivamente. Uma cepa de Aeromonas spp. carreava um plasmidio do grupo IncP.
Através dos perfis de similaridade genética foi observado que dentre os isolados hospitalares de
K. pneumoniae houve a ocorréncia de perfis genéticos idénticos, no entanto nos demais
isolados do estudo os perfis genéticos observados eram distintos. Das 33 cepas selecionadas
para os experimentos de linearizacdo plasmidial e de transformacgdo, 8 foram transformadas
com sucesso, nas quais foi observada a presenca dos genes fef em plasmidios. Conclusdes.
Uma baixa porcentagem de resisténcia a TET foi detectada. Verificou-se que a TGC foi a
tetraciclina mais ativa, seguida da MIN. Os genes fef(A) ¢ tet(B) foram os mais prevalentes.
Todas as cepas carreando tet(B) e tet(D) foram nao-sensiveis a DOX e MIN. Plasmidios dos
grupos IncF, FIB e A/C foram os mais detectados neste estudo. Os resultados sugerem que os
genes tet(A), (B), (C) e (D) sdo disseminados por meio de plasmidios e estdo associados aos
transposons Tn/721, IS10 e 1S26. Estudos adicionais com isolados mais recentes e outros
géneros bacterianos sdo necessarios, para contribuir com informagdes da resisténcia bacteriana
a tetraciclinas.

Descritores: Saude Publica; Resisténcia antimicrobiana; Transferéncia genética horizontal;
tetraciclinas; Plasmidios; Integrons; Transposons.






ABSTRACT

Balsalobre LC. Tetracycline resistance in clinical and environmental isolates of
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Aeromonas spp.: identification and
mapping of fet genes genetic context [Thesis]. Sdo Paulo (BR): Faculdade de Saude
Publica da USP; 2014.

Introduction. The antibiotic resistance is accepted as one of the major problems for
public health. Tetracyclines are broad spectrum antibiotics, and its indiscriminate use
promoted the emergence of resistant bacteria, leading physicians and veterinarians to
decrease its use. Objectives. Verify the susceptibility of clinical and environmental
isolates of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Aeromonas spp. to tetracyclines,
and also search for the main zer genes associated with resistance to these antibiotics and
determine the potential mechanism of fet genes dissemination by characterizing their
genetic context. Material and Methods. Disk-Diffusion and Minimum Inhibitory
Concentration tests were carried out in 572 isolates using tetracycline (TET),
doxycycline (DOX), minocycline (MIN) and tigecycline (TGC). PCR was carried out in
TET non-susceptible isolates for the detection of Inc groups, fet genes and its genetic
context determination through the search of classes 1, 2, 3, and 4 integrases, and
Tni721, Tnl0, IS26 and ISASS mobile genetic elements. Genetic similarities patterns
were determined by ERIC-PCR and PFGE techniques. After analyzing the results 33
strains were selected for the S1-PFGE and transformation experiments. Results. From
572 isolates, 18.5% were TET-resistant, 13.5% DOX-resistant, 8% MIN-resistant and
none resistant to TGC. Twenty-two per cent and 16.3% of clinical and environmental
isolates were TET-resistant, in that order. Genes tet(A), tet(B), tet(C), tet(D) and tet(E),
coding for efflux pump mechanism, were found in 25.5%, 33%, 6.5%, 18.9% and 23.5%
of the isolates, respectively. Ninety-five per cent, 100%, 100% and 4.5% of the isolates
carrying tet(A), tet(B), tet(D) and tet(E) were non-susceptible to DOX, respectively.
Resistance to MIN was observed in 4.2%, 78.8% and 100% of isolates carrying tet(A),
tet(B) and tet(D), in that order. The gene tet(A) was associated with Tn/721, tet(B) with
Tnl0, and tet(C) and (D) with IS26. None of the searched integrases were associated
with the zer genes detected. Groups IncF, IncFIB and IncA/C were respectively observed
in 54.8%, 41.1% and 28.7% of the isolates. One Aeromonas spp. was carrying an IncP
plasmid. The genetic similarities patterns demonstrated that there were identical genetic
patterns among the hospital K. pneumoniae isolates, however all the remaining isolates
possessed distinct genetic patterns. Of the 33 strains selected for plasmid linearization
and transformation experiments, 8 were successfully transformed, in which the presence
of tet genes in plasmids were observed. Conclusions. A low level of tetracycline
resistance was detected. TGC was the most active tested antibiotic, followed by MIN.
Genes fef(A) and fet(B) were the most prevalent among the isolates. All strains carrying
tet(B) and fet(D) were non-susceptible to DOX and MIN. Groups IncF, IncFIB and
IncA/C were the most detected in this study. The results suggest that fe#(A), (B), (C) and
(D) are disseminated by plasmids and are associated with Tn/727, Tn/0 and IS26.
Additional studies assembling recent isolates and other genera are necessary in order to
contribute with information about the bacteria resistance to tetracyclines.

Descriptors: Public Health; Antimicrobial resistance; Horizontal gene transfer;
tetracyclines; Plasmids; Integrons; Transposons.
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1. INTRODUCAO
Crise na Saude Publica

“ O que vocé faz quando se depara com uma infec¢do em um paciente muito
doente, e vocé recebe um relatorio do laboratorio e todos os antibidticos estdo
listados como resistentes?” perguntado ao Dr. Fred Tenover do Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC). “ Este ¢ o comego da maior crise na area da saude

publica”.

1.1.  Consideragoes gerais

O ecossistema microbiano ¢ extremamente competitivo. As bactérias se
utilizam de substancias quimicas produzidas por elas mesmas ¢ que fazem parte de
seu metabolismo, para se sobressairem umas sobre as outras nesta competigao.
Baseando-se nestas substancias, ap6s um longo caminho percorrido, os humanos
foram capazes de desenvolver compostos quimicos para curar diversos tipos de

doengas infecciosas (BENNET e CHUNG, 2001; NIGAM et al., 2014).

Atualmente mais de 100 tipos diferentes de antibidticos foram descobertos e
apesar da relevante quantidade de medicamentos que podem combater infecg¢des, a
existéncia da resisténcia bacteriana a estas drogas tornou-se um desafio para
pesquisadores, médicos e at¢ mesmo a populacdo (LIVERMORE, 2004; DONG et

al., 2007).

A resisténcia bacteriana nao ¢ um fendmeno novo em nossa sociedade. Desde
o inicio do uso de antibidticos na medicina terapéutica, o sistema de saiude ¢
desafiado por esta problematica (BARBOSA e LEVI, 2000; THOMAS, 2009). Esta

situacdo nao esta representada somente em uma area; mas envolve um diverso grupo
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de setores no ambitos: politico, econdmico, bioldgico, social e ecolodgico, os quais
podem ser atingidos por consequéncias desconhecidas e sem solucdo imediata

(BALSALOBRE et al., 2014).

A ocorréncia da resisténcia a penicilina ocorreu nos anos 40, logo ap6s o uso
do antibidtico em larga escala. Médicos, farmacéuticos e microbiologistas
acompanharam a ascensdo da resisténcia bacteriana até a metade dos anos 80,
quando a situagcdo global passou a ser tratada como um problema e ameaca
crescentes e permanentes para o sistema de Satde Publica (EDGAR et al., 2009;

THOMAS, 2009; WIESCH et al., 2011).

A historia das infec¢des bacterianas pode ser dividida em trés eras: a era pré-
antibioticos, a era dos antibioticos e a era da ascensdo da resisténcia bacteriana. O
aumento da resisténcia no mundo atual criou uma situacdo arriscada e um dilema
para os médicos no tratamento de seus pacientes. Quando deparado com uma
infecgdo bacteriana o clinico tem a opgao de preservar os antibioticos mais eficazes
como ultimo recurso para a terapia na expectativa de conseguir tratar a infec¢do no
momento em que 0s microrganismos estdo mais suscetiveis. No entanto corre-se o
risco destas bactérias ja possuirem os mecanismos para se tornarem resistentes a
estas drogas (SIEGEL, 2008; GOTTLIEB e NIMMO, 2011). Sendo assim, na ultima
década o aumento da resisténcia bacteriana a antibioticos causou um drastico
impacto nas opgdes terapéuticas dos tratamentos de infegdes comunitdrias e

nosocomiais adquiridas (RICE, 2009; SVARA e RANKIN, 2011).

O retorno a era pré-antibidtico pode tornar-se rapidamente uma realidade em

muitas partes do mundo (SOULI et al., 2008; GIAMARELLOU, 2010), o que
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evidencia que estamos entrando em uma era onde os beneficios que os antibidticos
irdo trazer serao menores. Portanto nunca foi tdo importante conhecer os detalhes de
mecanismos ¢ rotas de resisténcia, para que os tratamentos, as praticas, o
monitoramento e as pesquisas possam se utilizar destas informagdes para adaptagao
ao novo ¢ proximo cenario, minimizando o aumento da resisténcia no futuro

(BALSALOBRE et al., 2014).

A introducdo de cada nova classe de antibidticos foi seguida pelo
aparecimento da resisténcia aquela e outras classes de agentes antimicrobianos e em
muitos casos 0s organismos presentes no ambiente j4 possuem resisténcia aos
antibioticos antes dos mesmos serem aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration), deixando os pacientes vulneraveis a infec¢des intrataveis pelos
antibioticos disponiveis (BUSH, 2004; SANTOS et al., 2008; KOUYOS et al. 2011)

(Figura 1 e Quadro 1).

Década de introducdo de cada antibiotico na pratica clinica

Aminoglicosideos
. Quinolonas
LCIoranfenlcol [ Oxazolidinona J

Penicilina Tetraciclina Glicopeptideos W]

Macrolideos Trimetropim

| 1940s H 1950s ‘ 1960s ‘ 1570s ‘ 1980s ‘ 1990s 2000s ‘

Tetraciclina [ Trimetropim J

] i i Lipopeptideos

Macrolideos ] Quinolonas Glicopeptideos M
. . ) . . Oxazolidinona

[ Aminoglicosideos ] [ Cloranfenicol ]

Primeiro relato de resisténcia ao antibiotico

Penicilina ]

Figura 1. Esquema sobre a introdu¢do dos antibioticos na pratica clinica (parte
superior) e a década em que o primeiro relato de resisténcia foi divulgado (parte
inferior) (adaptado de: HOGBERG et al., 2010).
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Quadro 1. Observa-se o rapido desenvolvimento da resisténcia aos antibiodticos
introduzidos na pratica clinica comparados com o ano de aprovagdo pelo FDA (Food
Drug Administration) (adaptado de: BUSH, 2004).

Antibidtico Ano de aprovagdo pelo FDA Primeiro relato de resisténcia
Penicilina 1943 1940
Estreptomicina 1947 1947
Tetraciclina 1952 1956
Meticilina 1960 1961
Acido Nalidixico 1964 1966
Gentamicina 1967 1969
Vancomicina 1972 1987

Cefotaxima 1981 1981 {ﬁ;n;g;: {[?E-El’zcit)amase)

Linezolida 2000 1999

O aumento da resisténcia e multi-resisténcia em cepas bacterianas tornou-se
um problema global para os sistemas de saude (HOGBERG et al., 2010; MUNIR e
XAGORARAKI, 2011). Do ponto de vista econdmico, as infecgdes causadas por
organismos multirresistentes s3o uma preocupacao constante. O impacto econdmico
das escolhas de antibidticos em infe¢des causadas por organismos multirresistentes é
um problema em crescimento, uma vez que muitas pesquisas documentam o alto
custo extra para o sistema de saude e procuram destacar para o cuidado na prescri¢ao
de antibidticos e para a procura por informagdes em antigas ¢ novas drogas € a sua

eficacia (CUNHA, 2006; WILKE, 2010).

Sabe-se que cepas bacterianas multirresistentes frequentemente causam
maiores danos ao paciente infectado quando comparadas a cepas suscetiveis ou

resistentes a poucos antibidticos. Estes dados podem ser observados em infecgdes
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causadas por bactérias como Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, entre outros. A razdo para resultados
insatisfatorios ndo esta necessariamente ligada ao perfil de viruléncia da cepa, mas
sim a terapé€utica antibiotica inicial administrada nestes pacientes e ao quadro geral

clinico do paciente hospitalizado (ISTURIZ, 2010).

1.2. Antibidticos e o panorama atual

A utilizagdo de antibidticos ¢ uma das intervengdes médicas mais importantes
na historia mundial com relagdo a reducdo da morbidade ¢ mortalidade.

(ANDERSSON e HUGHES, 2010; BLAZQUEZ et al., 2012).

Sempre que uma droga ¢ prescrita a um paciente uma pressio de
sobrevivéncia atinge a comunidade bacteriana daquele paciente, sendo esta
comunidade a causa da infecdo ou ndo. Este evento leva a um processo evolucionario
caracterizado pela competicdo entre cepas resistentes e  suscetiveis,
consequentemente favorecendo a selecdo de bactérias resistentes aos antibioticos.
Estes processos podem ocorrer naturalmente em pacientes, em populagdes

assintomaticas ou no ambiente (WIESCH et al., 2011).

A resisténcia aos antibidticos atualmente disponiveis vem aumentando em um
nivel alarmante. Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos para o tratamento de sérias infec¢des bacterianas vem decaindo.
Como resultado do aumento e disseminagdo da resisténcia em muitas espécies
bacterianas, a descoberta de novas drogas tornou-se uma das prioridades no cenario
mundial da resisténcia antimicrobiana. No entanto muitas companhias farmacéuticas

abandonaram ou diminuiram os programas de desenvolvimento para novos
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antibioticos (BUSH, 2004; PANKEY, 2005; HOGBERG et al., 2010; BONELLI et

al., 2014).

O mundo acompanha a adaptacdo bacteriana contra antigas e novas drogas, e
repetitivamente sdo vivenciadas crises nas politicas de saude, que afetam o governo,
comités hospitalares, companhias farmacéuticas, pesquisadores e a populacao, os
quais frequentemente se deparam com dificuldades em promover avangos nos

tratamentos de infecgdes por cepas multirresistentes (BALSALOBRE et al., 2014).

O panorama atual no cendrio da resisténcia a antibidticos destaca-se como
extremamente preocupante quando alguns estudos consideram alternativas para o
tratamento de doencas infecciosas em uma situacdo na qual os antibidticos tornam-se
obsoletos perante a resisténcia. Alternativas como terapia com fagos, bacteriocinas e
atividades antibacterianas de drogas que ndo sejam antibidticos estdo sendo

estudadas com o objetivo de obter opgdes terapéuticas (NIGAM et al., 2014).

A situacdo em paises em desenvolvimento também deve ser considerada.
Nestes paises a gravidade dos problemas ¢ elevada, considerando que a populagao
dos mesmos possui qualidade de vida e condigdes de infra-estrutura sanitaria
diferentes, vivendo em aglomerados ou locais precéarios para habitagdo e estdo

frequentemente mais suscetiveis a infec¢des (BONELLI et al., 2014).

As razdes para o aumento da resisténcia antimicrobiana sdo complexas, mas
através de estudos tornou-se evidente que o uso excessivo de antibidticos esta ligado
ao aumento e a selecdo da resisténcia (HUTTNER et al., 2010). Mas apesar do
dogma estabelecido hé alguns anos, o aumento e a disseminagdo da resisténcia nao

sao somente causados ou restritos a hospitais € ao uso excessivo de antibidticos.
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Bactérias resistentes presentes em esgoto, agua, alimentos, solo e outros
ambientes, demonstram a participagdo da pressao ambiental em cepas bacterianas. A
associacao destas informagdes com a presenga de antibioticos no ambiente, € seu uso
na terapia veterindria e agricultura levaram pesquisadores do mundo a expandirem

seus estudos para outros ambientes além do clinico (BALSALOBRE et al., 2014).

A presenca de genes de resisténcia ¢ frequentemente associada com a reducao
do desempenho da bactéria perante suas funcdes gerais e de metabolismo acarretando
uma maior utiliza¢do de energia para manutencdo destas e novas func¢des. Portanto,
tem sido proposto que a reducao no uso de antibioticos beneficiaria cepas sensiveis,
as quais teriam melhor desempenho, permitindo com o tempo que estas cepas
estivessem em maior numero que as cepas resistentes. Estudos experimentais apéiam
este conceito, mas outros processos como a evolucdo e a sele¢do genética
desaprovam o conceito ¢ demonstram que ¢ muito mais complexo reverter a
resisténcia a antibidticos (ANDERSSON e HUGHES, 2010; PERRY ¢ WRIGHT

2013).

Baseando-se nas informagdes anteriores, o uso racional de antibidticos em
praticas clinicas, no ambiente e em procedimentos da satde ainda ¢ a melhor forma
de impedir o aumento e a disseminagdo da resisténcia bacteriana. A coleta de
informagdes, pesquisas inovadoras e trocas de dados entre centros de pesquisas,
médicos, enfermeiros e qualquer profissional desta area da satide sdo fundamentais
para amenizar os efeitos da resisténcia bacteriana e as consequéncias trazidas por ela

para a saude da populagao.
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1.3. A resisténcia bacteriana na area da Saude Publica

A historia dos esforgos para controlar patégenos infecciosos mostra um fato
desconcertante: a medida que os antimicrobianos foram sendo utilizados por
periodos prolongados, a resisténcia bacteriana evoluiu. Essa resisténcia diminuiu
substancialmente nossa habilidade de controlar muitas doengas importantes, com
prejuizos ndo s6 econdmicos, mas também sociais para a Saude Publica (MUNIR e

XAGORARAKI, 2011; WIESCH et al., 2011).

A resisténcia bacteriana a antibidticos, um processo que mundialmente
conheceu um rapido e descontrolado crescimento nas ultimas duas décadas, ¢ aceito
hoje como um dos maiores problemas de Saude Publica (COCULESCU, 2009;
EDGAR et al., 2009; HOGBERG et al., 2010; HUTTNER et al., 2010; KUREK et

al., 2011; SVARA e RANKIN, 2011).

Orgdos de saude reconhecidos mundialmente como a Organizagdo Mundial
da Saide (OMS) e o CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
disponibilizam documentos atualizados sobre a situacdo da resisténcia bacteriana no
mundo. A OMS defende que determinar o escopo da problematica ¢ essencial para
formular e monitorar uma resposta efetiva dentro do panorama da resisténcia
bacteriana. Relatorios elaborados em colaboragdo por diversos profissionais e
organizagdes fornecem informacgdes mais precisas sobre a dimensdo da resisténcia

bacteriana e o estado atual da vigilancia global (WHO, 2014).

O impacto que a resisténcia bacteriana pode causar depende do nivel de
resisténcia da bactéria, o sitio de infec¢do, a disponibilidade de terapias efetivas € o

quadro clinico geral do paciente (RICE, 2009; ISTURIZ, 2010). O aumento da
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resisténcia consequentemente manifesta o aumento da infeccdo ou a sintomatologia
clinica prolongada, o aumento no nimero de dias de hospitalizacdo, e ndo menos
importante, o aumento exorbitante de custos na area da saude (COCULESCU, 2009;

WILKE, 2010).

O combate a resisténcia bacteriana deve ser liderado por cientistas biologicos,
no entanto cientistas sociais desempenham um importante papel nos aspectos
comportamentais do problema. Ambos, pacientes e profissionais da saude, devem
estar cientes de que o aumento da resisténcia bacteriana ¢ em parte causada por
comportamentos inapropriados em relagdo a diversos fatores como, por exemplo, o
seguimento da terapia médica pelo paciente, a automedicagdo, a prescricdo da droga,
a adesdo as medidas preventivas e de controle de infe¢des, entre outros (EDGAR et

al., 2009; HUTTNER et al., 2010; SHRANK et al., 2010).

Muitas praticas de controle de infecgdes, saude publica ¢ melhoria da
qualidade da satde, foram descritas ao longo dos anos. Campanhas nacionais ¢
internacionais, vém sendo lancadas para combater, remediar ou minimizar os danos
causados por bactérias resistentes ¢ multirresistentes, no entanto essas intervengdes
requerem um equilibrio entre o direito do individuo e a protecdo da populagdo

(SANTOS et al., 2008; HOGBERG et al., 2010; HUTTNER et al., 2010).

1.4. O papel do ambiente na resisténcia bacteriana

Bactérias resistentes provenientes do ambiente sdo motivo de alarme para
profissionais da area da saude uma vez que estas bactérias podem afetar a satde
humana tanto pela exposi¢do direta dos pacientes ao patdogeno resistente quanto pela

dissemina¢do de determinantes genéticos.
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A presenga de antibioticos € outros poluentes no ambiente também contribui
para a permanéncia de genes relacionados a resisténcia bacteriana (KRUSE e
SORUM, 1994; GONI-URRIZA et al, 2000; HUDDLESTON et al., 2006;
RADHOUANI et al,, 2011) e o fato de determinantes genéticos terem sido
observados em organismos de comunidades de ambientes naturais, aumenta a
preocupacdo sobre o risco que estes reservatorios de resisténcia podem configurar
para a saide humana e ecologica (CHEE-SANFORD et al., 2001; SCHWARTZ et

al., 2003; HENRIQUES et al., 2006; SEYFRIED et al., 2010).

Pesquisas tém estudado a presenca de genes codificadores de resisténcia em
isolados de bactérias de fontes ndo-clinicas, como alimentos e matrizes ambientais, €
solo e dgua de diversas origens. Porém, o papel do ambiente na origem e transmissao
da resisténcia a partir dos alimentos ou pela contaminagdo da 4gua e culturas
agricolas ¢ um tema que ainda necessita de investigagio (MOURA et al., 2007;
PRADO et al., 2008; ANSARI e MALIK, 2009; DROPA et al., 2009; LACHMAYR

et al., 2009; BALSALOBRE et al., 2010).

Sabe-se que a maioria das espécies bacterianas existentes hoje ndo sdo
organismos patogénicos. Estas bactérias interagem com uma variedade de
substancias quimicas no ambiente, produzidas por outras bactérias, fungos, plantas,
animais ¢ at¢é mesmo pelo homem (ZHANG et al.,, 2009; WRIGHT, 2010). E
considerando os problemas ambientais causados por estas substancias, a
disseminagdo, persisténcia e aumento da resisténcia bacteriana estdo diretamente

associados a estes problemas ambientais.
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Organismos resistentes presentes na agua podem representar a resisténcia
intrinseca de populagdes microbianas comuns aquele ambiente. Alternativamente,
podem ser resultados da contamina¢do de fontes humanas como areas agricolas ou
aqiiicultura. A contaminacdo da 4dgua por antibidticos ¢ um problema que tem
aumentado a preocupacdo sobre a ocorréncia e disseminagdo dos genes de resisténcia

(WRIGHT, 2010).

A adaptabilidade genética fornece a bactéria uma consideravel vantagem
sobre a raca humana. Um ambiente poluido e antropicamente afetado contém um
reservatorio de resisténcia, onde uma diversidade de espécies e géneros bacterianos,
mantém, desenvolvem e trocam determinantes genéticos que constituem um risco

para a satide humana e ecologica (BALSALOBRE et al., 2014).

No entanto, existem evidéncias de que bactérias autdctones ambientais
carreavam certos genes de resisténcia nunca antes detectados em bactérias
patogénicas. Isto pode ser explicado pelo fato de que diversos antibioticos em uso
pelo homem sdo produzidos por microrganismos ambientais ou sdo derivados de
antibioticos naturais. Estes microrganismos provavelmente possuem mecanismos
para se protegeram da atividade destes antibidticos produzidos por eles mesmos; e
estes mecanismos podem ser os genes de resisténcia. A analise do genoma destes
microrganismos mostrou que eles possuem genes pertencentes as mesmas familias de
genes de resisténcia observados em patogenos humanos (MARTINES e BAQUERO,

2014).

A maioria dos genes de resisténcia detectados sdao adquiridos via transferéncia

horizontal de elementos geneticamente moveis, como plasmidios. Estes elementos
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foram observados em patogenos isolados antes da era dos antibidticos, e ndo
continham genes de resisténcia. A origem dos genes de resisténcia ainda € incerta,
porém existem informacdes de que os genes de resisténcia a antibidticos detectados
em bactérias patogénicas surgiram do ambiente (DROPA et al., 2009;
BALSALOBRE et al., 2010; WILKE et al., 2010; WRIGHT, 2010; PERRY e

WRIGHT, 2013).

1.5. Classes de antibidticos

Agentes antimicrobianos podem ser bactericidas, os quais possuem acao letal
contra as bactérias; ou bacteriostaticos, os quais inibem seu crescimento. Agentes
bactericidas sdo mais eficazes, mas agentes bacteriostaticos podem ser extremamente
benéficos uma vez que permitem que as defesas normais do hospedeiro destruam os

microrganismos (NEU e GOOTZ, 1996).

As principais classes de antibidticos foram descobertas ha mais de 50 anos e
afetam uma limitada parte da fisiologia bacteriana, como biossintese de parede
celular (B-lactdmicos e glicopeptideos), integridade de membranas celulares
(colistina e daptomicina), topoisomerases tipo II (fluoroquinolonas), ribossomos
(macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, linezolida), transcri¢do (rifampicina), e
biossintese de folato (sulfonamidas e trimetoprim) (GWYNN et al., 2010). Na Figura

2 estdo ilustrados os principais mecanismos de resisténcia bacteriana.



Introducdo 33

Antibistica ey c g3 4 B3
Rt o 4'( 1“;. l
LHmaniHGaa da ‘H' . "H} =
permaabiidads Bomba de efluxo
Muiaciao do siia Albaraao oo sitio

. fmé& i {'}.-"] a ﬁﬁ h El;]'\.—;;"n:b

E?J-ull.im ".'.:-""- ] Producio de Alleragio da Dhagradacio da
S DOURARNES  folr-gagnciado drega droga

Figura 2. Principais mecanismos de resisténcia bacteriana. Diminui¢do da
permeabilidade da membrana (a); expulsdo da droga através de bombas de efluxo
(b); mutacdo ou alteracdo do sitio onde o antibidtico ird se ligar (c) e (d);
superproducdo de uma molécula que imita o sitio onde o antibiotico ira se ligar (e);
proteinas especializadas que removem o antibiotico do sitio alvo (f); modifica¢do da
molécula da droga (g); degradacdo enzimatica do antibidtico (h) (adaptado de:
WILSON, 2014).

1.6. Tetraciclinas

Os antibioticos da classe das tetraciclinas oferecem uma bagagem de
experiéncia no surgimento, queda e ressurgimento de um antibidtico em larga escala
no que se refere a selecdo e ao aumento da resisténcia. Como tal, a trajetoria das
tetraciclinas fornece importantes informacdes no impacto da resisténcia em uma
classe de antibidticos e as opgdes e estratégias para pesquisadores e clinicos em

manter um valioso grupo de drogas (THAKER et al., 2010).

Descoberta ha 60 anos como a primeira classe de antibioticos de amplo-
espectro, as tetraciclinas foram rapidamente utilizadas na medicina humana, na
veterindria e na agricultura, especialmente por possuirem poucos efeitos colaterais

(CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2003; THAKER et al., 2010).
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Onze diferentes derivados de tetraciclina chegaram ao mercado farmacéutico.
Todos, exceto a tigeciclina, podem ser administrados por via oral, e 5
(oxitetraciclina, limeciclina, doxiciclina, minociclina e tigeciclina) podem ser usados

de forma parenteral (ROBERTS, 2003; PEREIRA-MAIA et al., 2010).

A tetraciclina representa a primeira geracdo dos antibidticos dessa classe,
seguida da segunda geracdo composta pela minociclina e doxiciclina e recentemente
a terceira gerac¢ao foi introduzida no mercado farmacéutico tendo como representante
a tigeciclina, a qual embora tenha sido quimicamente nomeada como uma
glicilciclina, neste estudo serd considerada como parte da classe das tetraciclinas

(Figura 3) (THAKER et al., 2010).
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Figura 3. As moléculas de diferentes antibioticos que compde a classe das
tetraciclinas divididos em primeira, segunda e terceira geragdes.

A primeira e segunda geragdes destes antibidticos podem ser administrados
no tratamento de pneumonias atipicas, infecgdes causadas pelos géneros Rickettsia e

Chlamydia, doenca de Lyme, cdlera, sifilis, periodontites, acne, rosacea, ulceras
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pépticas causadas por Helicobacter pylori, tratamento de infecgdes causadas por
Bacillus anthracis (anthrax), dentre outros. Enquanto que a tigeciclina ¢ utilizada no
tratamento de infec¢des graves de pele, tecidos moles e intra-abdominais
(ROBERTS, 2003; PEREIRA-MAIA et al.,, 2010; BAHRAMI et al., 2012). A
tigeciclina e a minociclina sdo também indicadas no tratamento de infeccdes
causadas por Staphyloccocus aureus resistentes a meticilina (MRSA), sendo umas
das poucas opg¢des disponiveis para o tratamento desta linhagem bacteriana

(PEREIRA-MAIA et al., 2010).

As utilidades clinicas das tetraciclinas podem ir além de suas propriedades
antimicrobianas. Estudos tém apontado novos usos destes antibidticos,
principalmente com relacdo a tetraciclina, doxiciclina e minociclina. A maioria
destas novas potenciais indicagdes de uso sdo nas dareas cardiovasculares,
neuroldgicas, doencas inflamatdrias e imunossupressoras, € no tratamento do cancer

(PEREIRA-MAIA et al., 2010; BAHRAMI et al., 2012).

As tetraciclinas possuem um excelente indice terapéutico e baixo custo, além
de a maioria destes antibidticos estarem disponiveis para uso oral. Estas
caracteristicas fizeram destas drogas as principais opgdes no tratamento de pacientes.
Infelizmente, o uso excessivo e por longo tempo das tetraciclinas manteve uma
continua pressdo seletiva, o que proporcionou o surgimento da resisténcia a essas
drogas em bactérias previamente suscetiveis. Como resultado, o uso de tetraciclinas
diminuiu significativamente durante os anos seguintes (THAKER et al., 2010).
Apesar disso a tetraciclina continua a ser usada para tratamento em uma variedade de
infecgdes por organismos Gram-positivos e Gram-negativos, bactérias intracelulares

e infeccdes causadas por protozodrios (ROBERTS, 2005).
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Algumas desvantagens na utilizagdo das tetraciclinas podem ser citadas,
como o fato de serem bacteriostaticas ¢ nao bactericidas, além de ndo poderem ser
usadas para tratamento em gestantes ou em criangas, pois prejudicam o crescimento
de ossos e causam amarelamento dos dentes em criangas. Existe também o problema
de descontinuidade do tratamento por parte do paciente, uma vez que este geralmente
envolve multiplas doses. Apesar destas caracteristicas, a combinagao de baixa
toxicidade e a atividade de amplo espectro compensam as desvantagens que os

antibioticos desta classe possuem (SPEER et al., 1992).

O fator mais importante que contribui para a resisténcia a tetraciclinas resulta
da aquisicdo de genes fet, por meio de elementos moveis, o que consequentemente
levou a selecdo de um grande numero de determinantes genéticos denominados “o

resistoma da classe tetraciclina” (the tetracycline resistome) (Figura 4).
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Figura 4. Os mecanismos de resisténcia a tetraciclinas e a distribui¢do dos
determinantes genéticos de acordo com o mecanismo (adaptado de: THAKER et al.,
2010).
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O conceito de “resistoma” refere-se a agregacdo de todos os genes de
resisténcia antimicrobiana, e que ndo somente abrangem mecanismos detectados em
patégenos, mas também genes de resisténcia detectados em bactérias ambientais
autoctones normalmente nao associadas a doencas (THAKER et al., 2010). A
diversidade do “resistoma” da classe da tetraciclina inclui mais de 1189 genes
descritos, identificados em mais de 84 géneros e 354 espécies de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (LIU e POP, 2009).

Os genes tet sdo frequentemente carreados por plasmidios conjugativos, os
quais permitem a mobilidade através da transferéncia genética, inseridos em
transposons (AUERBACH et al., 2007), mas existem relatos da presenga de genes tet
no cromossomo bacteriano (CHENG et al., 1994; AMMOR et al, 2008; ZHANG et

al., 2009).

Estudos de resisténcia a tetraciclinas ocorrendo naturalmente em bactérias
ambientais autdctones, representativas de populagdes existentes antes do uso
abrangente de tetraciclinas, suportam a visao de que o surgimento da resisténcia ¢ um
evento que seguiu a introdugdo desses agentes no uso clinico, veterinario e agricola

(ROBERTS, 2005).

1.6.1. Mecanismos de a¢ao das tetraciclinas

Tetraciclinas inibem a sintese de proteinas ndo permitindo a associagdo do
aminoacil-tRNA com o ribossomo bacteriano (Figura 5). Portanto, para interagir com
seus alvos essas moléculas precisam atravessar uma ou mais membranas dependendo
se o microrganismo ¢ Gram-positivo ou Gram-negativo. A maneira como as

tetraciclinas se ligam ao ribossomo ou como funciona a sua atividade contra
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bactérias e protozoarios ainda vem sendo discutida pelos pesquisadores (SPEER et

al., 1992; CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2003; THAKER et al., 2010).

Estudos demonstraram que as tetraciclinas tém uma preferéncia por se
ligarem a subunidade 30S do ribossomo e que a proteina ribossomal 7S faz parte do
sitio de ligacdo e possivelmente a regido altamente conservada do 16S rRNA, o que
explicaria a atividade de amplo espectro das tetraciclinas (SPEER et al., 1992;

CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2003; O’GRIFFIN et al., 2010).
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Figura 5. Ilustragdo do mecanismo de acgdo das tetraciclinas, indicando a sua ligagdo
a subunidade 30S do cromossomo impedindo a sintese de proteinas pela nao
associagdo do  aminoacil-tRNA  (Adaptado de:  http://www.antibiotics-
info.org/tetracycline.html).

A tigeciclina ¢ um 9-t-butilglicilamido semi-sintético derivado da
minociclina. A mudanga estrutural na posicdo 9 ¢ responsavel pelas diferengas
observadas em relacdo a afinidade de ligacdo aos sitios do ribossomo bacteriano,
quando comparada aos outros antibidticos da classe. Estudos demonstraram que a
tigeciclina se liga as subunidades 30S e 70S do ribossomo e que essa ligagao ¢ cinco

vezes mais forte quando comparada as outras tetraciclinas. Estas caracteristicas
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causadas pelas modificacdes na estrutura molecular da tigeciclina conferem a este
antibiotico um espectro de atividade maior e permite que ele seja ativo mesmo em
isolados que possuem mecanismos de resisténcia a tetraciclinas, direcionando
novamente a atencdo as drogas desta classe (ROSSI e ANDREAZZI, 2006;

HAWKEY e FINCH, 2007).

1.6.2. Mecanismos de resisténcia a tetraciclinas

As bactérias podem utilizar trés estratégias para se tornar resistentes as
tetraciclinas: (1) limitar o acesso do antibidtico ao ribossomo expulsando o mesmo
da célula bacteriana através de bombas de efluxo, (2) alterar o ribossomo para
prevenir a ligacdo das tetraciclinas a ele, e (3) produzir enzimas que inativem as

tetraciclinas.
Bombas de efluxo

As bombas de efluxo estdo distribuidas entre bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. De acordo com a nomenclatura dos determinantes de resisténcia a
tetraciclina, vinte e sete classes estdo definidas A-E, G, H, L J, K, L, P, V., Y, Z, 30,
31, 33, 35, 38, 39, 41, 42, tcr3, otrB, otrC e A(P) (AMINOV et al., 2002;

GUILAUME et al., 2004, THAKER et al., 2010).

A utiliza¢do de bombas de efluxo permite a bactéria diminuir a concentracao
do antibidtico dentro da célula através de um sistema de expulsdo da droga (SPEER
et al.,, 1992; CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2003; NG et al., 2001,

AMINOV et al., 2002; THAKER et al., 2010).
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As bombas de efluxo codificadas para tetraciclina possuem uma seletividade
por seu substrato, diferente de algumas bombas de efluxo ndo seletivas (ZECHINI e
VERSACE, 2009). Os genes que codificam as bombas de efluxo pertencem a maior
superfamilia de proteinas, MFS, a qual inclui mais de 300 proteinas individuais
(CHOPRA e ROBERTS, 2001; THAKER et al., 2010). A regulacdo da expressdo
para essas proteinas MFS esta freqiientemente ligada a um repressor de proteina da
familia TetR, o qual se liga a regido “upstream” do operador de genes codificadores
de bombas de efluxo e negativamente regula a expressao da proteina. As tetraciclinas
também se ligam a TetR resultando numa mudancga conformacional que enfraquece
sua interacdo com o DNA consequentemente levando a dissociacdo da regido do

operador, permitindo a sintese da proteina (THAKER et al., 2010).

Genes codificadores de bomba de efluxo sao observados em bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. A maioria destes genes confere resisténcia a tetraciclina,
mas nao a minociclina ou a tigeciclina. No entanto, o gene tet(B) de bactérias Gram-
negativas codificam uma proteina de efluxo que confere resisténcia a tetraciclina e
minociclina, mas ndo a tigeciclina; porém, mutagdes promovidas em laboratorio nos
genes fet(A) ou tet(B) levaram a resisténcia a tigeciclina, sugerindo que as bactérias
podem se tornar resistentes a esta droga com o passar do tempo e seu uso clinico
(SPEER, 1992; CHOPRA e ROBERTS, 2001; THAKER et al., 2010). O gene fet(B)
¢ o mais detectado em bactérias patog€nicas, portanto se a bactéria em questdo
carrear alguns dos outros genes de bomba de efluxo que nao seja o tet(B), a terapia

com minociclina pode ser eficaz (ROBERTS, 2003).
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Suscetibilidade diminuida a tigeciclina foi observada em cepas que
apresentaram superexpressao de mepA, um gene pertencente a familia MATE de
bombas de efluxo (MCALEESE et al., 2005) e em cepas contendo mutacdes
espontaneas em complexos genéticos associados a bombas de efluxo como lon, acrR
e marR (LINKEVICIUS et al., 2013). Em outro estudo realizado por VILLA et al.
(2013) a resisténcia a tigeciclina em cepas de K. pneumoniae foi associada a uma
muta¢do no gene ramR causando a superexpressdo do sistema de efluxo AcrAB-
TolC, consequentemente levando a resisténcia a tigeciclina. Neste mesmo estudo,
uma muta¢do na proteina ribossomica S10 também foi detectada em outra cepa de K.

pneumoniae resistente a tigeciclina.
Protecdo ribossomica

Existem 12 genes tet codificando proteinas de protecdo ribossdmica, o mais
recentemente descrito foi denominado fef(44) (http://faculty.washington.edu/marilynr
/tetwebl.pdf; ROBERTS, 2005) e entre os mais amplamente distribuidos estdo

tet(M), tet(W), tet(O) e tet(Q) (AMINOV et al., 2001).

A hipétese de como este mecanismo atua se da da seguinte forma: sob
condi¢cdes ordinarias os ribossomos possuem conformagdes e fungdes normais. Este
equilibrio ¢ modificado com a introdug@o da tetraciclina no sistema. O antibiotico
liga-se aos ribossomos mudando sua conformacdo, o que gera a interrup¢do da
elongacdo do ciclo e a sintese proteica ¢ interrompida. Proteinas de protegdo
ribossdmica interagem com a base da proteina h34, dentro do ribossomo, causando
um desligamento do sitio de ligagdo primario da tetraciclina com o ribossomo e

fazendo com que as moléculas do antibiotico se soltem do ribossomo, o qual retorna
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a sua conforma¢do normal e a sintese protéica continua (SPEER et al., 1992;

ROBERTS, 2003; ROBERTS, 2005; THAKER et al., 2010).

Outra hipotese sugere que as proteinas de protecdo ribossdmica ligam-se ao
ribossomo, mudando sua conformag¢do e impedindo que as tetraciclinas se liguem a
ele, impedindo a interrup¢ao da sintese protéica (CHOPRA e ROBERTS, 2001). No
entanto, a primeira hipdtese € aparentemente a mais aceita por pesquisadores da area

(THAKER et al., 2010).

As proteinas de protecao ribossomica (RPP — ribossomal protection proteins)
sdo codificadas por uma classe de genes amplamente distribuida entre os
determinantes de resisténcia a tetraciclinas, sendo encontradas em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Através deste mecanismo as bactérias apresentam
resisténcia a primeira e segunda geragdo de tetraciclinas, mas ndo a terceira geracao,

como a tigeciclina (THAKER et al., 2010).

Apesar de apenas duas proteinas deste grupo, Tet(M) e Tet(O), terem sido
extensivamente estudadas, outras como Tet(S), Tet(T), Tet(Q), TetB(P), Tet(W) e
Otr(A) podem ser encontradas (CHOPRA e ROBERTS, 2001; CHOPRA, 2002;

AMINOV et al., 2001; OLESEGUN e ROBERTS, 2011).
Inativagdo enzimatica

Diferentemente de outras classes de antibidticos como os [B-lactamicos e
aminoglicosideos, onde a inativacdo e modificacdo das drogas sdo predominantes,
existem apenas alguns casos de inativadores de tetraciclinas e poucos estudos sobre
este mecanismo. Trés genes foram descritos at¢ o momento com associagdes a

inativagdo enzimatica das tetraciclinas, fet(X), tet(34) e tet(37) (SPEER et al., 1992;
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ROBERTS, 2005; THAKER et al., 2010). No entanto somente o gene fet(X) teve seu
papel comprovado na inativagdo das tetraciclinas, incluindo a inativagdo enzimatica

da terceira geracdo, composta pela tigeciclina, como descrito por MOORE et al. em

2005.
Genes mosaicos

Uma nova classe de determinantes genéticos foi recentemente descoberta.
Uma classe de genes mosaicos, derivados de genes previamente conhecidos, nos
quais pelo menos uma parte do gene possui 80% de homologia com um gene de
resisténcia a tetraciclina e a outra parte homologa a outro gene tet conhecido ou um
novo determinante. A sequéncia de DNA dos genes mosaicos encontrados sao
compostos por sequéncias de genes fet que conferem resisténcia por protegdo
ribossomal. A maioria das bactérias que possuem esses genes foi encontrada em
fazendas de criacdo animal ou em humanos, o que reflete a oportunidade de evolugdo

da resisténcia na presenca da droga (THAKER et al., 2010).

Como pdde ser observado existe uma variedade de genes tet ¢ diferentes
mecanismos de resisténcia compostos pelos diversos genes dificultando a atualizagdo
de pesquisadores e profissionais da area. Portanto, Marylin Roberts, em 2001, langou
na rede um website que traz informagdes relevantes sobre os genes fet. As

informagdes podem ser acessadas em http://faculty.washington.edu/marilynr/.

1.7. Aquisicdo genética e a resisténcia bacteriana

A existéncia de elementos genéticos associados a resisténcia bacteriana
tornou uma problematica ainda mais preocupante pela disseminacdo destes

elementos por transferéncia genética horizontal, processo pelo qual a bactéria adquire
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genes de resisténcia do ambiente ou de outras bactérias. Muitos dos genes de
resisténcia conhecidos sdo detectados em elementos como transposons, plasmidios,
bacteriofagos, ilhas gendmicas ou integrons, os quais podem ser mobilizados e
transferidos para outra bactéria de mesma ou diferente espécie (ALLEN et al., 2010;

ANDAM et al., 2011; JUHAS, 2013).

A aquisicdo de genes por transferéncia horizontal pode mudar completamente
o comportamento das células bacterianas, uma vez que estas podem adquirir mais de
um gene ao mesmo tempo, cada um com uma fun¢do diferente, permitindo desde a
utilizacdo de novos substratos até a sobrevivéncia em ambientes toxicos (JUHAS,
2013). Sendo assim, tornou-se de interesse cientifico a investiga¢do de comunidades
bacterianas ambientais, para verificar a presenca da diversidade de elementos moveis
que podem conter, incluindo principalmente plasmidios, integrons e transposons

(SCHLUTER et al., 2007; BAQUERO et al., 2008; RAHMAN et al., 2009).

A quantidade de material que pode ser horizontalmente transferido varia de
fragmentos de genes até operons, superoperons € até mesmo Cromossomos inteiros
(ANDAM et al., 2011). Por estes motivos a transferéncia horizontal contribui para a
trajetoria da diversidade genética e evolucionaria das populagdes bacterianas, sendo
considerado um dos processos mais importantes para o aumento, recombinagdo e
disseminagdo de bactérias multirresistentes, uma vez que fornece inovagdo
metabolica e fisioldgica para o organismo receptor, permitindo que este explore
fungdes e habilidades previamente ndo existentes (ANDAM et al, 2011;

DOMINGUES et al., 2012).
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O conteudo genético de uma bactéria ¢ representado por dois tipos de
estrutura: o nucledide, que corresponde ao cromossomo, o qual contém os genes
essenciais; e uma segunda categoria de estruturas representada por elementos
genéticos extracromossdmicos: plasmidios. Ambas as estruturas podem conter
transposons, integrons, seqiiéncias de insercdo, etc; conhecidos como elementos
moveis, 0s quais carreiam genes acessOrios que permitem a célula adaptar-se a novas

condigdes do ambiente (COCULESCU, 2009; CAMBRAY et al., 2010).

Bactérias sensiveis a antibioticos podem tornar-se resistentes devido a certas
mudangas cromossdmicas (em 10-20% dos casos) ou extracromossOmicas
(aproximadamente 80% dos casos de resisténcia). A resisténcia antimicrobiana
adquirida surge por selecdo, consequentemente a exposi¢do a antibidticos, o que
pode ocorrer em espécies naturalmente resistentes ou devido ao surgimento de
variantes de resisténcia em algumas espécies previamente sensiveis (WITTE, 1998;

KNAPP et al., 2008; COCULESCU, 2009; JUHAS, 2013).

A transferéncia de DNA pode acontecer de trés maneiras diferentes, através
de plasmidios, fagos ou pela incorporacdo de DNA livre (COCULESCU, 2009;
HOGBERG et al., 2010; SVARA e RANKIN, 2011). Neste trabalho sera abordada a
transferéncia por plasmidios e elementos genéticos mdveis, como transposons e

integrons.
1.7.1. Plasmidios

Essencialmente qualquer um dos elementos genéticos moveis observados em
bactérias sdo capazes de adquirir genes de resisténcia e dissemind-los. Existem

similaridades e diferencas entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, no
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entanto a transmissdo de genes de resisténcia por plasmidios ¢ o mecanismo mais
comum de transferéncia horizontal (DAVIES e DAVIES, 2010; CARATTOLI,

2013).

Os plasmidios sdo moléculas de DNA extra-cromossOmicas capazes de se
replicar independentemente da replicacdo do cromossomo, contendo genes essenciais
para iniciar e controlar sua replicagdo, e genes acessorios que podem ser uteis a sua
célula hospedeira como genes de viruléncia, podendo também conferir a célula
hospedeira resisténcia as maiores classe de antibidticos, incluindo B-lactimicos,
tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetropim, marolideos e quinolonas
(CARATOLLI et al., 2005; CARATOLLI, 2009; CARATOLLI, 2013). Portanto,
diretamente ligados a disseminag¢do dos genes de resisténcia, os plasmidios podem
ser transmitidos e incorporados através da conjugagdo por diversas espécies e
géneros bacterianos, permitindo que a resisténcia seja disseminada e persista em
nichos mesmo sem a presenca dos antibidticos (HOGBERG et al., 2010; SVARA e

RANKIN, 2011).

Uma das principais e mais importantes caracteristicas do plasmidio ¢ a sua
propriedade de adquirir elementos genéticos moveis, como integrons e trasnposons,
os quais mobilizam genes de resisténcia a antibidticos. Os plasmidios também sdo
responsdveis por promover a transferéncia horizontal de genes entre bactérias de
espécies e géneros diferentes, dependendo da sua capacidade de alcance de
hospedeiros, suas propriedades conjugativas e sua eficiéncia na conjugagdo

(THOMAS e NIELSEN, 2005; CARATOLLI, 2013).
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Frequentemente, no mesmo plasmidio podem ser detectados diferentes
determinantes genéticos que conferem resisténcia a diversas classes de antibidticos,
permitindo uma vantagem seletiva a bactéria receptora quando esta entra em contato
com diferentes grupos de antibidticos administrados ao paciente ou presentes no
ambiente. Plasmidios que conferem resisténcia a diferentes classes de antibidticos
normalmente apresentam-se como plasmidios de alto peso molecular, com
aproximadamente 50kb ou maiores. Sdo conjugativos e codificam mecanismos
sofisticados para controlar seu nimero de copias, regulando o ritmo da replicacio

(NORDSTROM, 2006).

Os plasmidios podem ser divididos em dois grupos: conjugativos, que
possuem todos 0s genes necessarios para conjugacdo, sendo auto-transmissiveis; e
mobilizéveis, os quais possuem apenas uma parte do aparato de conjugacdo e so
podem ser transmitidos na presenca de um plasmidio conjugativo (FROST et al.,
1994, FRANCIA et al, 2004; ZAHRL et al, 2007, CARATTOLI, 2009;

GARCILLAN-BARCIA et al., 2009; DOMINGUES et al., 2012).
Plasmidios conjugativos

Apresentando um tamanho geralmente maior que 30kb, os plasmidios
conjugativos carregam a estrutura completa responsavel pela transferéncia. Esta
estrutura ¢ basicamente composta por: (1) uma origem de replicagdo oriV (genes
oriV), (2) uma origem de transferéncia oriT (genes oriT), por onde se inicia toda
transferéncia por conjugacdo; (3) e pelas proteinas do sistema Tra (genes tra), as

quais formam o pilus conjugativo e o canal de transferéncia, e também codificam a
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enzima relaxase (FROST et al., 1994; ZAHRL et al., 2007; GARCILLAN-BARCIA

et al., 2009).

A conjugag¢do tem seu inicio com a secrecdo das proteinas do pilus,
aproximando a célula doadora da receptora. Em seguida ¢ formado o canal protéico
de ligacdo entre as células, iniciando a transferéncia. A relaxase reconhece a regido
oriT de seu proprio plasmidio, clivando-a e permanecendo ligada covalentemente a
ele, transportando ativamente o complexo relaxase/plasmidio fita simples
(relaxossoma) pelo canal protéico para a célula receptora. A relaxase entdo une as
extremidades da fita simples e se separa do plasmidio. Ocorre entdo a replicagdo das
fitas e cada célula fica com uma copia do plasmidio conjugativo (FROST et al.,

1994, GARCILLAN-BARCIA et al., 2009).
Plasmidios mobilizaveis

Os plasmidios mobilizaveis sdo geralmente menores que 15kb, e possuem em
sua composi¢do a origem de replicagdo oriV (genes oriV), origem de transferéncia
oriT (genes oriT), e a enzima relaxase, além de outras proteinas acessorias (genes

mob).

Apesar de codificarem sua propria enzima relaxase e possuirem o mesmo
processo de clivagem da regido oriT, este tipo de plasmidio precisa utilizar o sistema
de transferéncia montado por plasmidios conjugativos, com a finalidade de realizar a
transferéncia horizontal. Neste caso, tanto o plasmidio mobilizdvel como o
conjugativo sdo transferidos e replicados (FRANCIA et al., 2004; GARCILLAN-

BARCIA et al., 2009).
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Grupos de Incompatibilidade

Os grupos de incompatibilidade foram criados para classificar os tipos de
plasmidios. Dois plasmidios com sistemas de replicagdo semelhantes nao se
propagam na mesma linhagem celular e a partir desta caracteristica os plasmidios
foram separados em grupos Inc. Os primeiros grupos Inc definidos foram Incl, IncN,
IncF e IncP, e na familia Enterobacteriaceae hd 27 grupos Inc reconhecidos, entre
eles 6 variantes de IncF e 3 variantes de Incl (CARATTOLI, 2009; CARATOLLI,

2013).

Esquemas de tipagem plasmidial baseados em replicons (regides de
replicagdo clonadas) foram propostos utilizando os grupos Inc Southern Blot e
hibridizagdo foram técnicas inicialmente utilizadas para tipagem de plasmidios. No
entanto com a utilizagdo da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), em uma técnica
denominada PCR-based replicon typing, PBRT, padronizada para os grupos Inc de
Enterobacteriaceae foi possivel realizar a tipagem plasmidial com mais
especificidade (CARATTOLI et al., 2005; KANG et al., 2008; CARATTOLI, 2009;
JOHNSON e NOLAN, 2009; POOLE et al., 2009). A limitagdo desta técnica ¢ que
os plasmidios podem carregar multiplos replicons ou apresentar mosaicisSmo nos
mesmos, além de se aplicar unicamente as enterobactérias (GARCILLAN-BARCIA

et al., 2009).

1.7.2. Elementos genéticos mobilizaveis: transposons e integrons

Bactérias possuem métodos de troca genética diferentes dos métodos
utilizados por eucariotos, mas ainda assim seguem as leis da evolug¢do por selegdo

natural (STOKES e GILLINGS, 2011; IYER et al., 2013). Elementos mobilizaveis
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associados com a transferéncia de genes de resisténcia pré-datam da era dos
antibioticos, assim como os genes de resisténcia (STOKES e GILLINGS, 2011;

JANSEN et al., 2013).

Existem diversos tipos de estruturas genéticas que podem se mover de um
sitio para outro dentro de um mesmo genoma ou de uma célula para outra. Estes
elementos genéticos moveis podem ser divididos em dois grupos: aqueles chamados
elementos genéticos moveis intercelular como plasmidios e bacteriofagos, que
podem se mover de uma célula para outra; e aqueles que nao podem se auto-
transferir mas que se utilizam dos elementos do primeiro grupo para se moverem,
chamados elementos genéticos moveis intracelular, como transposons e integrons

(SIGUIER et al., 2014).

Elementos genéticos moéveis sdo sequéncias de DNA que possuem a
habilidade de se integrar no genoma em um novo sitio dentro da mesma célula de
origem. Os principais tipos de elementos moveis atualmente envolvidos na captura e
mobilizagdo de genes de resisténcia sdo observados em bactérias Gram-negativas

(PARTRIDGE, 2011).
Transposons

Elementos transponiveis sdo sequéncias de DNA capazes de mudar sua
posicao dentro do genoma, criando novas mutagdes e podendo modificar o tamanho
do genoma. Estes elementos possuem duas caracteristicas principais que o0s
diferenciam dos demais elementos genéticos, por serem moveis eles sdo capazes de
mudar de ambiente genético, assim também modificando o local onde vao se inserir;

e por alguns destes elementos possuirem a habilidade de se multiplicar durante o
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processo de transposi¢ao consequentemente aumentando seu numero de coOpias
(WICKER et al., 2007; BAO et al., 2009; SHAPIRO, 2010; HUA-VAN et al., 2011,

IYER et al., 2013).

Os transposons podem se estabilizar e persistir nos genomas por milhdes de
anos, porém essa tarefa requer um equilibrio entre a replicagdo e repressao de sua
atividade, por este motivo os transposons normalmente possuem regides alvo-
especificas que exploram areas como regides reprimidas pela transcri¢do ou regides
ndo codificadoras, consideras mais seguras € que permitem que os transposons se
mantenham por periodos mais longos (MARTIN et al., 2003). Transposons podem se
mover de um plasmidio para um DNA cromossomico bacteriano ou de um plasmidio

para outro plasmidio dentro de uma mesma célula (GRIFFITH et al., 2011).

Esses elementos sdo geralmente excisados de um sitio no genoma e integrado
em outro do mesmo genoma, ¢ sdo divididos em duas classes de acordo com seu
mecanismo de transposi¢do, para a classe I o mecanismo chamado “copia e cola”
(replicativo) e o mecanismo “corta e cola” (conservativo) (KAZAZIAN, 2004;

KAPITONOV e JURKA, 2008).

No mecanismo replicativo uma nova copia do elemento é gerada no momento
da transposi¢do. O DNA resultante copiado sera inserido no genoma em uma nova
posicdo (KAPITONOV e JURKA, 2008; GRIFFITH et al., 2011). No mecanismo
conservativo a enzima chamada transposase localizada entre sequéncias repetidas e
invertidas nas extremidades liga-se nessas sequéncias ou proxima a elas e ao DNA
alvo, removendo o transposon do primeiro sitio e inserindo-o no sitio alvo. Algumas

destas transposases ndo necessitam um sitio especifico para se ligarem, outras no
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entanto se ligam a wuma sequéncia alvo-especifica (KAZAZIAN, 2004;

KAPITONOV e JURKA, 2008; GRIFFITH et al., 2011; IYER et al., 2013).

Os transposons também podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas de transferéncia; neste caso alguns transposons sdo mobilizaveis
enquanto outros sdo conjugativos. Transposons mobilizaveis ndo codificam as
fungdes para se auto transferirem, mas podem se aproveitar de outros elementos
genéticos moveis para se movimentarem. Transposons conjugativos possuem a
habilidade de se excisar do cromossomo onde estdo localizados e promover sua
propria transferéncia para um novo hospedeiro, sem a ajuda de outros elementos;

(JUHAS, 2013).

E de acordo com sua estrutura os transposons podem ser divididos em
Sequéncias de inser¢do (IS), Transposons Compostos e Transposons Simples

(KLECKNER, 1981; BURRUS et al., 2002; MULLANY, 2002).
Seqiiéncias de Insercdo - IS

Sequéncias de inser¢do sdo segmentos de DNA capazes de se mover de uma
posi¢do para outra no mesmo Cromossomo € carregam apenas 0s genes necessarios
para sua movimentacao. Quando sequéncias de inser¢do aparecem localizadas no
meio de algum gene elas interrompem a sequéncia codificadora e inativam a
expressdao daquele gene. Apesar dos elementos IS diferirem em suas sequéncias de
DNA, eles possuem muitas caracteristicas em comum. Todas as IS codificam uma
proteina chamada transposase, a qual € uma enzima necessaria para o movimento das
IS de um sitio para outro; e todas as IS comegam e terminam com uma pequena

sequéncia repetida e invertida chamada IR (inverted repeat) também necessaria para
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sua mobilidade (Figura 6) (VIZVARYOVA e VALKOVA, 2004; GRIFFITH et al.,

2011; SIGUIER et al., 2014).

Elemento (=1-2 kb)
r IS A \
5 3
= —| /. e
r i \,
/ . ~ / \

Regido Regido Sitio-alvo
Repetida codificadora direto invertido
Invertida (5-11pb)
(=50ph)

Figura 6. Estrutura geral de uma sequéncia de inser¢do (Fonte: LODISH et al.,
2003).

Transposon composto

Os transposons compostos contém uma variedade de genes que se localizam
entre os elementos IS que sdo orientados em diregdes opostas, formando as
sequéncias repetidas invertidas. A transposase codificada por uma das IS € necesséria
para fazer a movimentagdo do transposon inteiro. Como exemplos de transposons
compostos, as familias Tn9 e Tn/0, que codificam genes de resisténcia entre as suas

ISs (LODISH et al., 2002; GRIFFITH et al., 2011) (Figura 7).

Transposon Tn10
A
1S10 IS10
e —_—

Regido codificadora da
resisténcia a tetraciclina

Figura 7. Estrutura do Transposon composto denominado Tn/0 (Fonte: GRIFFITH
etal., 2011).

Transposons simples

Os transposons simples consistem em genes bacterianos flanqueados por

sequéncias repetidas invertidas, no entanto essas sequéncias sao pequenas, contendo
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aproximadamente 50 pares de base. Esse tipo de transposon nao codifica a enzima
transposase que € necessaria para a transposicao, no entanto esses elementos
codificam sua propria enzima transposase na regido entre as sequéncias repetidas
invertidas, juntamente com os genes que estdo carreando (Figura 8). Sdo exemplos as

familias Tn3 e Tn2/ (SNYDER ¢ CHAMPNESS, 1997; GRIFFITH et al., 2011).

Regido Repetida Sitio interno Regido Repetida
Invertida da resolvase Invertida
-~ ‘ |
% ‘ tnpA ‘ ’ tnpR ‘ amp [
| 1
Transposase B-Lactamase

Repressor e
resolvase

Figura 8. Estrutura de transposon ndo-composto (Fonte: MULLIGAN, 2002).

Transposons conjugativos

Transposons conjugativos sdo elementos mosaicos em sua estrutura, que
possuem integrases semelhantes a de fagos e transferéncia semelhante a de
plasmidios, portanto possuem a habilidade de se auto-transferirem, como por
exemplo o Tn9/6. Os transposons conjugativos excisam do DNA e formam uma
estrutura circular, se auto-transferindo de uma célula bacteriana para a outra,
inclusive entre géneros e espécies diferentes, como um plasmidio, no entanto o
transposon conjugativo ndo se replica no hospedeiro. Os transposons conjugativos se
auto-transferem por conjugagdo, uma vez que possuem os genes fra ¢ oriT,
necessarios para sua mobilizacdo (SALYERS et al., 1995; BURRUS et al., 2002;

PEMBROKE et al., 2002; VIZVARYOVA e VALKOVA, 2004).
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1826, Tn10 e Tnl1721

A sequéncia de DNA da IS26 possui 820pb, carrega sequéncias repetidas
invertidas terminais de 14pb e possui um Unica regido aberta de leitura que codifica a
transposase (MOLLET et al., 1983; PARTRIDGE, 2011). Estes elementos podem ser
detectados em altas cOpias em um mesmo genoma, sendo encontradas mais de 10
copias em alguns plasmidios. Esta habilidade pode ser ttil para a célula bacteriana na
captura e aquisicdo de genes de resisténcia (PARTRIDGE, 2011; TOLEMAN e
WALSH, 2011). A transposicao da IS26 ¢ acompanhada por replicacdo e portanto
cria uma fusdo de plasmidios replicados ou uma cointegracio (MAHILLON e
CHANDLER, 1998). IS26 foi uma das primeiras sequéncias de inser¢do a ser
reconhecida por estar envolvida na aquisi¢do de genes de resisténcia (TERAWAKI et
al., 1967). A sequéncia de inser¢cdo IS26 ¢ o elemento que flanqueia diversos

transposons compostos (MOLLET et al., 1983; DOUBLET et al., 2008).

IS/0 possui um tamanho de 1329pb com 22pb de sequéncias repetidas
invertidas nas extremidades. A transposi¢do ocorre pelo mecanismo “corta e cola” e
aparentemente essa sequéncia de inser¢do procura por uma especificidade no alvo de
integracdo. IS/0 é comumente encontrada como parte de um transposon composto
chamado Tn/0, que carrega genes de resisténcia a tetraciclina (MAHILLON e
CHANDLER, 1998; LAWLEY et al., 2000; VIZVARYOVA e VALKOVA, 2004;
PARTRIDGE, 2011). O nimero de copias de IS/0/Tnl0 aparenta ser limitado a

apenas uma ou poucas copias (CHALMERS et al., 2000).

Tnl721 é um transposon derivado do subgrupo Tn2/ por sua vez pertencente

a familia Tn3, com uma estrutura diferenciada que inclui 3 sequéncias repetidas
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invertidas de 38pb e uma sequéncia duplicada do gene tnpA, sendo a segunda copia
ndo funcional e a primeira responsavel por codificar a transposase. A transposi¢ao
deste elemento se da através da cointegragdo, assim como a IS26. Genes de
resisténcia a tetraciclina sdo carreados pelo Tn/72/ e em uma outra por¢ao da
estrutura pode ser observada uma sequéncia referente a Tn/722 denominada por
alguns trabalhos de transposon-menor, o qual pode se mover independentemente.
Sequéncias completas do Tn/72/ sdo raramente encontradas no banco de dados
Genbank (ALTENBUCHNER et al., 1983; GRINSTED et al., 1990; ALLMEIER et

al., 1992; VIZVARYOVA e VALKOVA, 2004; PARTRIDGE, 2011).
Integrons

Diversos genes de resisténcia a antimicrobianos estdo localizados em
plasmidios e transposons, 0s quais permitem sua transferéncia entre uma variedade
de espécies bacterianas. No entanto, um terceiro mecanismo de disseminagdo de
genes de resisténcia foi descoberto. Este mecanismo envolve um elemento de DNA,
denominado integron, que realiza a integragcdo de genes de resisténcia através de um
mecanismo de recombinagdo sitio-especifica e possui promotores capazes de realizar
a expressido do cassete de genes incorporado (LEVESQUE et al., 1995; CAMBRAY

et al., 2010).

Integrons possuem dois segmentos conservados separados por uma regiao
variavel, a qual inclui integrados genes de resisténcia a antimicrobianos ou cassete de
fungdes desconhecidas. Em sua estrutura pode-se observar a regido conservada 5’
(5°CS) que inclui o sitio de recombinag¢do aft/ onde os genes capturados sdo

integrados, juntamente com uma sequéncia adjacente codificando uma integrase
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InfI1 (no caso de integrons de classe 1, essa denominacdo muda de acordo com a
classe do integron). Dois promotores estdo localizados entre Infl e attl, P1 para
expressdao de Intl e Pc para expressdo do cassete de genes. A regido conservada 3’
(3°CS) geralmente consiste de uma por¢do incompleta do gene gac (qacEAl) e o
gene sull que conferem resisténcia a certos tipos de detergentes e sulfonamidas,
respectivamente. O cassete de genes pode ser detectado numa forma de moléculas
circular consistindo em uma regido aberta de leitura e outra regido de 59-bases (attC)

(PELLEGRINI et al., 2011; DOMINGUES et al., 2012).

Os integrons sdo classificados de acordo com a sua sequéncia de integrase
(MOURA et al., 2007) e também podem ser divididos em modveis e imoveis. Os
integrons imoéveis sdo os denominados super-integrons e os integrons moveis sao
classificados de 1 a 5, e quando associados a outros elementos moveis como
transposons e plasmidios conjugativos, sdo mobilizdveis intra e inter-espécies

(MAZEL, 2006; DROPA, 2013).

1.7.3. A disseminacio de genes fet

Até o ano de 2001, CHOPRA e ROBERTS reportaram que 39 géneros de
bactérias Gram-negativas e 23 géneros de Gram-positivas haviam sido associados
com a ocorréncia de genes fet. Atualmente ndo se sabe qual a amplitude de dispersao

de genes tet em bactérias.

Os genes tet sdo detectados em uma variedade de bactérias isoladas de
humanos, animais ¢ do ambiente. A maior parte dos genes de resisténcia a
tetraciclinas estdo localizados em transposons, transposons conjugativos, plasmidios

de uma variedade de grupos de incompatibilidade, e/ou integrons, o que permite a
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transferéncia genética por conjugacdo de uma espécie para outra, ou mesmo entre
géneros. Os elementos moveis aos quais os genes fet estdo relacionados podem
carrear outros genes codificadores de resisténcia a diferentes antibidticos e/ou metais

pesados (SPEEER et al., 1991; CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2005).

Apesar de muitos genes fet estarem localizados em plasmidios ndo
conjugativos ou transposons incompletos no cromossomo, alguns genes
codificadores de bombas de efluxo e prote¢ao ribossomica ainda estdo amplamente

disseminados em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (ZHANG et al., 2009).

Os genes codificadores de bomba de efluxo, como te#(B), sdo geralmente
associados a plasmidios de alto peso molecular disseminados por conjugagdo, mas
também podem ser observados em transposons inseridos em uma variedade de
plasmidios e em integrons. Genes para protecdo ribossdmica estdo geralmente
associados a transposons conjugativos, como tet(M), e ndo conjugativos integrados
no cromossomo, como ¢ o caso dos genes tet(Q) e fet(W). Podem também estar
relacionados a plasmidios, porém ¢ um evento mais raro (CHOPRA e ROBERTS,

2001; ROBERTS, 2003; KNAPP et al., 2008).

Mais informagdes sobre o aparato genético associado aos genes fet foram
verificadas em alguns estudos, os quais demonstraram a associa¢do dos genes com
transposons e seqiiéncias de inser¢ao, como ftet(A) e Tnl720, tet(B) e Tnl0 tet(C) e
Tni404 ¢ tet(D) e 1S26 (COLEMAN et al., 1983; ALLMEIER et al., 1992;
ALLARD et al., 1993; KIM et al.,, 1994; SCHNABEL e JONES, 1999). Estes
elementos, juntamente com plasmidios e integrons permitem que os genes fet se

disseminem entre espécies ¢ géneros (CHOPRA e ROBERTS, 2001).
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Genes fet de bactérias Gram-negativas, inicialmente descritos nas familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, sdo agora observados em Neisseria,
Haemophilus, Treponema e Vibrio. O gene tet(B) ¢ o gene fet codificador de bomba
de efluxo mais amplamente disseminado, sendo observado em 20 géneros de
bactérias Gram-negativas, enquanto que o gene tet(M) foi detectado em 26 géneros
entre Gram-negativos e Gram-positivos. O gene fef(E) parece estar menos
disseminado pois estd provavelmente localizado em plasmidios ndo conjugativos e
também ja foi detectado no cromossomo bacteriano (LEE et al., 1993; CHOPRA e
ROBERTS, 2001). Outros autores encontraram o gene tet(E) associado com
plasmidios transferiveis e de alto peso molecular em isolados de um criadouro de
peixes, e foi provada a sua capacidade de ser transferido para outras espécies

(AGERSO et al., 2007).

Em 1992 JONES et al. descobriram uma relagdo entre os grupos de
incompatibilidade plasmidial (Inc) e os genes fet carreados. Neste estudo os autores
sugeriram que alguns genes tet podem ter se tornado geneticamente mais propicios a
se ligarem a determinados grupos Inc e, portanto observando a distribui¢do destes
genes seria possivel inferir a ocorréncia de certos grupos Inc em géneros e espécies

especificas. No entanto esta hipdtese nao foi examinada mais detalhadamente.

Dentre os estudos brasileiros relacionados com resisténcia a tetraciclinas
podem ser citadas pesquisas com Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Shigella
spp., Samonella enterica, Aeromonas spp., entre outros (LIMA et al., 1995; DILLON
et al., 2001; PEIRANO et al., 2006; BALASSIANO et al., 2007; SCALETSKY et

al., 2010).
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No entanto, sao poucos os estudos nacionais que pesquisam a resisténcia a
tetraciclinas em organismos especificos ou que fazem a relacdo da ocorréncia dos
genes com diferentes espécies de bactérias ou até mesmo de diferentes fontes de
isolamento. Este tipo de estudo torna-se importante para o conhecimento da
distribuicdo de genes de resisténcia, sua ocorréncia e relacdo entre cepas ambientais e
clinicas, como no estudo realizado por BALSALOBRE et al. (2010) onde o gene
blatpm-116 foi detectado em isolados ambientais de Aeromonas jandaei e Aeromonas
hydrophila nao-ESBL, enquanto que DROPA et al. (2009), encontraram o gene em

um isolado clinico de Klebsiella pneumoniae multirresistente.
Enterobacteriaceae

O aumento nos indices de resisténcia a antimicrobianos na familia
Enterobacteriaceae reduz o numero de drogas efetivamente eficazes que podem ser
usadas para tratar as infec¢des causadas por estes patdgenos (FALAGAS et al.,
2010). A terapia tradicional para enterobactérias inclui aminoglicosideos, [-
lactamicos, fluoroquinolonas, inibidores de folato e tetraciclinas. No entanto, o
aumento da resisténcia bacteriana tem diminuido a efetividade clinica desses

antibidticos (HAWKEY e FINCH, 2007, BONELLI et al., 2014).

A resisténcia antimicrobiana em patogenos entéricos ¢ de extrema
importancia em paises em desenvolvimento, uma vez que o indice de doencas
diarréicas ¢ alta. O continuo uso inapropriado de antibidticos, e por conseqiiéncia a
pressdo seletiva, contribuiram para o aumento de bactérias multirresistentes.

Escherichia coli e Klebsiella spp. patogénicas mostraram aumento na resisténcia
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antimicrobiana nos ultimos anos (AKORTHA e EGBULE, 2008; BONELLI et al.,

2014).

Dentre a diversidade de genes tet, pode-se observar uma maior ocorréncia dos
determinantes A, B, C, D e M em K. pneumoniae, e A, B, C,D,E,G,M e Y em E.

coli (FLUIT et al., 2004, HAWKEY e FINCH, 2007).
Género Aeromonas

Membros do género Aeromonas t€m sido associados a uma variedade de
doengas em humanos, incluindo desordens gastrintestinais e infec¢des sist€émicas
tanto em hospedeiros imunocomprometidos quanto em hospedeiros saudaveis
(BALSALOBRE et al., 2009). A prevaléncia de Aeromonas no ambiente ¢ uma
importante ameaca para a Saude Publica, ja que as infec¢des causadas por este
género geralmente sdo adquiridas pelo consumo de dgua e alimento contaminados
(CHOPRA e HOUSTON, 1999; SEN e RODGERS, 2004; EPA, 2006;

HUDDLESTON et al., 2006; PALU et al., 2006).

Em adigdo aos fatores de viruléncia presentes no género, altos indices de
resisténcia a antimicrobianos foram relatados na literatura, ja sendo comprovada a
existéncia de 3 genes cromossomicamente localizados responsaveis por resisténcia a
ampicilina, carbapenémicos e cefamicinas (TALAVERA et al, 2006;
BALSALOBRE et al.,, 2009). Autores descreveram a presenca de plasmidios
carreadores de determinantes genéticos de resisténcia a tetraciclina em espécies de
Aeromonas, inclusive em isolados brasileiros, sendo os mais comuns caracterizados
como tet(A) e tet(E) (RHODES et al., 2000; SCHMIDT et al., 2001; L.ABEE-LUND

e SORUM, 2002; BALASSIANO et al.,, 2007). E a presenca da sequéncia de
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inser¢ao denominada ISAS5 em cepas carreando genes de resisténcia a tetraciclina,

foi encontrada em espécies de Aeromonas (TRUDEL et al., 2013).

1.8. Relevancia do estudo em Saude Publica

A resisténcia antimicrobiana ¢ mundialmente causa de preocupagdo devido ao
seu crescimento nas ultimas décadas. Na literatura encontra-se informacoes sobre as
causas da emergéncia da resisténcia antimicrobiana, entre elas, o uso indiscriminado
de antibidticos na medicina veterinaria e humana, bem como na agricultura e

aquicultura.

Antibidticos como as cefalosporinas e carbapenens sdo alvos de pesquisas e
interesse de pesquisadores e profissionais da 4area, ja que atualmente sdo os
compostos mais utilizados nos tratamentos clinicos e consequentemente os mais
suscetiveis a adaptacdo bacteriana. No entanto, sabe-se que a velocidade em que as
bactérias se adaptam ¢ alta, e portanto, ¢ proposta por diversos pesquisadores, a
vigilancia da ocorréncia de genes de resisténcia e a determinagdo de seu mecanismo,
ndo sO relacionados aos antibidticos mais utilizados, mas também relacionaos
aqueles antibioticos que podem ser utilizados como opgdes de tratamento quando

todos os outros forem descartados frente a uma cepa multirresistente.

Bactérias isoladas de fontes clinicas eram os principais alvos das pesquisas
mundiais. Esse panorama vem se modificando gradativamente, uma vez que os
pesquisadores tém se deparado com dados que associam bactérias isoladas de fontes
clinicas com aquelas isoladas de fontes ambientais. Essa informacgdo alertou os

profissionais e pesquisadores da area para o fato de que genes de resisténcia



Introducdo 63

presentes em hospitais e infecgdes hospitalares, também estavam sendo observados

em bactérias isoladas de fontes ambientais, como agua e solo.

A classe de antibidticos tetraciclinas teve um extenso uso na medicina e
agricultura logo apds sua descoberta ha seis décadas, gerando a selecdo de um
consideravel nimero de determinantes genéticos de resisténcia, € com o intuito de
resistir ao antibidtico, as Dbactérias se utilizaram de diferentes mecanismos
moleculares. Com o surgimento de novas drogas, a utilizagdo da tetraciclina e seus
analogos foi consideravelmente diminuida. No entanto, nos ultimos anos a
doxiciclina e a minociclina surgiram como novos antibidticos dessa classe, porém
tiveram seu uso rapidamente diminuido devido a resisténcia bacteriana. E
recentemente um novo composto desta classe denominado tigeciclina foi sintetizado
e tornou-se alvo de interesse dos pesquisadores e clinicos, uma vez que esta droga
possui propriedades de tratar as infecgdes bacterianas em cepas resistentes nao so a

outras classes de antibioticos, mas também a classe das tetraciclinas.

Este estudo foi elaborado baseado em duas hipdteses: (1) se a resisténcia
bacteriana a tigeciclina estara disseminada nos isolados clinicos e ambientais do
presente estudo, € se os determinantes genéticos que conferem resisténcia a
tetraciclina, doxiciclina e minociclina podem ser os mesmos que conferem
resisténcia a tigeciclina e (2) se a resisténcia a tetraciclinas estara presente na maior
parte dos isolados selecionados para o estudo e quais sdo seus mecanismos de

disseminagao.

Portanto, visando reunir dados sobre a ocorréncia da resisténcia a

tetraciclinas, os mecanismos de resisténcia dos genes relacionados a essa resisténcia
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e a caracterizagdo de seus ambientes genéticos, o presente estudo propde a busca
destas informagdes em isolados ambientais de Aeromonas spp., Escherichia coli e

Klebsiella pneumoniae, e em isolados clinicos de E. coli ¢ K. pneumoniae.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Verificar o perfil de sensibilidade a tetraciclinas em isolados clinicos e
ambientais de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae € Aeromonas spp., bem como
pesquisar os principais genes fet associados a resisténcia a esta classe de antibioticos
e determinar a potencial forma de disseminag¢do destes genes por meio da

caracterizagdo de seus ambientes genéticos.

2.2.  Objetivos especificos

1. Verificar a resisténcia fenotipica a tetraciclina, doxiciclina, minociclina e
tigeciclina;

2. Pesquisar genes tet que conferem resisténcia a tetraciclinas através dos
mecanismos de prote¢do ribossomal, bombas de efluxo e producao
enzimatica, e caracterizar o ambiente genético dos genes observados;

3. Realizar a tipagem plasmidial por meio da determinacdoo de grupos de
incompatibilidade (Inc);

4. Determinar o perfil de similaridade genética dos isolados, evitando a selegao
de isolados clonais nos experimentos de transformacdo e linearizagdo dos
plasmidios;

5. Determinar a localizacdo (plasmidial ou cromossomica) dos genes fet

detectados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Selecio dos isolados

Os 572 isolados selecionados para o estudo fazem parte da cole¢@o de cultura
do Laboratério de Pratica de Satide Publica da Universidade de Sao Paulo. O estudo
inclui isolados ambientais de Aeromonas spp., Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, € isolados clinicos de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Os
isolados foram obtidos a partir de projetos de pesquisa previamente realizados no

laboratorio. Todos os isolados foram coletados dentro do estado de Sdo Paulo.

Cepas _ambientais:- 237 isolados de Aeromonas hydrophila, 23 isolados de

Klebsiella pneumoniae e 95 isolados de Escherichia coli. Cepas clinicas: - 95

isolados de Klebsiella pneumoniae e 122 isolados de Escherichia coli (Quadro 2).

Quadro 2. Sintese das caracteristicas dos isolados utilizados neste estudo.

Isolado Microrganismo n° Isolamento Ano Projeto
~ Aeromonas 30 Aguas superficiais® 1995, 1996 1
£ Aeromonas 207 Esgoto ¢ lodo” 2008-2009 2
é K. pneumoniae 23 Esgoto e lodo” 2008-2009 2
< E. coli 95 Esgoto e lodo® 2008-2009 2
g K. pneumoniae 95  Hospital universitario®  2004-2005 3
= E. coli 5 Hospital universitario®  2004-2005 3
o E. coli 117 Fezes diarréicas 2007 4

“Isolados provenientes de ambiente aquatico e/ou de coleta em pontos de captagdo de dgua e recreagdo
no Estado de Sao Paulo.

®Isolados provenientes de amostras de esgoto bruto e tratado, e lodo de esgoto.

“Isolados provenientes de infecgdes relacionadas a assisténcia a satde, infecgdes comunitarias ou
colonizagdes.

1 — (Genotipagem de Aeromonas spp isoladas de amostras ambientais, fatores de viruléncia e genes de
resisténcia - Financiado pela FAPESP 2007-2009, Processo 2007/02266-7).

2 — (Detecgdo e genotipagem de Aeromonas, Cryptosporidium e Giardia em amostras ambientais -
Financiado pela FINEP 2008-2010 - Financiadora de Estudos e Projetos).

3 — (Identificagdo molecular de genes de resisténcia codificadores de ESBL, detectados em cepas
clinicas de Enterobacteriaceae relacionadas a infecgdes hospitalares - Financiado pela FAPESP 2009-
2010, Processo 2008/08312-3).

4 — (Dissertacdo de mestrado - Etiologia das diarréias dos adultos atendidos nos pronto-socorros do
municipio de Itapevi, 2007 - Eliana Suzuki).
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3.2.  Testes fenotipicos para deteccao de resisténcia a tetraciclinas

Os isolados foram submetidos ao antibiograma utilizando primeiramente
discos de tetraciclina. Apresentando-se resistente a tetraciclina, deu-se continuidade
aos testes com doxiciclina, minociclina e tigeciclina (OXOID — UK). Os didmetros
de sensibilidade foram medidos e interpretados de acordo com CLSI, 2010, CLSI,
2012 e CLSI 2014 utilizando os valores padronizados para Aeromonas spp. € a
familia Enterobacteriaceae, respectivamente. Para interpretacdo da sensibilidade a

tigeciclina foram utilizados valores padronizados pelo EUCAST, 2011.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados resistentes foi
determinada utilizando-se fitas de Etest® (BioMerieux) para tetraciclina, doxiciclina,
minociclina e tigeciclina. As instru¢des do fabricante foram seguidas e as CIM foram

determinadas de acordo com as recomendag¢des do fabricante.

3.2.1. Deteccio de genes tet
3.2.1.1. Extracdo de DNA total

A extragdo do DNA total foi realizada por meio de choque térmico segundo
CHAPMAN et al. (2001). As cepas foram semeadas em 2mL de Caldo Luria 1%
NaCl e incubadas a 35°C por 18-24h. O caldo foi transferido para tubos de 1,5mL e
centrifugados a 12000rpm, a 24°C por 3 minutos. Descartado o sobrenadante, o
sedimento (pellet) foi ressuspenso em ImL de agua mQ estéril. Os microtubos foram
centrifugados a 12000rpm, a 24°C por 3min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 200uL de agua mQ® estéril. A suspensdo foi colocada em banho-
maria a 95°C, por 10 minutos, e em seguida colocada em freezer -20°C, por 30

minutos. Os microtubos foram retirados do freezer e mantidos em repouso em
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temperatura ambiente até¢ o descongelamento. Os microtubos foram centrifugados a
12000rpm, a 24°C por 10min e o sobrenadante foi transferido para um tubo de

1,5mL do tipo eppendorf. Os tubos foram armazenados em freezer a -20°C.

3.2.1.2. Deteccgao de genes tet pela PCR

Em isolados ndo-sensiveis a tetraciclina foi realizada a pesquisa dos genes
tet(A), (B), (C), (D), (E), (G), (H), (J), (K), (L), (Y), (Z) e (30) codificadores de
bomba de efluxo; fet(B/P), (M), (O), (OTR), (Q), (S), (T) e (W) para protecdo
ribossdmica e fef(X) para inativagdo enzimatica. Os fragmentos obtidos a partir da
PCR foram purificados com o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA (GE - UK),
sequenciados usando o 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems-US) e
comparados com a base de dados GenBank utilizando a ferramenta BLAST. As
reacdes de PCR foram padronizadas para todos os genes, com modificacdes na
temperatura de anelamento para cada gene: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos

com denaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento por 15 segundos, ¢ extensdo a

72°C por 40 segundos, extensdo final de 1 minuto e manutengdo a 4°C (Quadro 3).

Quadro 3. Iniciadores usados para detectar genes tet para os diferentes mecanismos
de resisténcia.

Iniciador Seqiiéncia 5°- 3’ Anelamento Produto Referéncia
Tet B-FW  TACGTGAATTTATTGCTTCGG 61°C 206

Tet B-RV  ATACAGCATCCAAAGCGCAC

Tet C-FW  GCGGGATATCGTCCATTCCG 61°C 207

Tet C-RV._ GCGTAGAGGATCCACAGGACG

Tet D-FW  GGAATATCTCCCGGAAGCGG 56°C 187

Tet D-RV  CACATTGGACAGTGCCAGCAG AMINOV
Tet E-FFW  GTTATTACGGGAGTTTGTTGG 570 199 et al., 2002
Tet EERV  AATACAACACCCACACTACGC

Tet G-FW GCAGAGCAGGTCGCTGG 60°C 134

Tet G-RV  CCYGCAAGAGAAGCCAGAAG

Tet H-HFW CAGTGAAAATTCACTGGCAAC 50°C 185

Tet H-RV ATCCAAAGTGTGGTTGAGAAT
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Quadro 3 (continuacio). Iniciadores usados para detectar genes fet para os
diferentes mecanismos de resisténcia.

Iniciador Seqiiéncia 5°- 3’ Anelamento Produto Referéncia
TetJ-FW  CGAAAACAGACTCGCCAATC 590C 184
Tet J-RV TCCATAATGAGGTGGGGC
Tet Z-FW CCTTCTCGACCAGGTCGG 550C 181
Tet Z-RV ACCCACAGCGTGTCCGTC AMINOV
Tet Y-FW ATTTGTACCGGCAGAGCAAAC 550(C 204 et al., 2002
TetY-RV GGCGCTGCCGCCATTATGC
Tet 30-FW CATCTTGGTCGAGGTGACTGG 58°C 210
Tet 30-RV ~ ACGAGCACCCAGCCGAGC
TetB/P-FW AAAACTTATTATATTATAGTG 42°C 169
TetB/P-RV  TGGAGTATCAATAATATTCAC
TetM-FW ACAGAAAGCTTATTATATAAC 47°C 171
TetM-RV  TGGCGTGTCTATGATGTTCAC
TetO-FW  ACGGARAGTTTATTGTATACC 50°C 171
TetO-RV  TGGCGTATCTATAATGTTGAC
OTR-FW GGCATYCTGGCCCACGT 5700 212
OTR-RV CCCGGGGTGTCGTASAGG AMINOV
TetQ-FW  AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG 5300 169 et al. 2001
TetQ-RV  CGGAGTGTCAATGATATTGCA
TetS-FW  GAAAGCTTACTATACAGTAGC 49°C 169
TetS-RV  AGGAGTATCTACAATATTTAC
TetT-FW  AAGGTTTATTATATAAAAGTG 45°C 169
TetT-RV ~ AGGTGTATCTATGATATTTAC
TetW-FW GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 5700 168
TetW-RV  GGGCGTATCCACAATGTTAAC
TetX-FW  CAATAATTGGTGGTGGACCC 550(C 468
TetX-RV ~ TTCTTACCTTGGACATCCCG
TetK-FW TCGATAGGAACAGCAGTA 50°C 169 NG et al.
TetK-RV CAGCAGATCCTACTCCTT 2001
TetL-FW  TCGTTAGCGTGCTGTCATTC 50°C 267
TetL-RV ~ GTATCCCACCAATGTAGCCG
3.3. Caracterizacio do ambiente genético dos genes fet
Ap6s identificacdo dos genes fef, o ambiente genético dos mesmos foi

determinado por meio de PCR e os fragmentos obtidos foram sequenciados e
posteriormente analisados no software BioEdit (Biological Sequence Alignment
Editor).
3.3.1. Pesquisa de integrases de classes 1,2,3 e 4
Integrases de classes 1, 2, 3 e 4 foram pesquisadas (Quadro 4). Os fragmentos

obtidos a partir da PCR foram purificados com o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA
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(GE — UK), seqiienciados usando o 3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystems-

US) e comparados com a base de dados GenBank utilizando a ferramenta BLAST.

Quadro 4. Sequéncias de iniciadores para a detec¢do da presencga de integrases de
classes 1,2,3 e4.

Iniciador Sequéncia 5°-3° Produto Referéncia
Intll1 F  ACATGTGATGGCGACGCACGA 569pb PAN et al.,
Intl1 R ATTTCTGTCCTGGCTGGCGA 2006
Inti2F GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 789pb PAN et al.,
Inti2 R  CACGGATATGCGACAAAAAGGT 2006
IntI3 F CATTTGTGTTGTGGACAAC 717pb XU etal.,
IntI3 R GACAGATACGTGTTTGGCAA 2009
Intl4 F CGGTATGTCTAATTGCTCTTG 696pb GOLDSTEIN
Intl4 R TGGCCACAAAGACTCAATCAC etal., 2001

As reagdes de PCR foram realizadas com as seguintes caracteristicas para a
pesquisa de Intll e IntI2: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos com denaturagao
a 95°C por 30 segundos, anelamento 60°C por 15 segundos, e extensdo a 72°C por 1
minuto, ¢ uma extensdo final de 1 minuto ¢ manutengdo a 4°C até a retirada do

termociclador. Para IntI3 e Intl4 a temperatura de anelamento utilizada foi de 55°C.

3.3.2. Mapeamento de integrons

Isolados positivos para presenca de integrases foram submetidos a reagdo de
PCR para detec¢do da associagdo de genes fet aos integrons. PCR utilizando
iniciadores (Quadro 5) para amplificacdo do integron completo foi realizado. Os
genes tet possuem aproximadamente um tamanho de 1200pb, portanto na andlise dos
géis de agarose para visualizagdo de fragmentos obtidos através da reagdo de PCR
para a regido variavel de integrons inteiros, isolados com fragmentos inferiores a este
tamanho foram descartados, uma vez que o objetivo foi verificar a associa¢do do

gene com o elemento mével. Os fragmentos maiores que 1200pb foram purificados
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com o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA (GE — UK) e utilizados como amostra em um
PCR interno com iniciadores (Quadro 3) referentes aos genes fet detectados nos
respectivos isolados.

Quadro 5. Iniciadores para amplificacao de integrons completos de classes 1 e 2.

Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto  Referéncia
intlca-F  GATAAAAACAGCCTGACCTCTTC Varigvel PAN et al.
intlca-R CCCACTTGACATCTCATCAATAC 2006
intl2ca-F  GATAAAAACAGCCTGACCTCTTC Varigvel PAN et al.
intl2ca-R ~  CCCACTTGACATCTCATCAATAC 2006

As reagdes de PCR foram realizadas com as seguintes caracteristicas: 95°C
por 5 minutos, seguido de 25 ciclos com denaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento 60°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 7 minutos, € uma

extensdo final de 1 minuto ¢ manutencao a 4°C até a retirada do termociclador.

3.3.3. Pesquisa e mapeamento de transposons

Ap6s o sequenciamento e identificacdo dos genes tet, 0 ambiente genético dos
mesmos foi verificado com relagdo a sua associagao com transposons.

A partir do levantamento bibliografico realizado e das sequéncias de
transposons alinhadas e analisadas no software BioEdit (Biological Sequence
Alignment Editor) foi possivel desenvolver iniciadores para a triagem de
transposases e para verificacdo da associacdo dos genes fet detectados com os
elementos genéticos moveis pesquisados.

Primeiramente foi feita uma triagem para a presenca dos elementos genéticos
moveis Tnl721, Tnl0 e IS26 associados aos genes tet detectados. O iniciadores

utilizados foram desenhados neste estudo e estao descritos no Quadro 6.
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Quadro 6. Sequéncias de iniciadores para triagem dos elementos genéticos moveis,
Tnl721, Tnl0 e IS26.
Iniciador Sequéncia 5°-3’ Alvo Produto
P1 tn1721 Fw GCAGTTCCGCGACTTCGAC
P2 tn1721 Rv GCCATCTTGGTCAGCCCGAGG
Tnl0 Fw GAGCTTCAGTCGCACTACACG
Tn10 Rv GAACGCCCGCAAGCCAACATG
I1S26 Fw CAGCGTGACATCATTCTGTGGGC
IS26 Rv TCTGCTTACCAGGCGCATTTCGC

transposase  420pb

transposase  670pb

transposase ~ 600pb

Para a triagem dos elementos do Quadro 6, as reacdes de PCR seguiram-se da
seguinte forma para todas as transposases: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos
com denaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento 60°C por 15 segundos, ¢
extensdo a 72°C por 1 minuto, e uma extensdo final de 1 minuto e manutencao a 4°C
até a retirada do termociclador.

Para determinar a associacdo do gene tef(A) ao elemento movel Tn/721
foram desenvolvidos iniciadores utilizando o esquema desenvolvido por
SCHNABEL e JONES (1999) (Figura 9) juntamente com sequéncias do elemento
Tnl721 disponiveis no banco de dados GenBank e alinhadas no software BioEdit

para desenho dos iniciadores (Quadro 7).

Tn1721

7|8 ol10 11
[RRI fetR tetA
1
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Figura 9. Esquema ilustrando a associa¢do de tet(A) e Tnl/72] elaborado por
SCHNABEL e JONES (1999) modificado neste estudo pela adicdo de flechas que
indicam a localizac¢ao dos iniciadores. Os niumeros acompanhando as flechas indicam
os numeros dos iniciadores descritos no Quadro 7.
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Quadro 7. Sequéncias de iniciadores para mapeamento do elemento genético
Tnl721 associado aos genes fet detectados.

n° Iniciador Sequéncia 5°-3° Produto
1 tn1721 IRLFw ~ GGGGGAACCGCAGAATTCGGA 1376pb
2 tn1721 IRLRv  CTCAATTGAGAAGCGGGAAGGC

3 ORFltnpRFw CATGCCGGCAGCCATTGCGCTT 1474pb
4  ORF1tpRRv GGATCAGCGACAGGTCGGAGTC

3 ORFltnpRFw CATGCCGGCAGCCATTGCGCTT 2300pb
5 P2 Rv GCCATCTTGGTCAGCCCGAGG

6 Px Fw CGACCGTGATCGATGAGCTGG 2044pb
7 P3 Rv TCCAGTCTGCGGCTCTGCCG

8 P3 Fw CGGCAGAGCCGCAGACTGGA 690pb
9 tetR Fw m-end CGGCCGACGCGCAGCTTCGC

10 tetR Fw-opos CAGAGGAAGCGAAGCTGCGCG 562pb
11 tetAR1 CGAGTGAACCAGATCGCGC

12 P4 Fw ACTTGCTCTGCCTGCCGGCG 2175pb
5 P2 Rv TCCAGTCTGCGGCTCTGCCG

13 tnpA2Fw GCCGAGGATGAAGATGCGC 2510pb
14 A-tnpA2 Rv GGGAGCCCGCAGAATTCGG

15 tetAFw TCCGCGCGTTCAATCGGACC 1209bp
16 tetARv CCCGCGACGCAGCGCCGGCA

Para o mapeamento do elemento Tn/72/ as reagdes de PCR seguiram-se da
seguinte forma: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos com denaturagdo a 95°C
por 30 segundos, anelamento 60°C por 30 segundos, e extensdao a 72°C por 1 minuto
— Combinagdes de iniciadores 8,9 e 10,11; 1 minuto e 30 segundos — Combinagdes
de iniciadores 1,2 — 3,4 ¢ 15,16; ¢ 2 minutos ¢ 30 segundos — Combinagdes de
iniciadores — 3,5 — 6,7 — 12,5 e 13,14, e uma extensdo final de 5 minutos e

manuten¢do a 4°C até a retirada do termociclador.

Com base também no esquema descrito por SCHNABEL e JONES (1999)
(Figura 10) os iniciadores foram desenhados para mapeamento do elemento moével
Tnl0 e deteccdo de sua associacdo ao gene tet(B). A principio os iniciadores foram
desenhados com base na Figura 7-A, no entanto conforme sequenciamento de alguns

fragmentos observou-se que a estrutura do elemento genéticos nos isolados
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estudados era menor do que o descrito na literatura e portanto fez-se necessario o
desenho de novos iniciadores e a elaboracdo de um novo esquema para o

mapeamento de Tn/0 nos isolados em estudo (Figura 7-B) (Quadro 8).

Tn10 A
o —
[ — ]
1S10-L tetR  telB R
I 1 T 1 1§ 1 1 I | 1
1 2 4 5 6 7 8 g KB

| 1 | | I | 1 I

1 2 3 4 5 6 KB
Figura 10. A. Esquema da estrutura movel que mostra a associagdo de tet(B) a IS/0
descrita por SCHNABEL e JONES (1999). B. As flechas representam os iniciadores
desenhados e os numeros acima das flechas indicam os iniciadores citados no
Quadro 8.

Quadro 8. Sequéncias de iniciadores para mapeamento da transposase IS/0
relacionada ao elemento mével Tn/0 associado aos genes tet(B) observados.

n° Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto
1 IS10-IRL CTGATGAATCCCCTAATG 1104pb
2 IS10 Rv-transp GAACGCCCGCAAGCCAACATG

3 Tn10 end Fw GGGACAAGCACTTCCAGGC 1060pb
4 tetR B Rv CTAAGTCATCGCGATGGAGC

5 ybdA Fw-IS10 GGGGATCTCCTTAAACCATGGCG 666pb
4 tetR B Rv CTAAGTCATCGCGATGGAGC

5 ybdA Fw-IS10 GGGGATCTCCTTAAACCATGGCG 2207pb
6 tetBcompR TCCTGTTTACTCCCCTGAGC

7 tetBcompF GATGCCATGGGGATTGGCCTT 2422pb
8 UnkregRv CGTGGCTGCAACCCTACTAGC

9 UnkregFw GGCACCTTTGGTCACCAACGC 1518pb
10  IS10 Fw-transp GAGCTTCAGTCGCACTACACG

11 IS10-int Fw CGGACTAGGCCTACGCCATAG 1035pb
12 IS10-IRR CTGATGAATCCCCTAATG

7 tetBcompF GATGCCATGGGGATTGGCCTT 2510pb
6 tetBcompR TCCTGTTTACTCCCCTGAGC

Para o mapeamento de Tn/(0 as reagdes de PCR seguiram-se da seguinte

forma: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos com denaturacdo a 95°C por 30
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segundos, anelamento 58°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto —
Combinagdes de iniciadores 3,4 — 54 e 11,12; 1 minuto ¢ 30 segundos —
Combinagdes de iniciadores 1,2 — 9,10; e 2 minutos e 30 segundos — Combinagdes
de iniciadores — 5,6 — 7,8 ¢ 7,6, ¢ uma extensao final de 5 minutos ¢ manutengdo a

4°C até a retirada do termociclador.

Baseando-se nos esquemas de KIM et al. (2008); SCHNABEL e JONES
(1999) e utilizando as combinagdes de iniciadores desenhados neste estudo e
apresentados na Figura 11 e Quadro 9, os isolados foram pesquisados para verificar a

associacdo de seus respectivos genes mapeando o elemento IS26.

PAPA P9 M

)
Iiﬁfﬁx L5260

Figura 11. Esquema da estrutura mével mapeada neste estudo associando fe#(D) a
IS26. As flechas representam as regides onde os iniciadores foram desenhados e os
numeros indicam os iniciadores no Quadro 9.

9

Quadro 9. Iniciadores para mapeamento da IS26 e sua associacdo com os genes
tet(D) detectados.

n’  Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto Referéncia
1 IS26 Fw CAGCGTGACATCATTCTGTGGGC 662pb DROPA,
2 IS26 Rv TCTGCTTACCAGGCGCATTTCGC 2012
1A IS26F TGCCGGCCTTTGAATGGGTTC
3  tetR2compl Rv GCACCTCGGCACCCGCCCIG
4  tetR2complFw CAGGGCGGGTGCCGAGGTGC
5
6
7
8
9

370pb  Esteestudo

tetDbeginRy  ACCAGOGCGATGACAGCGGGT ~ 120pb Eseestudo

tetDendFw GCACCGGTGGCGGCCACCT

adhCRv GCATCTTCCACCATTCCCGGC
adhCendFw GCCGGGAATGGTGGAAGATGC
IS26-beginRv TCCCCTGGGCGAAATGCGCC

140pb  Esteestudo

560pb  Esteestudo

Para o mapeamento da estrutura associando IS26 e tet(D) as reagdoes de PCR

seguiram-se da seguinte forma: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos com
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denatura¢do a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, e
extensdao a 72°C por 1 minuto para todas as combinagdes de iniciadores; exceto a
combinag¢do de iniciadores 6-7 na qual foi utilizada uma extensdo de 30 segundos.
Todas as reacdes foram seguidas de uma extensdo final de 5 minutos e manutengdo a
4°C at¢ a retirada do termociclador.

Baseando-se no esquema de SCHNABEL e JONES (1999) os genes tet(C)
foram mapeados para determinar sua associagdo a IS26, de acordo com os
iniciadores desenhados neste estudo e descritos no Quadro 10 e segundo o esquema

apresentado na Figura 12.

L P 4P T T
IS26 -Qﬂ— 1S26

Figura 12. Esquema da estrutura mdvel mapeada para os genes fef(C) associados a
IS26. As flechas representam as regides onde os iniciadores foram desenhados e os
numeros indicam os iniciadores no Quadro 10.

Quadro 10. Iniciadores para mapeamento de IS26 e sua associagdo com 0s genes
tet(C) observados.

n’ Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto
1 1IS26endFw TGCCGGCCTTTGAATGGGTTC 15000b
2 tetCbgRv CATCCAGGGTGACGGTGCCG p

3 tetRCFw CCGCCGATGATGAGAGCCAGGC 719pb
2 tetCbgRv CATCCAGGGTGACGGTGCCG

4 tetCFw CGGCACCGTCACCCTGGATG 1132pb
5 tetCRv GAGGTGGCCCGGCTCCATGC

6 tetCendFw GTAGGCGCCGCCCTATACC 1186pb
7 1S26bgRv TCCCCTGGGCGAAATGCGCC

Para o mapeamento da estrutura contendo IS26 e tet(C) as reacdes de PCR
seguiram-se da seguinte forma: 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos com

denaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, e
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extensdo a 72°C por 1 minuto para todas as combinacdes de iniciadores, uma
extensdo final de 5 minutos e manutengao a 4°C até a retirada do termociclador.

Os genes tet(E) foram testados com iniciadores para transposons relacionados
aos genes fef(A), (B), (C) e (D) de acordo com os Quadros 9, 10 e 11 de iniciadores e
também foram testados para sua associa¢do ao elemento ISAS5 com o género
Aeromonas (Quadro 11). Os iniciadores foram desenhados apos alinhamento e

analise da sequéncia de Aeromonas salmonicida de numero de acesso CP000645.1

do GenBank.

Quadro 11. Iniciadores para mapeamento do ambiente genético de fe#(E).

Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto
tetERFw GCCCGAAATGGAAGGCCG 6430b
tetEbgRv GTGCCATCATCACAGTGCGGT p
tetEcompF ACCGCACTGTGATGATGGCAC 1167pb
tetEcompR GACTGCCCTGCCGGGATAG
ISASS5(1)Fw GCGACTGCGGCTGGAGGCTC 1470pb
ISAS5(1) Rv GTTCTCGTGCTCTTGCGGC
ISAS5(1)endFw  GTCGGTGCTGGCCAGTGGCC 266pb
ISAS5(2)bgRv ~ GCTTACGCTGCTCCCGGCTC
ISAS5(2) Fw CCGGCATGGCGGATGCCG 2288pb
tetEbgRv GTGCCATCATCACAGTGCGGT

Para determinacdo da associagdo do gene fef(E) aos elementos moéveis
propostos neste estudo as reagdes de PCR seguiram-se da seguinte forma: 95°C por 5
minutos, seguido de 25 ciclos com denaturagdo a 95°C por 30 segundos, aneclamento
a 60°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto para todas as combinagdes
de iniciadores, exceto a combinagdo ISAS5(2)Fw e tetEbgRv, na qual foi utilizada
uma extensao de 2 minutos. Para todas as combinagdes foi realizada uma extensao

final de 5 minutos ¢ manutencao a 4°C até a retirada do termociclador.
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Na visualizacdo dos todos os produtos de PCR amplificados o marcador de
peso molecular 100bp Plus MassRuler™ DNA Ladder (Fermentas) foi utilizado e foi
realizada uma eletroforese a 6V/cm em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo
de etidio e visualizado em luz ultravioleta (Epi Chemi II Darkroom, UVP

Bioimaging Systems).

3.4. Tipagem plasmidial

Os plasmidios foram extraidos através do kit Wizard Plus SV Minipreps
(Promega-USA) segundo as orientagdes do fabricante. A partir do DNA plasmidial,
os grupos de incompatibilidade (Inc) foram determinados por PCR de acordo com
CARATTOLI et al. (2005) (Quadro 12). Os fragmentos obtidos a partir da PCR
foram purificados com o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA (GE — UK), sequenciados
usando o 3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystems-US) e comparados com a

base de dados GenBank utilizando a ferramenta BLAST.

Quadro 12. Iniciadores para a tipagem plasmidial em grupos Inc de acordo com o
protocolo desenvolvido CARATTOLI et al. (2005).

Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto (pb)
H11F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471
H11 R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
H12 F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644
H12 R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
I1F CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139
I1R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT

XF AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT

XR TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 376
L/MF GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 735
L/MR CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG

NF GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559

NR GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
FIAF CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462
FIA R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
FIB F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 700

FIB R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
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Quadro 12 (continuagao). Iniciadores para a tipagem plasmidial em grupos Inc de

acordo com o protocolo desenvolvido CARATTOLI et al. (2005).

Iniciador Sequéncia 5°-3’ Produto (pb)
WF CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242
WR GGTGCGCGGCATAGAACCGT
YF AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765
YR GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT

PF CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 534
PR TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
FIC F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262
FICR TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
A/CF GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465
A/CR ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
TF TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 750
TR CGTTGATTCACCTTAGCTTTGGAC
FII F CTGTCGTAAGCTGATGGC 270
FII, R CTCTGCCACAAACTTCAGC
Freps F TGATCGTTTAAGGAATTTTG 270
Frepp R GAAGATCAGTCACACCATCC
K/BF GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160
KR TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
K/BF GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 159
B/OR TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA

3.5. Tipagem molecular

3.5.1. Extracio do DNA gendomico

Todos os isolados resistentes a tetraciclina foram submetidos a extracdo de

DNA gendmico, por meio do protocolo CTAB (Brometo de Cetil-Trimetil-Amonio)

de acordo com o preconizado por MURRAY ¢ THOMPSON (1980), e descrito por

AUSUBEL et al. (1995). Esta extracdo permite a obtencdo de um DNA gendmico

mais purificado e concentrado, necessdrio para a realizacdo da tipagem molecular

pela PCR. Os isolados (colonias reisoladas e armazenadas em Soft Agar Luria 0,5%)

foram semeados em 10mL de Caldo Luria 1% e incubados a 35°C por 18-24h. Apds

a incubagdo os tubos foram centrifugados a 5000rpm por 10 minutos, o sobrenadante

foi descartado, o sedimento foi ressupenso com ImL de mQ® estéril e transferido
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para microtubo tipo eppendorf. Os microtubos foram centrifugados a 12000rpm por
3 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso com 567uL de
TEI (Tris-HC1 10mM, pH 7,5; EDTA 1mM, pH 8,0) estéril, 30uL de SDS 10% e
3uL de Proteinase K, em seguida levados ao banho-maria 37°C por 1h. Apos esse
periodo, foram adicionados aos microtubos 80uL. de CTAB e 100uL de NaCl 5M,
que foram levados ao banho-maria 65°C por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se
aproximadamente 500uL de cloroféormio e alcool-isoamilico na proporcdo 24:1,
agitou-se fortemente e centrifugou-se a 10000rpm por 25 minutos a 24°C, em
seguida a parte superior foi transferida, separada pelo CTAB, para um novo
microtubo, adicionou-selpl. de RNAse e os microtubos foram colocados no banho-
maria 37°C por l1h. Apos esse periodo, aproximadamente 500uL de cloroférmio puro
foram adicionados, os microtubos foram agitados fortemente e centrifugados a
10000rpm por 15 minutos a 24°C, novamente a parte superior foi transferida para um
novo tubo onde 1mL de isopropanol gelado foi adicionado, entdo os tubos foram
centrifugados a 10000rpm por 5 minutos a 24°C. Apods o sobrenadante ser
descartado, 1mL de etanol 70% foi adicionado e centrifugou-se a 10000rpm por 5
minutos a 24°C, descartou-se o sobrenadante e os tubos foram colocados para secar a
vacuo. O DNA foi ressuspenso com 50uL de TEII (Tris-HCl 10mM, pH 7,5; EDTA

0,1mM, pH 8,0).

3.5.2. ERIC-PCR
Com o intuito de evitar a sele¢do de isolados clonais para os experimentos de
linearizagdo de plasmidios e transformacao, os perfis de similaridade genética foram

verificados, e para isso todos os isolados foram submetidos a triagem por ERIC-PCR
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(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — PCR). O método foi realizado

segundo RIVERA et al. (1995).

3.5.3. PFGE para DNA cromossémico
A partir das andlises de géis de agarose obtidos através da metodologia
ERIC-PCR na qual as similaridades e diferencas genéticas foram obervadas, isolados
com perfis de similaridade genética iguais ou com diferenca de um Unico fragmento
foram submetidos a técnica de eletroforese em campo pulsado, na qual os isolados

selecionados foram digeridos com enzima Xba 1 (10U) e analisados.

O procedimento utilizado para o preparo dos plugs foi a metodologia descrita
pelo Center of Diseases Control (CDC) 2004, modificada por DROPA et al. (2009) e
a interpretagdo do polimorfismo de fragmentos foi realizada segundo TENOVER et
al. (1997). Os isolados foram classificados em clones (isolados com perfis genéticos
idénticos) ou nao-clones (isolados com perfis genéticos distintos), ndo sendo
analisadas as similaridades genéticas entre os isolados por meio de softwares que

utilizam os perfis de fragmentos de DNA para relacionar as cepas.

3.6.  Critérios para selecio de cepas para metodologias posteriores

As cepas foram selecionadas de acordo com os seguintes critérios: (1) cepas
apresentando os maiores valores de Concentragao Inibitéria Minima, (2) cepas
apresentando variedade de genes fef entre si, na tentativa de incluir na selegc@o cepas
da mesma espécie carreando diferentes genes tet, (3) cepas com perfis genéticos
distintos e (4) a presenca de integrons e/ou transposons associados aos genes fet

detectados nas cepas.
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3.7. Determinacio da localizacio dos genes
3.7.1. Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) — Preparo dos Plugs
O procedimento utilizado para o preparo dos p/ugs foi a metodologia descrita

pelo Center of Diseases Control (CDC) 2004, modificada por DROPA et al. (2009).

3.7.2. Linearizacao e determinaciao do tamanho dos plasmidios

A partir dos plugs preparados a enzima S1 nuclease foi usada para a
conversao de plasmidios superenovelados (supercoiled) em plasmidios lineares
(BARTON et al., 1995; MARTINEZ et al., 2007; MSHANA et al., 2009), seguida da
eletroforese em campo pulsado (PFGE) (Chef Mapper (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). O gel de PFGE foi corado em brometo de etidio 1pug/mL, durante 1h,
e visualizado em luz ultravioleta (Epi Chemi II Darkroom, UVP Bioimaging
Systems). O tamanho dos plasmidios foi determinado pela comparagdo com as
bandas de um marcador de alto peso molecular (Lambda Ladder PFG Marker e

MidRange PFG Marker I, New England Biolabs, USA).

3.7.3. Transformacao de plasmidios

Na tentativa de determinar a localizagdo dos genes tet, plasmidios das cepas
selecionadas foram transformados em células eletrocompetentes, as quais apods
transferéncia dos plasmidios foram submetidas a reagdes de PCR para confirmagdo

molecular da presenca do gene fef no plasmidio transferido.

3.7.3.1. Preparacgao de células eletrocompetentes

A partir de uma cultura pura congelada em glicerol 70% em freezer -80°C a

célula Escherichia coli DHIOB™ foi reisolada em Agar MacConkey e incubada a
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37°C por 18 horas. Apos o periodo de incubacdo, uma coldnia selecionada da placa
de Agar MacConkey foi semeada em 5SmL de Caldo Luria e incubada a 37°C por 18
horas. Apds este periodo 250uL do caldo crescido foi semeado 6 tubos de Falcon de
50mL contendo cada um 25mL de Caldo Luria. Os tubos foram encubados a 37°C

sob agita¢do de 150rpm por 3 a 4 horas.

Todas as etapas deste protocolo foram realizadas em cabine de seguranga
bioldgica. Apds incubagdo os tubos foram resfriados em gelo por 20 minutos e em
seguida centrifugados a 5500rpm a 4°C por 15 minutos. Apods centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso cuidadosamente com 50mL de

agua destilada estéril previamente gelada.

Novamente os tubos foram centrifugados a 5500rpm a 4°C por 15 minutos,
em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso cuidadosamente
com 25mL de agua destilada estéril previamente gelada. Este passo ¢ repetido mais

uma vez.

Em seguida os tubos foram novamente centrifugados a 5500rpm a 4°C por 15
minutos, seguido da retirada do sobrenadante e o pellet foi ressuspenso
cuidadosamente com 10mL de 4gua destilada estéril previamente gelada. Os tubos
foram novamente centrifugados a 5500rpm a 4°C por 15 minutos, em seguida o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspensso cuidadosamente com 250uLl. de
glicerol 10% estéril previamente gelada. De 40 a 50uL das células ressuspensas em
glicerol foram distribuidos em tubos de 1,5mL tipo eppendorf® previamente

gelados e imediatamente armazenados em freezer -80°C.
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Eletroporagao

As células eletrocompetentes foram descongeladas e mantidas em gelo,
juntamente com a extracdo de plasmidios das cepas selecionadas e as cubetas (Gene
Pulser/Micropulser Cuvettes - BioRad). 3uL da extragdo de plasmidios foram
adicionados ao tubo contendo a célula eletrocompetente, em seguida todo o contetido
do tubo foi transferido para a cubeta e eletroporada a 1800V (Eletroporator 2510 —
Eppendorf). Em seguida todo o contetido da cubeta foi transferido para um tubo de
Falcon de 15mL contendo 500uL de meio S.O.C (Caldo Luria com adi¢do de 2mM
de Magnésio e 2mM de Glicose), o qual foi incubado sob agitacdo a 37°C por 1 hora
e 30 minutos. Apds incubacdo todo o contetido do tubo de Falcon foi transferido para
um tubo contendo SmL de Caldo Luria com concentragao de 8ug/mL de tetraciclina.

O caldo foi incubado sob agita¢do a 37°C por 18 horas.

As cepas transformadas que apresentaram crescimento sob a presenca de
tetraciclina foram submetidas a extracdo de plasmidio e posteriormente PCR dos

respectivos genes fetf e grupos de incompatibilidade de plasmidios.

4. ANALISE DOS DADOS

Para andlise, os resultados foram observados de acordo com a origem da

amostra e as espécies estudadas, bem como de acordo com os antibidticos testados.

Com relagdo a origem das amostras, as mesmas ndo foram analisadas
separadamente de acordo com a procedéncia especifica cada de isolado. Portanto, os
isolados provenientes de ambiente aquatico e/ou de coleta em pontos de captagcdo de

agua e recreagdo no Estado de Sdo Paulo, foram agrupados em isolados de agua
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superficial; isolados provenientes de amostras de esgoto bruto e tratado, e lodo de
esgoto, foram analisados em conjunto sob a referéncia de esgoto e lodo, e os isolados
de infeccoes relacionadas a assisténcia a saude, infeccOes comunitarias ou

colonizagdes foram agrupados como isolados de um hospital universitario.

Os resultados foram dispostos em tabelas e graficos, nos quais foram feitas

comparagdes das porcentagens obtidas pela analise dos dados.
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5. RESULTADOS
5.1. Resisténcia fenotipica a tetraciclinas

Um total de 572 isolados, incluindo Aderomonas spp., Klebsiella pneumoniae
e Escherichia coli foram analisados para detec¢do do perfil de sensibilidade para
tetraciclina por disco-difusdo, dos quais 106 (18,5%) apresentaram-se resistentes ou
intermediarias (ndo-sensiveis). A partir do total de 106 isolados, fitas de Etest” foram
utilizadas para detectar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) para tetraciclina.
Como observado na Tabela 1, os testes de Concentragao Inibitoria Minima confirmaram
o perfil de sensibilidade dos isolados nao-sensiveis a tetraciclina. Nao houve
discrepancias entre os resultados obtidos a partir das duas técnicas para todos os
antibidticos testados.

Testes de disco-difusdo e para detec¢do da CIM para doxiciclina, minociclina e
tigeciclina, foram realizados nos isolados ndo-sensiveis a tetraciclina (Tabela 2).
Tabela 1. Determinacao dos perfis de sensibilidade a tetraciclina obtidos pela técnica de

Disco-Difusao (DD), seguida da verificagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
nos isolados nao-sensiveis a tetraciclina.

DD Aeromonas’  Aeromonas™ K. pneumom’ael K. pneumom’aez E. coli’ E. coli’
% (n=207) % (n=30) % (n=23) % (n=95) % (n1=95) % (n=122)
R 1(2) 0 17,4 (4) 23 (22) 27,3(26) 21,3 (26)
I 11,6 (24) 3,3(1) 0 0 1(1) 0
S 87,4 (181) 96,7 (29) 82,6 (19) 76,8 (73) 71,5(68)  78,7(96)
Total 26 1 4 22 27 26
CIM Aeromonas’  Aeromonas™ K. pneumoniae’ K. pneumom’aez E. coli’ E. coli’
% (n=26) % (n=1) % (n=4) % (n=22) % (0=27) % (n=26)
R 7,7 (2) 0 100 (4) 100 (22) 100 (26) 100 (26)
I 92,3 (24) 100 (1) 0 0 3,7(1) 0
S 0 0 0 0 0 0

Tisolados de esgoto e lodo, isolados de 4gua superficial, “isolados clinicos. DD - Disco-difusdo, CIM -
Concentracdo Inibitoria Minima. R — resistente, I — intermediario, S — sensivel.

Todos os isolados de Aeromonas isoladas de agua superficial foram sensiveis para

doxiciclina, minociclina e tigeciclina, e portanto ndo foram apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Testes de disco-difusdo e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para
doxiciclina, minociclina e tigeciclina das cepas ndo-sensiveis a tetraciclina.

Aeromonas’ K. pneumoniae’ K. pneumom’aez E. coli’ E. coli’
% (n=26) % (n=4) % (n=22) % (n=27) % (n=26)
DD/CIM % (n)* - Doxiciclina
R 0 100 (4) 100 (22) 85,1 (23) 84,6(22)
| 7,7 (2) 0 0 11 (3) 11,5 (3)
92,3 (24) 0 0 3,7(1) 39()
DD/CIM % (n)* - Minociclina
R 0 0 95,5 (21) 14,3 (4) 15,4 (4)
| 0 50 (2) 4,5(1) 22 (6) 30,8 (8)
100 (26) 50 (2) 0 63 (17) 53,8 (14)
DD/CIM % (n)* - Tigeciclina
R 0 0 0 0 0
| 0 0 0 0 0
S 100 (26) 100 (4) 100 (22) 100 (27) 100 (26)

* A indicagdo de apenas um valor representa a mesma porcentagem ¢ numero de
isolados para ambas as técnicas. 'isolados de esgoto e lodo, "isolados de agua
superficial, %isolados clinicos. DD - Disco-difusdo, CIM - Concentragdao Inibitoria
Minima. R — resistente, I — intermediario, S — sensivel.

Na Tabela 3 estdo dispostas as concentragdes de antibidtico capazes de inibir
50% (CIMs) e 90% (CIMyo) das cepas estudadas. O range também esta presente na
Tabela 3, indicando a menor e maior concentracdo de inibicdo detectadas nas cepas

em estudo.

Tabela 3. Disposicdo dos valores da CIMsy, CIMgy e do range dos antibidticos
tetraciclina (TET), doxiciclina (DOX), minociclina (MIN) e tigeciclina (TGC) com
relagdo as cepas clinicas e ambientais de Aderomonas spp., K. pneumoniae e E. coli.

. . TET (ug/mL) DOX (ug/mL)
Microrganismo  —m o =Ny, Range  CIMi CIMyy  Range
Aeromonas spp.’* 8 12 6-128 3 4 2-12
K. pneumoniae’ 64 256 24 -256 32 64 16 - 64
K. pneumoniaé’ 256 256 64 -256 64 96 16 - 256
E. coli’ 256 256  8-256 48 96 3-256
E. coli’ 128 256  16-256 48 96 2-256
|
. . MIN (pg/mL) TGC (ug/mL)
Microrganismo  —~ o = 1N, Range  CIMy CIMyy  Range
Aeromonas spp. fa 1 2 0,25-4 0,25 0,75 0,064 - 1
K.pneumoniael 6 8 1,5-8 0,38 1,5 0,19-1.,5
K. pneumoniaé’ 24 32 6-256 0,5 1 0,19 -2
E. coli’ 4 18  038-1,5 0,094 038 0032-15
E. coli’ 4 16 0,19-32 0,125 0,19 0,047-0,5

17 Ta: 7 " > .
isolados de esgoto e lodo, “isolados de dgua superficial, “isolados clinicos.
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Com base no perfil de sensibilidade dos 572 isolados avaliados neste estudo e
de acordo com os testes de sensibilidade a tetraciclina; foram observados 106
(18,5%) isolados ndo-sensiveis. Assumindo que os resultados dos perfis de
sensibilidade a tetraciclina possam ser extrapolados para os demais antibidticos
testados neste estudo, a partir do total de 572 isolados, foi observado que 77 (13,5%)
e 44 (8%) apresentaram-se ndo-sensiveis a doxiciclina e minociclina,

respectivamente. E todos os isolados foram sensiveis a tigeciclina (Figura 13).

120%

100%

M |solados ndo-
sensiveis

M |solados
sensiveis

20%

Tetraciclina Doxiciclina Minociclina Tigeciclina

Figura 13. Distribui¢do de isolados sensiveis e ndo-sensiveis a tetraciclina,
doxiciclina, minociclina e tigeciclina, calculados a partir do total de 572 isolados
testados neste estudo.

Com relagdo a origem das amostras, 355 isolados foram obtidos de amostras
ambientais, incluindo agua superficial, e esgoto e lodo das quais 58 (16,3%) foram
resistentes ou intermediarias (ndo-sensiveis) a tetraciclina. Dos isolados clinicos que
totalizaram 217, 48 (22,1%) isolados foram resistentes a tetraciclina, como esta

observado na Figura 14.
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Figura 14. Porcentagem dos isolados sensiveis e ndo-sensiveis a tetraciclina de
acordo com a origem clinica ou ambiental da amostra.

A Figura 15 mostra os isolados ndo-sensiveis a tetraciclina de acordo com o
tipo de amostra e a espécie. Para Aeromonas spp., do total de 30 isolados de 4gua
superficial e dos 207 isolados de esgoto e lodo, 3,3% (1) e 26 (12,5%) apresentaram-
se ndo-sensiveis, respectivamente. Os Unicos 5 isolados de E. coli de um hospital
universitario foram resistentes a tetraciclina. Dos 95 isolados de esgoto e lodo, e de
117 isolados de fezes diarreicas, 27 (28,4%) e 21 (17,9%) cepas foram nao-sensiveis
a tetraciclina, respectivamente. De 23 isolados de K. pneumoniae de amostras de
esgoto e lodo apenas 4 (17,4%) foram resistentes a tetraciclina, enquanto que a partir

de 95 isolados de um hospital universitario 22 (23,2%) apresentaram-se resistentes.
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Figura 15. Isolados ndo-sensiveis a tetraciclina de acordo com o tipo de amostra:
agua superficial, esgoto e lodo, hospital universitario e fezes diarreicas e as espécies
estudadas: Aeromonas spp., Escherichia coli e K. pneumoniae.

A Figura 16 mostra o perfil de sensibilidade dos isolados de acordo com o
tipo de amostra, as espécies estudadas e os testes de sensibilidade realizados com
doxiciclina e minociclina. Os resultados para tigeciclina ndo constam no grafico da
Figura 16 pois todos os isolados avaliados neste estudo foram sensiveis a este
antibiotico.

Todos os isolados de Aeromonas spp. provenientes de dgua superficial foram
sensiveis a doxiciclina e minociclina e a partir dos 26 isolados de esgoto e lodo de
Aeromonas spp. apenas 2 (7,7%) apresentaram-se ndo-sensiveis a doxiciclina e
nenhum a minociclina (Figura 16).

Dos 27 isolados de E. coli provenientes de esgoto e lodo, 26 (96,3%) e 22
(37%) foram ndo-sensiveis a doxiciclina e minociclina, respectivamente. Todos os 5

isolados provenientes de amostras hospitalares foram resistentes a doxiciclina e
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minociclina, enquanto 20 (95,2%) e 7 (33,3%) isolados de E. coli de fezes diarreicas
foram ndo-sensiveis a doxiciclina e minociclina, respectivamente (Figura 16).

A partir dos 4 isolados de K. pneumoniae provenientes de esgoto e lodo, 4
(100%) e 2 (50%) foram nao-sensiveis a doxiciclina e minociclina, respectivamente.
Enquanto que dos 22 isolados de amostras hospitalares 100% foram ndo-sensiveis a

doxiciclina e minociclina (Figura 16).
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100% OB, 3% 35,2%
80%
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Aesromonaos spp | Aeromonas spp | E. coli | ¥ pneumoniae E coli | K. pneumaniae E coli
Agua superficial Esgoto e lodo HLUL Feres diarreicos

Figura 16. Distribuicdo de isolados ndo-sensiveis a doxiciclina e minociclina de
acordo com o tipo da amostra e as espécies estudadas.

5.2. Deteccio de genes fet

Os 106 isolados ndo-sensiveis a tetraciclinas foram submetidos a pesquisa
dos genes tet(A), (B), (C), (D), (E), (G), (H), (J), (K), (Z) e (30) para o mecanismo de
bomba de efluxo, tet(B/P), (L), (M), (O), (OTR), (Q), (S), (T) e (W) para o
mecanismo de protegdo ribossomal e tet(X) para inativagdo enzimatica. Todos os
isolados apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados, ou combinagdes de

mais de um gene, no entanto, foram positivos apenas para o mecanismo de bomba de
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efluxo. Os genes re1(G), (H), (J), (K), (2), (30), (B/P), (L), (M), (O), (OTR), (Q), (S),
(T), (W) e (X) nao foram amplificados em nenhum isolado. Portanto, os resultados

concentraram-se na presenga dos genes tet(A), (B), (C), (D) e (E).

De acordo com os resultados foi verificado que o gene tet(A) foi observado
em 27 (25,5%), o gene tet(B) ocorreu em 35 (33%) dos isolados, fe#(C) em 7 (6,5%),
tet(D) em 20 (18,9%) e tet(E) em 25 (23,5%) dos isolados. Na Figura 17 verifica-se
a distribuicdo destes genes isolados ou em combinagdo com outros genes fet.
Combinagdes de mais de um gene no mesmo isolado foram encontradas em 8 (7,5%)

dos isolados estudados.

2.1,0% 0 L%

M tetfA)
fet(3)
W fet(C)
tet(D)

W tet{l)

B tet(A/E)
o /
Lyl 33;31,1% u tet{7/B)
W iet{C/E,
tet{C/D)

2;19%

Figura 17. Distribui¢do dos genes tet dentre os 106 isolados positivos para pelo
menos um dos genes pesquisados. Os valores separados por virgula indicam o
numero de isolados e sua porcentagem dentre as cepas positivas.

Na Figura 18 pode ser observada a distribuicdo dos genes de acordo com o
tipo da amostra e a ocorréncia de genes fet isolados ou em combinagdes de mais de

um gene tet. Dos 58 isolados ambientais resistentes a tetraciclina, 14 (24,1%)
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possuiam o gene fet(A), 16 (27,6%) foram positivos para o gene tet(B), 2 (3,6%)
carreavam o gene fef(C) e 22 (37,9%) possuiam o gene fef(E). Com relacdo as
combinagdes de genes tet, tet(A)/(E) e tet(A)/(B) foram detectados em 1 (1,7%)
isolado cada e tet(C)/(E) estava presente em 2 (3,5%) isolados. Dentre os 48 isolados
clinicos o gene tet(A) estava presente em 10 (20,9%) cepas, o gene tet(B) e tet(D)
eram carreados por 17 (35,4%) isolados cada, e separadamente. As combinacdes de
genes fet estavam presentes em 4 cepas, sendo distribuidas da seguinte forma:

tet(A)/(B) em 1 (2,1%) isolado e tet(C)/(D) em 3 (6,2%) isolados.

Ao 37,0%
354% 35,4%
35%
30%
27,6%
24,1%
25%
20,5%

0% B solados
clinicos

15% 7 Isolados
ambientais

10%

6,2%
5% 3,5%
3% 1,7% 2,1% 1,7%
0% 0% 0% 0% 0% 0%
0% T T T T T T . T T 1
tet(A)  tet(B)  tet(C)  tet(D)  tet(E) tet(A)/(E) tet(A)/(B) tet(C)/(E) tet(C)/(D)

Figura 18. Ocorréncia dos genes tet isoladamente ou em combinagdes de acordo
com a origem clinica ou ambiental da amostra.

A Figura 19 mostra separadamente a ocorréncia dos genes de acordo com os
perfis de sensibilidade para doxiciclina e minociclina. Todos os isolados eram
resistentes a tetraciclina e sensiveis a tigeciclina, e por este motivo estes resultados
ndo foram ilustrados na Figura 19. Todos os isolados ndo-sensiveis a tetraciclina
carreavam pelo menos um dos genes fef. A partir de 24 isolados positivos para tet(A)

23 (95,8%) foram ndo-sensiveis a doxiciclina e 1 (4,2%) a minociclina. A partir dos
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33 isolados positivos para tet(B), 100% foi ndo-sensivel a doxiciclina e 26 (78,8%)
isolados foram ndo-sensiveis a minociclina. Dos 2 isolados carreando tet(C) ambos
foram sensiveis a doxiciclina e minociclina. Todos os isolados carreando te#(D)
foram resistentes a doxiciclina e minoclina. Entre os 22 isolados carregando fe#(E)
apenas 1 (4,5%) apresentou-se ndo-sensivel a doxiciclina e todos os demais sensiveis
a minociclina.

Com relagdo a suscetibilidade das cepas carreando combinacdes de genes fef,
foi observado que a cepa carreando zef(A)/(E) apresentou-se sensivel a doxiciclina e
a minociclina. Das duas cepas carreando fef(C)/(E), uma apresentou-se nao-sensivel
a doxiciclina e ambas foram sensiveis a minociclina. Das 3 cepas carreando a
combinagdo tet(C)/(D), a resisténcia a doxiciclina e minociclina foi observada em
todos os isolados. De duas cepas carreando tef(A)/(B) ambas apresentaram-se

resistentes a doxiciclina e apenas uma (50%) a minociclina (Figura 19).

4 37,9%
35,4% 35,4%
35%
30%
7,6R%
24,1%
25%
20,9%
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amblentals
10%

6,2%
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3,5% 3,5%
17%  2.1% 1 o
0% 0% 0% 0% 0% 0%
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tet(a) tet(B) tet(C) tet(D) tet(E)  tet(A)(E) tet(A)/(B) tet(C)/(E) tet(C)/(D)

Figura 19. Distribui¢do de cepas ndo-sensiveis a doxiciclina e minociclina e sua
relacio com a ocorréncia dos genes tet(A), (B), (C), (D) e (E) detectados
isoladamente ou em combinagoes.
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A distribui¢do dos genes fef pode ser analisada na Tabela 4 de acordo com as
espécies estudadas, as amostras de origem e seus respectivos perfis de sensibilidade,
sendo possivel observar a quantidade de isolados positivos para cada gene
juntamente com a distribuicao dos perfis de sensibilidade.

Tabela 4. Distribuicao dos genes tet entre os isolados positivos de acordo com com

seus perfis fenotipicos de resisténcia e de acordo com as espécies Aeromonas, E. coli
e K. pneumoniae e suas respectivas fontes de isolamento.

Isolados Genes %m)*  TET(n) DOX(n) MIN(n)
tet(A) 3,8(1) 1 S S
Aeromonds tet(C) 7,7(2) I S S
=26 tet(E) 7720)  I(19/R(1)  I(1)/S(20) S
“ tet(A)/(E)  3,8(1) I S S
§ 1 tetO/EB)  7,72)  I(1)/R(1) I(1)/S(1) S
£ | Aeromonas™ ) 1000) 1 S S
é K. pneumoniae’  tet(A) 75(3) R R I
3 n=4 tet(B) 25(1) R R |
. te((A)  35,7(10) R 1(1)/R©9) S
E. coli’ tet(B)  53,6(15) R R S3)/1(8)/R(4)
n=27 tetf(A)/(B)  3,6(1) R R S
tet(E) 3,6(1) I S S
< | K pneumoniad’ tet(B) 9,1(2) R R I(1)/R(1)
2 ’ PR tetD)  77,3(17) R R R
S tet(C)/(D)  13,4(3) R R R
$ R tet(A)  38,6(10) R S(1)/I3)/R(6) S
3 E. Sg tet(B)  57,7(15) R R S)/1(8)/R(3)
. " tef(A)/(B)  3,8(1) R R R

" Ta: ; " 3. P "
isolados de esgoto e lodo, ‘isolados de 4gua superficial, “isolados clinicos. R — resistente, 1 —
intermediario, S — sensivel. *Valor de porcentagem e numero entre parénteses referentes aos isolados
positivos. TET: tetraciclina, DOX: doxiciclina, MIN: minociclina.

A Figura 20 mostra a distribuicdo dos genes fet detectados de acordo com as
espécies estudadas. A partir de 27 isolados de Aeromonas spp., o gene tet(E) foi
detectado em 21 (77,8%), tet(A)/(E) e tet(A) em 1 (3,7%) isolado cada, fe#(C)/(E) e
tet(C) em 2 isolados (7,4%) cada. Dos 53 isolados de E. coli nio-sensiveis a
tetraciclina, o gene de maior ocorréncia foi fe#(B), detectado em 30 (56,6%) isolados,

seguido de tef(A) detectado em 20 (37,7%) isolados, tet(A)/(B) em 2 (3,8%) isolados
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e tet(E) em apenas um (1,9%) isolado. De 26 isolados de K. pneumoniae analisados
neste estudo para a presenca de genes fet, a maioria das cepas foram positivas para o
gene tet(D) que foi observado em 17 (65,4%) isolados, em menores quantidades os

genes ftet(A), tet(B) e tet(C)/(D) foram observados em 3 (11,5%) isolados cada.
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Figura 20. Distribuicdo dos genes fef com ocorréncia isolada ou em combinagdes no
género Aeromonas e nas espécies K. pneumoniae ¢ Escherichia coli.

5.3. Pesquisa de transposons

A pesquisa das transposases dos elementos genéticos moveis Tn/721, Tnl0),
IS26 e ISASS revelou que das 106 cepas analisadas neste estudo 91 (85,8%)
possuiam pelo menos uma das transposases pesquisadas, enquanto 15 (14%) foram
negativas para todas as transposases.

A partir das 91 cepas positivas para as transposases foi observado que 43
(47,2%) e 48 (52,7%) eram de origem ambiental e clinica, respectivamente. Das 43
cepas ambientais positivas, 27 (62,8%) carreavam a transposase do elemento
genético movel Tnl721, 32 (74,4%) carreavam IS26 e 13 (30,2%) foram positivas

para IS0, transposase do elemento genético moével Tn/0 (Figura 21).
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As 48 cepas clinicas carreadoras de transposases estavam distribuidas em 20
isolados (41,7%) carreando a transposase do elemento genético movel Tn/721, 45

(93,7%) carreando 1S26 e 14 (29,2%) carreando IS/0 (Figura 21).

100% 53.7%
a0
80% 7409,
70%
62,8%
GO%
50% . - - M Isolados
41,7% clinicos
0% ) Isolados
30,72% . .
30% 29,2% " ambientais
20%
0%
0%
™Mzt 1576 510

Figura 21. Distribuicao das transposases associadas aos elementos genéticos moveis
pesquisados de acordo com a origem clinica ou ambiental dos isolados.

Das 91 cepas positivas para as transposases, 47 (51,6%) continham a
transposase relacionada ao elemento Tn/721, 77 (84,6%) possuiam a transposase do
elemento IS26 e 27 (29,7%) carreavam a transposase do elemento Tn/0.

Com relacdo a ocorréncia de mais de uma transposase na mesma cepa, foi
observado que 9 (9,8%) isolados carreavam as trés transposases pesquisadas, 25
(27,5%) dos isolados carreavam concomitantemente a transposase de Tn/7217 e 1S26,
em um (1,1%) isolado foram encontradas transposases relacionadas aos elementos
Tnl721 e Tnl0 e 16 (17,6%) dos isolados possuiam as transposases de IS26 ¢ Tn/0

concomitantemente. Em isolados carreando apenas uma das transposases
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pesquisadas verificou-se a presenga da transposase de Tn/721 em 12 (13,2%)
isolados, 27 (29,7%) carreavam apenas IS26 e 1 (1,1%) isolado carreava somente
IS70. O elemento ISASS pesquisado nas cepas de Aeromonas nao foi detectado

(Figura 22).

B ni721

m/S26

u/nio

B /ni721el526

B /ni721einl0
m/S26e nl0

B /ni721,1526e In10

1,1%

1,1%

Figura 22. Distribuicdo de Tn/721, IS26 ¢ Tnl0 isoladamente e em combinacdes,
com suas porcentagens calculadas baseadas nas 91 cepas positivas para a presenca de
pelo menos um dos elementos genéticos moveis.

Na Figura 23 observa-se a distribuicdo dos elementos genéticos moveis de
acordo com os organismos estudados e a origem de isolamento. A Unica cepa de
Aeromonas spp. proveniente de 4agua superficial foi negativa para todos os
elementos genéticos moveis pesquisados e ndo foi incluida na Figura 23. Dentre os
isolados de amostras de lodo e esgoto, a partir das 26 Aeromonas spp. todas foram
negativas para a presenga de Tn/0, 12 (46,1%) foram positivas para Tn/72] ¢ 3
(11,5%) para 1S26. Dos 4 isolados de K. pneumoniae, 2 (50%) continham a

transposase de Tn/721, 1 (25%) de Tnl0 e 3 (75%) de 1S26. De 27 isolados de E.
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coli, 13 (48,1%) possuiam a transposase para Tn/721, 12 (44,4%) foram positivas
para a transposase de Tn/0 e 26 (96,2%) continham a IS26.

Com relagdo aos isolados clinicos de um hospital universitario foi observado
que das 22 cepas de K. pneumoniae, 9 (41%) foram positivas para a presenca de
Tnl721, 2 (9,1%) para a presenga de Tn/0 e 22 (100%) possuiam a transposase
relacionada a IS26. Para as 5 cepas de E. coli desta mesma origem de isolamento, 3
(60%) possuiam Tn/721, 2 (40%) possuiam Tn/0 e 5 (100%) foram positivas para
IS26. Nas cepas de E. coli isoladas de fezes diarreicas foi observado que 8 (38%)
foram positivas para Tn/721, 10 (47,6%) para Tnl0 e 18 (85,7%) carreavam a

transposase de 1S26.
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Figura 23. Distribui¢do das transposases relacionadas a Tn/721, Tnl0 e 1S26 de
acordo com os microrganismos estudados e a origem de seu isolamento.

Na Tabela 5 ¢ possivel observar a distribuicio dos elementos genéticos
moveis de acordo com os genes tet pesquisados. Observa-se que Tn/721 esta
distribuido dentre os isolados independentemente dos genes fet que estes estdo

carreando, porém com ocorréncia destacada para as cepas carreando fe#(A), das quais
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17 (71%) de 24 cepas carreavam a transposase associada a Tn/721. Tnl0 teve sua
presenca associada somente a cepas carreadoras de fe#(B) e uma carreando
tet(A)/(B). A presenca de IS26 foi verificada principalmente em cepas carreadoras de
tet(A), tet(B) e tet(D) ocorrendo em 22 (91%), 31 (94%) e 17 (100%),
respectivamente.

Tabela 5. Distribuicdo de isolados positivos na triagem para as transposases dos

elementos genéticos Tn/721, Tnl0 e IS26 com relagdo aos resultados para a
ocorréncia dos genes fef.

Genes Transposases
tet Positivos | Tnl721 Tnl0 1S26

tet(A) 24 17 0 22

tet(B) 33 e 26 31

tet(C) 2 2 0 0

tet(D) 17 5 0 17

tet(E) 22 7 0 0
tet(A)/(E) 1 1 0 0
tet(C)/(E) 2 1 0 2
tet(C)/(D) 3 3 0 3
tet(A)/(B) 2 2 1 2

5.3.1. Caracterizacdo do ambiente genético dos genes tet

Tnl721

Dos 47 isolados positivos para a transposase do elemento Tn/721, 20
carreavam o gene fef(A) e os outros 27 possuiam um dos outros genes tet
pesquisados. Nenhum isolado carreando tet(B), (C), (D) ou (E) foi positivo para a
associacdo destes genes ao elemento Tn/72/. Dentre os 20 isolados que carreavam
tet(A) associado a uma estrutura de aproximadamente 11140pb, em 5 foi possivel
amplificar o transposon inteiro através do mapeamento e sequenciamento das regides
(Figura 9 em Material e Métodos). Todos os isolados possuiam associagdo do
regulador fefR com o gene fet(A). Dentre os 15 isolados restantes 9 apresentaram

associacdo dos genes fefR+tetA com a primeira por¢do do transposon ligando-se a
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primeira transposase ¢ 6 possuiam tetR+zetA associados a transposase nao funcional
e o final do transposon.

Tnil0

Dos 35 isolados carreadores do gene tef(B), 27 foram positivos para a triagem
de Tn/0. Os isolados carreando outros genes foram negativos para a triagem de
Tnl0. Dentre os 27 isolados positivos para o gene tet(B) e a transposase de Tn/0, 11
apresentaram uma estrutura de aproximadamente 6317pb amplificada a partir da
regido IRL até a regido IRR de Tn/0 (Figura 10 de Material e Métodos)
caracterizadas por meio do mapeamento e sequenciamento das regides. Os demais 16
isolados carreando tet(B) apresentaram a associagdo do gene com a estrutura de
Tnl0, no entanto com as combinag¢des de iniciadores utilizadas nao foi possivel
amplificar as mesmas regides, por isso uma combinagdo dos iniciadores IS10-IRL e
tetBRv foi utilizada na tentativa de associar o gene tet(B) a IRL da estrutura Tn/0.
Na visualizacdo do gel de agarose ndo houve a presenga de fragmentos amplificados,
no entanto os produtos dessa reagdo de PCR foram purificados e PCRs internos com
os iniciadores do Quadro 8 de Material ¢ Métodos foram realizados e entdo
verificou-se a presenca das regides que faltavam para completar o elemento Tn/0
dos 16 isolados.

IS26

Dentre os 79 isolados positivos para a transposase relacionada ao elemento
IS26, 17 foram positivos para fef(A) associado a Tn/721, portanto estes isolados nao
foram mapeados para a associagdo do gene com IS26, restando 62 isolados.

Vinte isolados foram positivos para a associagdo do gene tet(D) com o

elemento IS26 formando uma estrutura de aproximadamente 5110pb. Em um, dentre
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os 20 isolados, ndo foi possivel amplificar a regido adhc+IS26Rv, no entanto para
todas as outras regides pesquisadas o isolado foi positivo. Seis isolados positivos
para IS26 possuiam o gene fef(C) associado ao elemento, no entanto apresentando
uma estrutura de aproximadamente 5300pb, diferente dos isolados carreando fe#(D)
(Figura 12 de Material e Métodos). Em dois isolados de Aeromonas spp. carreando
tet(C) o elemento ndo pdde ser inteiramente amplificado.

tet(E)

Os isolados carreando tet(E) ndo apresentaram associagdo a nenhum dos
transposons pesquisados. O elemento movel ISASS também foi pesquisado, mas sua

associacdo com o gene tet(E) também ndo foi detectada.

5.4. Integrons

Cinquenta e cinco (52%) isolados foram positivos para Intl e 8 (7,5%) foram
positivos para Int2. Nenhuma cepa foi positiva para Int3 e Int4. Nenhum isolado foi
positivo para a associagdo dos genes tet e 0s elementos genéticos moveis detectados

com os integrons ¢ integrases pesquisadas.

Dos isolados de agua superficial todas as cepas foram negativas para as
integrases pesquisadas. Dos isolados ndo-sensiveis a tetraciclina, um total de 63
(59,4%) cepas provenientes de amostras de esgoto e lodo, hospital universitario e
fezes diarreicas foram positivas para a pesquisa das integrases de classe 1 e 2. De 55
(87,3%) isolados positivos para Intl, nos isolados de esgoto e lodo tratado foram
detectados 27 (49,1%) positivos, dentre os quais 14 (25,5%) eram Aeromonas spp.,
11 (20%) E. coli e 2 (3,6%) K. pneumoniae. Nas amostras de um hospital

universitario, 4 (7,3%) e 21 (38,2%) isolados de E. coli e K. pneumoniae foram
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positivos para a pesquisa de Intl, respectivamente. Em amostras de fezes diarreicas 3

(5,5%) 1solados de E. coli foram positivos para Intl.

A partir dos 63 isolados positivos para as integrases, em oito (12,7%) foi
encontrada a integrasse de classe 2. Dentre os quais foi observado que nas amostras
de fezes diarreicas 6 (75%) isolados de E. coli foram positivos para Int2 e um destes
isolados foi positivo para ambas as integrases. Nas amostras de esgoto e lodo, 2
cepas (25%) de E. coli carreavam a integrasse de classe 2. Enquanto nenhum dos
isolados hospitalares foi positivo para Int2.

Na Figura 24 ¢ possivel observar o grafico com os dados descritos
anteriormente, nos quais as porcentagens para ocorréncia das integrases nos
diferentes microrganismos foram calculadas de acordo com o nimero total de
isolados positivos para integrases de classes 1 e 2 separadamente. Utilizando-se,
portanto para a base de cdlculos de porcentagens, os totais de 55 e 8 isolados para

integrase 1 e 2, respectivamente.
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Figura 24. Distribuicao de Intl e Int2 de acordo com o género Aeromonas e as
espécies E. coli e K. pneumoniae, e a origem dos isolados.
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5.5. Deteccio de grupos de incompatibilidade (Inc)

Dezoito grupos Inc foram pesquisados nos 106 isolados ndo-sensiveis
carreadores de pelo menos um dos genes fet pesquisados. Setenta e trés (68,9%)
isolados foram positivos para pelo menos um dos 14 grupos pesquisados, os demais
33 (31,1%) isolados foram negativos para todos os grupos Inc. Apenas 4 dos grupos
Inc ndo foram detectados, W, X, T e FrepB.

E possivel verificar através do grafico da Figura 25 que o grupo IncF foi de
maior ocorréncia neste estudo, sendo observado em 40 (54,8%) das 73 cepas
positivas para este grupo. Seguido dos grupos IncFIB e IncA/C que ocorreram em
30 (41,1%) e 21(28,7%) dos isolados positivos, respectivamente. Das cepas de
Aeromonas apenas uma foi tipada através desta técnica, sendo detectado o grupo
IncP nesta cepa. Os demais grupos ocorreram em menor porcentagem e estdo

indicados na Figura 25 e na Tabela 6.
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Figura 25. Representacdo da ocorréncia dos grupos Inc distribuidos entre os 91
isolados positivos para pelo menos um dos grupos pesquisados. Grupos Inc
separados por virgula indicam que os grupos ocorreram na mesma propor¢ao, mas
ndo necessariamente em conjunto no mesmo isolado.
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Tabela 6. Isolados positivos para grupos Inc e suas combinagdes, distribuidos de
acordo com os microrganismos Aeromonas spp., E. coli e K. pneumoniae ¢ seus

locais de origem de isolamento.

Isolados Grupo Inc Positivos

Aeromonas’ P 1

n=26 Nao tipavel 25

la

Aer"’;"_"l”’as Nio tipavel 1

P 1

K. pneumoniael FIA, FIB, F 1
n=4 F, FIB 1

© Nao tipavel 1
S FIA, FIB, P, F, B 1
3 FIA, FIB 1
S E. coli’ Y 1
2 n=27 FIB, F 3
kS 11, F 1
% FIA, FIB, F 3
= FlIs 1
FIB, P, F 2

F 4

.J 11 1

sl ek s

FIB 1

N 1

FIA, FIB, FIC, F, B 1

Nao tipavel 3

K. pneumoniae2 H12, FIB, Y |
e A/C 20

Nao tipavel 1

H12,N, FIB, Y, P, F 1

I1, FIB, P, F 1

A/C, FIA, FIB 1

HI11 1

S HI1, P 1
§ I1, FIB, F 1
E B 1
Q 2 F,H 1
3 E. fgh N, F )
2 n=26 FIA, FIB, F 2
FIB, H, F 1

FIB, P, F 1

K, F 1

F 2

Y,.F 1

FIB, F 7

Nao tipavel 2

lisolados de esgoto e lodo, *isolados de 4gua superficial, “isolados

clinicos.
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Na Figura 26 observa-se a distribuicdo dos grupos Inc de acordo com o tipo
de amostra e baseando-se nos 106 isolados nao-sensiveis a tetraciclina. Destacando
para a ocorréncia de grupos Inc, como IncF, IncFIA e IncFIB em ambas as amostras
clinicas e ambientais e para a ocorréncia de apenas 3 (3%) isolados clinicos nao
tipaveis através da técnica de PBRT, enquanto um total de 30 (28%) isolados

ambientais nao foram tipaveis através da técnica utilizada.
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Figura 26. Distribuicdo dos grupos Inc de acordo com a origem clinica ou ambiental
da amostra.

5.6. Genotipagem

A partir das analises de géis de agarose obtidos através da metodologia ERIC-
PCR, isolados com perfis genotipicos iguais ou com diferenca de apenas um
fragmento foram submetidos a técnica de Pulsed Field.

Apoés submeter os isolados com perfis genéticos semelhantes ou iguais a
digestdo com a enzima Xbal e a eletroforese em campo pulsado foi observado que

dentre os isolados de Aeromonas todos apresentaram perfis genéticos distintos. Nos
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isolados de E. coli provenientes de um hospital universitrio, lodo e esgoto, e fezes
diarreicas também nao foram encontradas cepas clonais.

No entanto, dentre as cepas de K. pneumoniae isoladas de um hospital
universitario e que totalizavam 22 isolados, em trés isolados foram observados perfis
distintos, enquanto que os 19 isolados restantes se agruparam em dois perfis
genéticos, Perfil A e Perfil B, 17 destes isolados carreavam o gene fet#(D) e 2
carreavam tet(C)/(D), e dentre os isolados com perfis distintos estavam presentes 0s
genes fet(B) em dois isolados, e os genes tet(C)/(D) em um isolado. Os perfis
genéticos observados nas cepas hospitalares de K. pneumoniae foram comparados
com os perfis genéticos dos isolados de K. pneumoniae de lodo e esgoto, e todos os
isolados apresentaram perfis genéticos distintos.

Apesar de possuirem perfis genéticos iguais através da técnica de PFGE, as
cepas pertencentes aos perfis A e B apresentavam diferengas nos valores de
Concentracdo Inibitéria Minima, nos grupos de incompatibilidade de plasmidios
detectados e na presenca de genes codificadores de ESBL (resultados ndo

apresentados).

5.7.  Selecao das cepas para localizacdo dos genes fet
Trinta e trés cepas com perfis genéticos distintos foram selecionadas de
acordo com os critérios descritos na secdo Material ¢ Métodos para linearizagao de

plasmidios e para os experimentos de transformagao.

Enzima S1 e Plasmidios
Determinando o tamanho dos plasmidios pela digestdo e linearizagdo dos

mesmos com o uso da enzima Sl-nuclease e corrida eletroforética em PFGE, foi
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possivel identificar plasmidios de alto peso molecular presentes nas cepas
selecionadas para localizagdo do gene tet. No Quadro 13 pode-se observar as

informacodes das cepas selecionadas para os experimentos de transformagao.
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Quadro 13. Cepas nao-clonais de K. pneumonie, E. coli e Aeromonas spp. selecionadas para a metodologia de transformagao.

Concentracio Inibitéria Minima' Elemento
ID Microrganismo Origem TET* DS(:)X £ MIN* TGC* tet mével PRBT Plamidios (Kb)
1 Aeromonas EL 128 12 4 1 tet(C)/(E) - - 194, 23
3 Aeromonas EL 16 6 3 0.5 tet(E) - - 23
4 Aeromonas EL 8 2 1 0.19  tet(C)/(E) IS26 - 23
6 Aeromonas EL 6 2 0.38 0.19  tet(A)/(E) Tnl721 P -
19 Aeromonas EL 6 3 1.5 0.125 tet(A) Tnl721 - 23, 145, 242
35 K. pneumoniae HU 256 48 16 1 tet(B) Tni0 H12; FIB; Y 339
36 K. pneumoniae HU 256 64 48 0.75 tet(D) IS26 A/C 145, 194, 242
38 K. pneumoniae HU 256 64 32 0.38  tet(C)/(D) IS26 A/C 194, 242
39 K. pneumoniae HU 64 16 6 1 tet(B) - A/C 200
40 K pneumoniae HU 256 64 32 0.5 tet(C)/(D) IS26 A/C 209, 242
42 K. pneumoniae HU 256 48 24 0.25 tet(D) 1S26 A/C 48, 82, 145,179
45 K. pneumoniae HU 256 64 24 0.5 tet(D) 1S26 A/C 48, 82,179, 194, 260
57 K. pneumoniae HU 256 256 256 1 tet(D) IS26 A/C 70, 242
93 K. pneumoniae EL 64 32 6 0.38 tet(B) Tnl0 FIA, FIB, F 97, 300
313 K. pneumoniae EL 256 64 8 0.75 tet(A) Tnl721 - 97
59 E. coli FD 128 96 2 0.19 tet(A) Tni721 11,FIB,P,F >48, 160
61 E. coli HU 256 48 12 0.094 tet(B) Tnl0 HI11 100, 150
62 E. coli HU 256 64 16 0.125 tet(A)/(B) Tnl721 H11,P 125, 242
64 E. coli FD 256 96 24 0.19 tet(B) Tnl0 FIB, F 100, 240
65 E. coli FD 64 64 1 0.125 tet(A) Tnl721 I1, FIB, F 70, 97
68 E. coli FD 64 8 0.75 0.125 tet(A) Tnl721 B >48, 97

HU: Hospital Universitario, EL: Esgoto ¢ Lodo, FD: fezes diarreicas. * TET: tetraciclina, DOX: doxiciclina, MIN: minociclina, TGC: tigeciclina. 'pg/mL
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Quadro 13 (continuacio). Cepas ndo-clonais de K. pneumonie, E.

transformacao.

coli e Aeromonas spp. selecionadas para a metodologia de

Concentracio Inibitéria Minima'

ID Microrganismo Origem tet Elemento mével PRBT Plamidios (Kb)
TET* DOX* MIN* TGC*

70 E. coli FD 256 128 8 0.125  tet(B) Tnl0 F,B 97

71 E. coli FD 32 8 0.75 0.125  tet(A) Tnl721 - 97, 194

79 E. coli EL 256 128 256 0.75  tet(B) Tnl0 FIA, FIB 97,120

83 E. coli EL 96 24 3 0.125  tet(A) Tni721 I, F 112

97 E. coli EL 256 64 12 0.064 tet(B) Tnl0 F 112, 145

121 E. coli FD 32 16 1 0.19  tet(A) Tni721 F 48, 60, 145

148 E. coli FD 256 256 12 0.125 tet(B) Tnl0 FIB, F 80

156 E. coli FD 128 48 8 0.064 tet(B) Tnl0 FIB, F 60

172 E. coli FD 128 96 12 0.094 tet(B) Tnl0 FIB,H, F 97

315 E. coli EL 32 16 2 0.19  tet(A) Tni721 FIB, F 145

317 E. coli EL 256 128 12 0.094 tet(B) Tnl0 F 50, 100

320 E. coli EL 256 48 6 0,064 tet(B) Tnl0 F, K >48, 60, 97

HU: Hospital Universitario, EL: Esgoto e Lodo, FD: fezes diarreicas. * TET: tetraciclina, DOX: doxiciclina, MIN: minociclina, TGC: tigeciclina. 'pg/mL
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Um total de 33 cepas foram submetidas aos experimentos de transformacao,
das quais em apenas 9 foi observada a transferéncia de plasmidio para a célula
receptora. Em todas as células transformadas foi possivel verificar por meio de PCR
a presenc¢a do respectivo gene fet detectado nas células selvagens. Também foram
realizados PCRs para deteccdo de grupos Inc com a finalidade de determinar a qual
grupo Inc pertenciam os plasmidios carreando os genes fef. A cepa 4 pertencente ao
género Aeromonas carreava dois genes fet, no entanto apos a realizacdo do PCR para
ambos os genes na cepa transformada foi verificado que o gene fef(C) foi transferido
junto com o plasmidio e era o responsavel pelo perfil ndo-sensivel da cepa a
tetraciclina. No quadro 14 observa-se os resultados para as cepas transformadas.
Quadro 14. Caracteristicas das cepas de Aeromonas, E. coli e K. pneumoniae

isoladas de amostras clinicas e ambientais positivas para o experimento de
transformacgao.

1
ID Microrganismo Origem CIM tet Elenrlento Inc
TET* DOX* MIN* TGC* movel
4 Aeromonas EL 8 2 0,25 0.064 tet(C) IS26 -
42 K pneumoniae HU 96 16 3 0.064 tet(D) IS26 A/C
65 E. coli FD 32 6 0,5 0.125 tet(A) Tnl721 FIB
71 E. coli FD 256 32 4 0.75 tet(A) Tnl721 -
83 E. coli EL 48 12 1,5 0125 tet(A) Tni721 F
97 E. coli EL 128 32 6 0.064 tet(B) Tnli0 F
156 E. coli FD 128 32 6 0.064 tet(B) Tnli0 FIB
315 E. coli EL 32 16 2 0.19 tet(A) Tni721 FIB
320 E. coli EL 96 24 4 0,064 tet(B) Tnli0 F

HU: Hospital Universitario, EL: Esgoto e Lodo, FD: fezes diarreicas.
* TET: tetraciclina, DOX: doxiciclina, MIN: minociclina, TGC: tigeciclina.

1 e e, .
Concentragdo inibitdria minima em pg/mL
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6. DISCUSSAO

Antibidticos sdo provavelmente a categoria de drogas mais bem-sucedidas na
melhoria da saide humana. Além de tratar inumeras infecgdes, os antibioticos
também tém sido utilizados na prevencao dessas infec¢des, como nos casos de
transplante de 6rgdos e outras cirurgias, que ndao seriam possiveis sem o uso destas
drogas. A introdu¢do dos antibidticos na terapia humana permitiu um aumento
significativo na expectativa de vida. No entanto, as doengas infecciosas ainda estdo
entre as maiores causas de morbidade ¢ mortalidade, ¢ uma das razdes para esta
situagdo ¢ a capacidade das bactérias em se adaptarem rapidamente aos antibidticos

(MARTINEZ e BAQUERO, 2014).

O uso de antibidticos e a resisténcia estdo claramente relacionados. Porém o
papel determinante das atividades humanas em reservatorios ambientais contribuiu
significativamente para o aumento da resisténcia, uma vez que apds sua descoberta e
fabricagdo, os antibidticos foram muito utilizados na pratica humana e animal, e
diariamente vém sendo langados no ambiente, promovendo uma constante sele¢ao e
mantendo a pressdo seletiva (ROBERTS, 2005; DAVIES e¢ DAVIES, 2010;

CANTON e MOROSINI, 2011).

Bactérias patogénicas sdo constantemente liberadas juntamente com aguas
residuais no ambiente e muitos destes organismos carregam genes de resisténcia a
antibioticos, estes por sua vez eventualmente serdo inseridos em plataformas
genéticas moveis, como plasmidios, integrons e transposons, € serdo capazes de se

disseminar em comunidades bacterianas da agua e do solo (BAQUERO et al., 2008).
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Outros motivos também estdo relacionados com a ocorréncia da resisténcia a
antibioticos. Mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e a propria evolugdo bacteriana
podem ser responsaveis pela resisténcia e a complexidade destes processos que
contribuem para o surgimento e dissemina¢do da resisténcia (DAVIES e DAVIES,

2010).

A resisténcia bacteriana abrange bactérias que causam infec¢des nosocomiais
e comunitdrias graves € comuns, para as quais o tratamento se tornou dificil ou em
alguns casos impossivel. Apesar da importancia destas infecgdes, existem diversas
lacunas nas informacgdes sobre a extensao, disseminagdo, evolucdo e impacto dessa
resisténcia. E esta urgéncia envolve também a falta de novas opcdes terap€uticas

para substituir as drogas que perderam sua eficacia (WHO, 2014).

Os resultados obtidos neste estudo mostram a ocorréncia da resisténcia a
tetraciclinas em isolados clinicos e ambientais. O objetivo inicial deste estudo foi
verificar a distribuicdo da resisténcia a 3 geracdes das tetraciclinas, tetraciclina,
doxiciclina, minoclina e com o foco principal no ultimo composto desta classe
desenvolvido, a tigeciclina. Em seguida, a andlise da ocorréncia de determinantes
genéticos no ambiente ¢ em amostras clinicas e seu potencial para disseminacao
através de plasmidios e elementos moéveis. E por fim, sabe-se que os antibidticos
desta classe sdo frequentemente evitados como opc¢ao terapéutica, pelo seu histdrico
de ineficacia no tratamento de infeccdes bacterianas devido a resisténcia a
tetraciclinas, sendo assim, este estudo foi desenvolvido a fim de agrupar mais
informagdes a respeito destas drogas, sua atividade contra as espécies selecionadas e

a disseminagdo dos genes relacionados.
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6.1. Resisténcia fenotipica a tetraciclinas

A tetraciclina ¢ um antibidtico de amplo-espectro, pertencente a primeira
geracdo desta classe e que apds rapido e extenso uso na agricultura, na pratica clinica
humana e animal passou a ser evitado para uso em tratamentos de infec¢des
bacterianas, uma vez que as bactérias tornaram-se resistentes. Desde entdo a sintese
de novos compostos dentro deste grupo de antibidticos foi desenvolvida com o
objetivo de superar os mecanismos de resisténcia bacteriana que surgiram para esta
classe de antibioticos. Trés dos principais compostos semi-sintéticos usados
clinicamente sdo a doxiciclina e a minociclina, pertencentes a segunda geragdo; e a
tigeciclina, que compde a terceira geragdo das tetraciclinas (CHOPRA, 2001;

ROBERTS, 2003; HAWKEY e FINCH, 2007; THAKER et al., 2010).

A resisténcia a primeira e segunda geracdo das tetraciclinas estd disseminada
tanto em amostras clinicas quando ambientais e a ocorréncia desta resisténcia ¢é
causada pelos genes tet (CHOPRA et al, 1992; ACAR, 1997; BIGGS e
FRATAMICO, 1999; LANCASTER et al., 2003; JACOBS e CHENIA, 2007;
BAHRAMI et al., 2012; RATHER et al., 2012; RYSZ et al., 2013; SULLIVAN et

al., 2013).

No presente estudo, a resisténcia foi primeiramente verificada a tetraciclina, a
qual 106 (18,5%) das cepas deste estudo apresentaram-se ndo-sensiveis. De acordo
com o CLSI, 2014, organismos sensiveis a tetraciclina sdo considerados sensiveis a
doxiciclina e minociclina. Sendo assim, ao extrapolarmos os resultados a partir dos
572 isolados, observamos que 77 (13,5%) dos isolados foram resistentes a

doxiciclina e 46 (8%) a minociclina. E considerando que cepas sensiveis a
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tetraciclina sdo também sensiveis a tigeciclina, nenhum isolado apresentou-se
resistente a tigeciclina. Demonstrando que a tigeciclina possuiu melhor agdo frente
aos organismos testados, seguida da minociclina e doxiciclina. Dados também
observados através da interpretacao dos valores de CIMsy ¢ CIMg (Concentragao
Inibitéria Minima para inibir o crescimento de 50% e 90% das células bacterianas)
apresentados na Tabela 3. Na qual os valores de CIM para tigeciclina sdo os menores
dentre os antibidticos testados, seguidos da minociclina, doxiciclina e por fim a
tetraciclina; como também observado por SADER et al. em 2007 ¢ ZHANG et al. em

2012.

A suscetibilidade de todos os isolados a tigeciclina, corrobora estudos nos
quais os organismos apresentaram-se sensiveis a este antibiotico (GALES et al.,
2005; ROSSI e ANDREAZZI, 2006; DENYS et al., 2011). No entanto, a resisténcia
a tigeciclina vém sendo reportada com mais frequéncia em isolados clinicos, como
em um estudo realizado por VAN DUIN et al. (2014), o qual demonstrou a
diminui¢do da suscetibilidade a tigeciclina em isolados de Klebsiella pneumoniae
produtores de KPC, apds o inicio do tratamento com esta droga. DENG et al. (2014)
encontraram cepas de 4. baumannii resistentes a tigeciclina, nas quais foi detectada a
presenca fetX1, porém a resisténcia a tigeciclina foi atribuida & bomba de efluxo
AdeABC. No Brasil, PEREIRA et al. (2014) verificaram a resisténcia a tigeciclina
em 113 isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC, das quais 43 (38,1%)

apresentaram-se resistentes a tigeciclina.

No presente estudo nenhuma cepa clinica ou ambiental apresentou-se nao-

sensivel a tigeciclina. Tais resultados podem ser consequéncia da falta de isolados
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recentes neste estudo. Os isolados clinicos hospitalares datam de 2004 a 2005, e os
isolados clinicos provenientes de fezes diarreicas datam de 2007. Enquanto que os
isolados ambientais foram obtidos entre 1995 a 1996, e entre 2008 a 2009. Em um
estudo realizado por BAHADOR et al. (2014) a resisténcia a tigeciclina foi
verificada por um periodo de 5 anos em cepas de A. baumannii. Os autores
observaram que enquanto todos os isolados apresentaram-se sensiveis a tigeciclina

em 2006, cinco anos depois 6% dos isolados apresentaram-se resistentes.

Assim, podemos considerar que a resisténcia a tigeciclina ¢ um evento
relativamente recente quando comparada a outros antibidticos, € isto pode explicar a
falta de cepas resistentes a esta droga nos isolados analisados neste estudo. Por isso,
faz-se necessarios mais investigacdes com relacdo a resisténcia a tigeciclina,

especialmente sua deteccao em cepas isoladas mais recentemente.

A partir dos resultados apresentados neste estudo foi possivel observar que 48
(22,1%) dos 217 isolados clinicos; incluindo fezes diarreicas e amostras de pacientes
de um hospital universitario; apresentaram-se resistentes a tetraciclina. Dos quais 22

(46%) incluiam K. pneumoniae e 26 (54%) incluiam Escherichia coli.

Ao separar as cepas por origem de isolamento e espécies foi observado que a
espécie mais resistente a tetraciclina foi E. coli, seguida de K. pneumoniae ¢ o género
Aeromonas. Em isolados de E. coli de um hospital universitario, a resisténcia a
tetraciclina foi de 100%. No entanto, foram analisados somente 5 isolados deste tipo
de amostra para esta espécie e portanto, estudos adicionais com cepas hospitalares de
E. coli sdo necessarios para esclarecer o papel deste microrganismo na disseminagao

da resisténcia a tetraciclina. Nas amostras de fezes diarreicas a espécie E. coli foi a
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unica pesquisada e portanto ndo existem dados de outras espécies desta mesma
amostra para comparacdo. No entanto, nas amostras de lodo e esgoto, dentre as
espécies e o género estudados, E. coli foi a espécie com mais isolados resistentes a
tetraciclina quando comparada aos outros dois microrganismos analisados neste

estudo.

Em estudo realizado por LANCASTER et al. (2003), os autores detectaram
97,9% de cepas resistentes, em outro estudo desenvolvido por BOJESEN et al.
(2011) 92% dos isolados eram resistentes a tetraciclina. GHADIRI et al. em 2012
reportaram porcentagens de 63,2% e 64,3% de cepas de E. coli e K. pneumoniae
resistentes a tetraciclina, respectivamente. E ADEYANKINNU et al. (2014)
constataram que 100% dos isolados de E. coli e K. pneumoniae apresentaram
resisténcia a tetraciclina. Estes altos indices de resisténcia a tetraciclina diferem dos
resultados observados no presente estudo, no qual 22,1% dos isolados clinicos foram

resistentes a tetraciclina.

No entanto, SIKARWAR e BATRA em 2011 encontraram 60% dos isolados
resistentes a tetraciclina, e através de uma analise estatistica os autores consideraram
a resisténcia de Klebsiella pneumoniae como moderada diante da tetraciclina. Em um
outro estudo, realizado SANCHEZ et al. em 2013, os autores concluiram a partir de
uma analise de resultados de sensibilidade datando de 1998 a 2010 que isolados de
K. pneumoniae apresentaram um aumento relativamente menor na resisténcia a
tetraciclina quando comparados aos outros antibidticos do estudo, indo de 14,2% a

16,7% em 2 anos. Enquanto a resisténcia a antibioticos como o aztreonam (7,7% a
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22,2%), a ceftazidima (5,5% a 17,2%) e a ciprofloxacina (5,5% a 16,8%)

aumentaram significantemente.

Sabe-se que o uso de antibidticos pode acelerar o desenvolvimento da
resisténcia e da disseminacdo de genes associados a ela em microrganismos que
representam um risco para a saude humana e animal. Bactérias resistentes a inimeros
antibioticos foram encontradas em esgoto, estagdes de tratamento de esgoto, dguas

superficiais e até mesmo em agua potavel (ZHANG et al., 2009).

Com relagdo aos 355 isolados ambientais, incluindo dguas superficiais e,
esgoto ¢ lodo, neste estudo foi verificado que 16,3% dos isolados foram ndo-
sensiveis a tetraciclina, compreendendo 7,3% isolados de Aeromonas spp., 1,1% de
K. pneumoniae e 7,6% de E. coli, indices considerados baixos quando comparados
com a literatura. BRYAN et al. (2004) estudaram isolados ndo clinicos e
encontraram 31% resistentes a tetraciclinas. Em um estudo realizado por TAO et al.
(2010) com isolados de E. coli provenientes de rios, 16% foram resistentes a
tetraciclinas. Estudos com isolados provenientes de amostras coletadas de estagdes
de tratamento de 4agua demonstram que os indices para resisténcia a tetraciclina
tendem a ser mais elevados nestes tipos de amostras (REINTHALER et al., 2003;
ZHANG et al., 2009). FERREIRA DA SILVA et al. (2007) encontraram em
amostras de esgoto tratado 36,8% e 13% das cepas de E. coli e K. pneumoniae
resistentes a tetraciclina, respectivamente. Enquanto LUCZKIEWICZ et al. (2010)
observaram 23% dos isolados de E. coli provenientes de uma estacdo de tratamento

de esgoto, resistentes a tetraciclinas.
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As discrepancias encontradas neste estudo em comparagao a outras pesquisas
realizadas podem ser explicadas pelo fato de que os indices de resisténcia bacteriana
a tetraciclinas variam amplamente, podendo ser influenciados pela localizagdo
geografica e ano de isolamento (CHOPRA e ROBERTS, 2001) ou mesmo porque a
resisténcia a tetraciclinas no Brasil vem diminuindo gradativamente, assim como
relatado em estudos que avaliaram dados de resisténcia a tetraciclinas em outros
paises (SIKARWAR e BATRA, 2011; SANCHEZ et al., 2013). No entanto estudos

adicionais precisam ser realizados a nivel nacional para corroborar com esta teoria.

A diminui¢dao da resisténcia a tetraciclinas também pode estar diretamente
ligada com a diminui¢do no uso de antibidticos desta classe. Uma vez que a
resisténcia a tetraciclinas tornou-se alta apos seu uso indiscriminado, estas drogas
deixaram de ser opgdes terapéuticas confiaveis no tratamento de infecgdes, ¢ €
possivel que gradativamente e no decorrer dos anos a resisténcia a tetraciclinas

consequentemente também tenha diminuido.

6.2. Genes tet e determinacio de seu ambiente genético

Sessenta por cento de todos os genes fet codificam proteinas relacionadas a
bomba de efluxo, sendo este mecanismo de resisténcia o mais observado entre as
bactérias Gram-negativas (PROJAN, 2000; ROBERTS, 2005), como podde ser
observado no presente estudo, no qual 5 genes de bomba de efluxo, tet(A), tet(B),
tet(C), tet(D) e tet(E) foram detectados e nenhum gene para prote¢ao ribossomal ou

inativagdo enzimatica foi observado nos isolados.

No presente estudo 8 (7,5%) isolados foram positivos para mais de um gene

tet. Esta caracteristica ndo ¢ frequente, segundo CHOPRA e ROBERT, 2001, a
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maioria dos isolados Gram-negativos resistentes a tetraciclinas carreiam apenas um
tipo de gene tet, no entanto se o isolado estiver carregando mais de um plasmidio ¢
possivel encontrar genes tet diferentes em cada plasmidio. A pesquisa para a
ocorréncia de dois genes fef no mesmo elemento movel foi conduzida e pode-se
verificar que os genes ndo estavam associados uns aos outros € ndo se encontravam
na mesma estrutura movel, permitindo inferir que os genes encontravam-se em

diferentes plasmidios, ou um dos genes encontrava-se no cromossomo.

Na maioria das bactérias a resisténcia a tetraciclinas se da devido a aquisigao
de novos genes, frequentemente associados com elementos genéticos moveis. Estes
genes estdo normalmente associados com plasmidios, integrons ou transposons
(SCHNABEL e JONES, 1999; CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2005;
PARTRIDGE, 2011). No presente estudo 4 diferentes elementos moéveis e suas
respectivas associagdes com o genes fet foram pesquisados. Os elementos genéticos
moéveis Tnl/721 e Tnl(0 foram mais observados nos isolados ambientais, enquanto
IS26 aparenta estar mais associado a isolados clinicos. O elemento ISASS

pesquisado em Aeromonas spp. nao foi detectado.

Tnl721 e IS26 foram detectados nos trés microrganismos pesquisados ¢ Tn/0
ndo foi dectado em cepas de Aeromonas spp. A IS26 foi o elemento genético movel
mais observado, ocorrendo em 84,6% dos isolados, uma explicagdo para esta alta
disseminacdo ¢ o fato da existéncia de muitas copias deste elemento no genoma
bacteriano, aumentando suas chances de transferéncia e consequentemente de
disseminagdo entre as bactérias. Tn/72/ foi detectado em 51,6% dos isolados, ¢

assim como a IS26, a transposi¢ao deste elemento se da por cointegracdo, enquanto
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que a transposi¢ao de Tn/0 se da pelo mecanismo “corta e cola” e necessita de um
especificidade no alvo de integragdo. E possivel inferir que o mecanismo de
integracdo também esteja relacionado a disseminagdo de elementos genéticos
moveis, uma vez que que Tn/0 foi o elemento menos observado, estando presente

em 29,7% dos isolados.

O “resistoma” dos antibidticos € a colegdo de todos os genes que direta ou
indiretamente contribuem para a resisténcia, tanto no ambiente quanto na clinica
(PERRY e WRIGHT, 2013). Esta colecdo de genes vem crescendo e sendo
disseminada devido a capacidade de mobilizagdo destes genes através de elementos
moveis. A presenca dos mesmos genes de resisténcia e elementos mdveis em ambas
as amostras clinicas e ambientais destaca uma das hipoteses mais discutidas no
ambito cientifico, a mobilizagdo destes genes e elementos foi proveniente de cepas
clinicas para o ambiente ou vice-versa? Estudos mostram que os genes de resisténcia
j4 estavam presentes no ambiente muito antes do uso de antibidticos na pratica
clinica (DAVIES e DAVIES, 2010; D’COSTA et al., 2011). No entanto, estudos
epidemioldgicos adicionais sdo necessarios com o objetivo de elucidar importantes

lacunas presentes neste topico especifico de discussao.

Os genes de resisténcia a tetraciclinas sd3o frequentemente associados a
plasmidios conjugativos. Estudos demonstraram que os determinantes genéticos fet
estdo normalmente localizados em um elemento mével ou potencialmente mével, por
exemplo tet(A) pode estar associado a Tn/72/ (ALLMEIER et al., 1992), tet(B) a
Tnl0 (COLEMAN et al., 1983) e fet(D) pode estar flanqueado por copias de 1S26

(KIM e AOKI, 1994; SCHNABEL e JONES, 1999).
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tet (A)

O gene tef(A) foi o segundo gene mais observado neste estudo, estando
presente em 25,5% (27) dos isolados. As cepas carreadoras de tet(A) apresentaram-
se, em sua maioria, nao-sensiveis a doxiciclina, com exce¢do de 3 cepas de
Aeromonas spp. € uma cepa de E. coli isoladas de amostras ambientais, as quais
apresentaram-se sensiveis. Uma unica cepa clinica de E. coli carreando tet(A) e
tet(B) se apresentou resistente a minociclina, as demais cepas clinicas de K.
pneumoniae ¢ E. coli carreando tet(A) foram resistentes a doxiciclina. Somente dois

isolados carreando tet(A) foram nao-sensiveis a minociclina.

No presente estudo zet(A) foi mais detectado nos isolados ambientais, como
observado na Figura 18, e sua ocorréncia esteve mais associada aos isolados de E.

coli, no entanto tet(A) foi também detectado nos outros microrganismos pesquisados.

Na literatura diversos trabalhos relatam a distribuicdo dos genes tet, ndo
sendo encontrada nenhuma relacdo entre o tipo de amostra ou isolado bacteriano e a
ocorréncia de fef(A). TUCKMAN et al. (2007) demonstraram a ocorréncia de tet(A)
em cepas clinicas de E. coli, em que o gene foi o segundo mais observado, sendo
observado em 26% dos isolados. OLOWE et al. (2013) observou que o gene tet(A)
foi o mais detectado em cepas clinicas de E. coli, o mesmo foi observado por
ZHANG et al. (2009), no entanto os isolados de enterobactérias eram provenientes
de estacdes de tratamento de esgoto e SANDALLI e OZGUMUS (2010) relataram
tet(A) como o gene de maior ocorréncia em enterobactérias isoladas de um rio na
Turquia. SULLIVAN et al. (2013) obtiveram o mesmo resultado, no entanto as

amostras foram isoladas de uma bacia hidrografica.
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A andlise dos resultados de estudos previamente publicados e o presente
trabalho permite estabelecer que o gene tet(A) estd disseminado em diversos tipos de
amostras, tanto clinicas quanto ambientais, pode ser detectado em ambientes
suscetiveis a diferentes influéncias tanto antropicas quanto do proprio ambiente e

esta distribuido dentre diferentes espécies e géneros bacterianos.

A disseminacdo deste gene ¢ explicada pela sua frequente associacdo a
plasmidios e elementos genéticos mdveis como transposons. Corroborando com a
literatura o gene fef(A) foi detectado associado com o transposon Tn/72]
(SCHNABEL e JONES, 1999; VIZVARYOVA e VALKOVA, 2004; PARTRIDGE,
2011; FYFE et al., 2013). Foi possivel realizar com sucesso a transformacao de 4
cepas carreadoras de fef(A), e de acordo com os grupos Inc, em 2 cepas o gene tet(A)
estava presente no plasmidio FIB, em outra em plasmidio do grupo IncF e em uma

das cepas nao foi possivel classificar o plasmidio através da técnica utilizada.

Em uma cepa de E. coli (n°71 - Quadro 14) isolada de fezes diarreicas apos
transformacdo através da eletroporagio em uma E. coli DHI10B™, apresentou
resultados de CIM mais elevados quando comparados com a cepa selvagem. Estes
resultados diferem daqueles detectados nas outras cepas transformadas neste estudo,
as quais apresentaram valores de CIM menores do que nas cepas selvagens. Valores
menores de CIM sdo frequentemente observados em cepas transformadas, devido a
diminui¢do do numero de cépias do plasmidio transferido para célula transformante.
Aumento nos valores de CIM da célula transformada pode indicar a presenga de um
plasmidio de rapida replicagdo ou pode indicar que a expressdo do gene ou a

replicagdo do plasmidio na célula selvagem eram inibididos por algum sistema
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regulador. No entanto, na literatura especifica pesquisada ndo foram encontradas

informacgdes que corroborem com estas teorias.

tet(B)

O gene fet(B) ¢ o gene fet mais observado em diferentes espécies e géneros
Gram-negativos e ja foi identificado em 25 géneros diferentes (CHOPRA, 2001;
ROBERTS, 2003; ROBERTS, 2005). No presente estudo ele foi identificado em
33% dos isolados. Cem porcento das cepas carreadoras deste gene foram resistentes
a tetraciclina e a doxiciclina e 78,8% apresentaram-se ndo-sensiveis a minociclina. E
de acordo com a literatura, uma das caracteristicas do gene tet(B) ¢, além de conferir
resisténcia a tetraciclina, também pode tornar a cepa resistente a doxiciclina e a
minociclina (CHOPRA e ROBERTS, 2001; ROBERTS, 2003; VILACOBA et al.,

2013).

No presente estudo tet(B) foi o gene mais observado em E. coli e quando
analisado separadamente por tipos de amostras, fef(B) foi o gene mais detectado em
amostras clinicas, juntamente com o gene ftet(D), e foi o segundo gene mais
observado nos isolados ambientais. Assim como tet(A), o gene fet(B) estd
amplamente distribuido em isolados clinicos e ambientais, no entanto ndo foi
observado nas cepas de Aeromonas spp. estudadas (ROBERTS, 2005; TUCKMAN

et al., 2007; NAWAZ et al., 2006; OLOWE et al., 2013).

A associagdo do gene fet(B) com o transposon Tn/( certamente facilitou sua
disseminagdo e perpetuagdo em isolados bacterianos. Como descrito na literatura, o
presente trabalho também encontrou o gene tet(B) associado ao elemento Tn/0

(SCHNABEL e JONES, 1999; CHOPRA e ROBERTS, 2001; VIZVARYOVA e
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VALKOVA, 2004; PARTRIDGE, 2011). Foi possivel transformar com sucesso 3
cepas carreadoras de fe#(B), duas delas apresentavam o gene localizado em um
plasmidio do tipo F, enquanto na outra cepa o gene era carreado pelo plasmidio do

tipo FIB (Quadro 14).

tet(C) e tet(D)

De acordo com a literatura consultada, os genes tet(C) e tet(D) sdo incluidos
com os demais genes fef na descricdo de suas caracteristicas e ocorréncia. Ambos
podem ser amplamente observados tanto em amostras clinicas como ambientais. No
entanto, no presente trabalho foram detectados em menores porcentagens do que os
demais genes pesquisados (CHOPRA e ROBERTS, 2001; BRYAN et al., 2004;

TUCKMAN et al., 2007; MIRUKA et al., 2011; NAWAZ et al., 2012).

Apesar de estar disseminado tanto em amostras clinicas quanto ambientais, o
gene tet(C) ¢ detectado em menor frequéncia quando comparado a outros genes tet,
no entanto os estudos que relatam a sua ocorréncia reportam perfis de sensibilidade
resistentes a tetraciclina (SCHMIDT et al., 2001; BRYAN et al., 2004; NAWAZ et

al., 2006; TUCKMAN et al., 2007).

Corroborando os estudos que relatam menor frequéncia na detec¢do de genes
tet(C) o presente estudo revelou a presenca do gene tet(C) em 7 isolados, sendo
observado em sua maioria concomitantemente a outro gene fef. No entanto, neste
estudo os perfis de sensibilidade observados em cepas carreando tet(C) diferem dos

demais estudos.

Em dois isolados de Aeromonas spp. o gene tet(C) foi detectado sozinho e

ambos os isolados apresentaram perfis de sensibilidade intermediario, em outros dois
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isolados carreando fe#(C), o gene estava associado a fef(E), e em um destes isolados
foi observada nao-sensibilidade a tetraciclina. Em isolados clinicos de K.
pneumoniae o gene tet(C) foi detectado em trés cepas e em todas o gene ftet(D)
também foi detectado. As cepas carreando fe#(C)/(D) apresentaram-se resistentes a

tetraciclina, doxiciclina e monociclina.

Uma unica cepa carreando fe#(C) foi transformada com sucesso. Esta cepa
carreava fef(C) e tet(E), e pertencia ao género Aeromonas. Apds a transformagdo foi
possivel verificar que o transformante carreava apenas fef(C), permitindo associar
este gene a resisténcia intermedidria a tetraciclina detectada na cepa. Nao foi possivel
classificar o plasmidio desta cepa através da técnica PBRT. Na literatura pesquisada
o gene fef(C) foi detectado no género Aeromonas por NAWAZ et al. (2006), e
L’ABEE-LUND e SORUM (2002) que encontraram o gene fef(C) presente em um

plasmidio ndo conjugativo.

A partir dos resultados apresentados anteriormente ¢ também possivel inferir
que o gene tet(C) nao foi o responsavel pelos perfis de sensibilidade de resisténcia

nas cepas carreando ambos os genes tet(C) e tet(D).

No presente estudo o gene fef(D) foi observado somente em cepas clinicas de
K. pneumoniae isoladas de um hospital universitario. Todas as cepas carreando este
gene foram resistentes a tetraciclina, doxiciclina e minociclina, no entanto ndo foram
detectados estudos prévios relatando elevado indice de resisténcia a estes antibidticos
em cepas carreando tet(D). Pelo fato destas cepas serem hospitalares e ESBL
positivas, a diminui¢do da sensibilidade a estes antibioticos pode ter sido causada por

estes fatores (dados ndo apresentados). E também possivel que o perfil de
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sensibilidade resistente que o gene fe#(D) conferiu as cepas de K. pneumoniae esteja
associado a espécie carreadora deste gene, uma vez que uma cepa de Morganella
spp. isolada de esgoto tratado e positiva para a presenca de tet(D) apresentou

resisténcia somente a tetraciclina (dados nao apresentados).

Uma cepa carreando o gene tet(D) foi transformada e ap6s analise verificou-
se que o plasmidio carreando o gene foi tipado como pertencente ao grupo Inc A/C.
Todas as cepas de K. pneumoniae isoladas do hospital universitario carreavam o
mesmo tipo de plasmidio e todas foram positivas para tet(D), por isso € possivel
inferir que o gene estava sendo disseminado por este plasmidio dentro do ambiente

hospitalar na época de coleta das amostras.

Ambos os genes tet(C) e tet(D) foram observados associados ao elementos
IS26. Porém nas cepas em que foram detectados concomitantemente ndo houve
associagdo dos genes ¢ ambos foram detectados em arranjos de sequéncias de DNA
diferentes associados a IS26 e especificos para cada um, estes dados podem ser
explicados pelo fato de que a IS26 se apresenta em um alto numero de copias em um
mesmo genoma e pelo fato de ser um elemento que flanqueia diversos transposons
compostos. A associacdo de tet(D) a IS26 ¢ relatada com mais frequéncia do que a

associacdo de tet(C) a [S26 (ALLARD et al., 1993; SCHNABEL e JONES, 1999)

tet(E)

Os genes tet(A) a tet(E), tet(G) a tet(J), tet(Y), tet(30) e tet(31) sdo
observados exclusivamente em bactérias Gram-negativas e embora tivessem sido

descritos primeiramente em enterobactérias, atualmente sdo observados em diversos
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géneros e espécies fora deste grupo (CHOPRA, 2001), como ¢ o caso do género

Aeromonas.

Segundo NAWAZ et al. (2006) e BALASSIANO et al. (2007) os genes mais
comumente detectados no género Aeromonas spp. sao tet(A) e tet(E), corroborando o
presente estudo, no qual os genes observados em Aeromonas spp. foram tet(A),
tet(C), tet(C)/(E), tet(A)/(E) e tet(E). JACOBS e CHENIA (2007) e HAN et al.
(2012) detectaram que os genes tet(A) e (E) foram prevalentes em cepas de
Aeromonas spp., enquanto RHODES et al. (2000) e KIM et al. (2011) observaram
que tet(A) foi mais detectado em isolados de Aeromonas. Em outro estudo
SCHMIDT et al. (2001) observaram que tet(E) foi o gene tet predominante entre as

cepas de Aeromonas spp.

O gene tet(E) nao foi associado a nenhum dos elementos genéticos moveis
pesquisados neste estudo e também foi somente observado em amostras ambientais.
A literatura aponta para o fato de que tet(E) difere de tet(A), (B), (C) e (D) pois esta
provavelmente associado a plasmidios ndo conjugativos e também ha relatos da sua
ocorréncia no cromossomo (LEE et al., 1993; CHOPRA e ROBERTS, 2001). Isto
pode explicar a distribuicdo e predominancia limitada de tef(E) (ANDERSEN e
SANDAA, 1994), e o fato deste gene ter sido observado apenas em uma cepa de E.

coli além do género Aeromonas.

A maioria das cepas de Aeromonas apresentaram resisténcia intermediaria a
tetraciclina independente dos genes fet detectados. Na literatura pesquisada nenhum
dos estudos sugeriu a ocorréncia de perfil de sensibilidade intermediario em cepas

carreando tet(E), tet(C) ou tet(A). No entanto, se fef(E) pode estar localizado no
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cromossomo ¢ possivel inferir que a expressdo destes genes se comporte como a
expressdao dos genes cepH, cphA e ampH também detectados no cromossomo de
bactérias do género Aeromonas e cuja expressdo acontece de maneira induzida, ja
que também foi observado um perfil de sensibiblidade intermediario na cepa de E.

coli carreando tet(E).

6.3. Integrons

No presente estudo ndo foram encontradas associacdes entre os genes fet ou
os elementos genéticos moveis (sequéncias de inser¢do e transposons) com oS
integrons pesquisados. Na literatura a maioria dos estudos faz uma inferéncia a
respeito da relacdo dos genes fet aos integrons, porém sem a apresentacdo de
resultados associando os genes aos integrons (SCHMIDT et al., 2001; RANDALL et
al., 2004; AGERSO ¢ SANDVAND, 2005; REZAEE et al., 2012). No entanto, em
um estudo conduzido por SCHNABEL e JONES (1999), observou-se a ocorréncia
do integron de classe 1 associado a Tn/404 no qual fef(C) estava inserido flanqueado
por duas sequéncias de 1S26.

\

As classes 1 e 2 de integrons essdo normalmente associadas a cassetes
genéticos de resisténcia antimicrobiana e apesar da associacdo dos genes fet e
integrons nao ter sido encontrada neste estudo, 63 isolados foram positivos para
integrases, divididos em 55 positivos para Intl e 8 positivos para Int2. Ambas as
integrases foram encontradas em isolados clinicos e ambientais, destacando para sua

disseminagdo em diferentes tipos de amostras.

Os integrons de classe 1 sdo considerados a classe de integrons mais comum

e mais disseminada, especialmente em isolados clinicos, como demonstrado neste
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estudo onde sua presenga foi observada em 28 isolados provenientes de amostras
hospitalares e de fezes diarreicas. Sdo também considerados um dos principais

veiculos de disseminacdo da resisténcia a antibidticos (DOMINGUES et al., 2012).

Integrons de classe 2 estdo também mais comumente associados a isolados
clinicos, assim como foi detectado no presente estudo, tendo sua ocorréncia em 6
isolados clinicos e 2 ambientais, no entanto informacdes sobre a epidemiologia desta
classe ndo estd claramente estabelecida e ainda ¢ escassa quando comparadas a
estudos sobre integrons de classe 1. No Brasil, PEIRANO et al. (2006) relataram a
presenca de integron de classe 2 em um isolado de Salmonella enterica e SA et al.
(2010) encontraram uma cepa ambiental de Vibrio cholerae carreando o integron de

classe 2.

Apesar dos elementos genéticos moéveis, denominados integrons, serem de
extrema importancia para a mobilidade e disseminagdo dos genes e resisténcia, no
presente estudo os genes de resisténcia tet provaram estar associados a transposons e
sequéncias de insercdo, sendo portanto, estes 0s mecanismos responsaveis pela

disseminagdo dos genes fef nas cepas ¢ amostras estudadas.

6.4. Grupos Inc

Diversos estudos indicam que a resisténcia a tetraciclina ¢ codificada pelos
genes tet que por sua vez estdo localizados em plasmidios (CHOPRA e ROBERTS,
2001; NAWAZ, 2006; THAKER, 2010). De acordo com as informagdes levantadas
com relagdo a localizacdo dos genes fet, estudos relatam que genes fet codificadores

de proteinas relacionadas a bomba de efluxo s3o detectados em transposons inseridos
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em plasmidios de uma variedade de grupos de incompatibilidade (CHOPRA e
ROBERTS, 2001).

Com base nos resultados dos perfis genéticos dos isolados obtidos através das
técnicas ERIC-PCR e PFGE, ¢ possivel sugerir que os genes tet observados em
isolados com perfis genéticos distintos foram provavelmente disseminados através da

transferéncia horizontal.

Nao foram observados na literatura pesquisada relatos de grupos Inc de
plasmidios especificos associados a genes tet, no entanto neste estudo a detec¢ao dos
grupos Inc associados aos genes tet pode contribuir para maiores informagdes a

respeito da mobilidade genética destes genes.

O grupo IncF possui diversos subgrupos como IncFIB e IncFIA, sdo
plasmidios comumente detectados na microbiota fecal de animais e humanos, e se
apresentam em baixas copias. Os plasmidios deste grupo podem variar em tamanho,
sendo de aproximadamente 50 a 200kb. IncF foi também relacionado a transposons
do tipo Tn3, familia de transposon a qual Tn/72] pertence. Neste estudo a
associacdo deste transposon carreando tet(A) foi encontrada em um plasmidio do
grupo IncF. A ocorréncia de Tn3 ¢ conhecida por conferir imunidade de
transposi¢do, ou seja, um plasmidio contendo uma copia deste transposon ndo tera
outro Tn3 inserido em sua sequéncia. Alguns autores sugerem que as diferencas na
distribuicdo de genes de resisténcia ¢ causada pela imunidade de transposigdo

conferida por Tn3 (CARATOLLI, 2009).

IncA/C ¢ um dos grupos de maior ocorréncia em enterobactérias, sendo

detectados em diversos paises e em bactérias de diferentes origens (CARATOLLI,
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2009). Porém, isso difere dos resultados observados no presente trabalho, no qual
plasmidios do grupo A/C foram recuperados somente de amostras clinicas e, exceto
por uma cepa de E. coli, estes plasmidios foram observados apenas em K.
pneumoniae. Baseando-se em informagdes de estudos prévios realizados no
laboratério, € possivel inferir que esta alta porcentagem de plasmidios do grupo
IncA/C em isolados de K. pneumoniae provenientes de amostras de um hospital
universitario estd provavelmente relacionada ao fato de que o hospital abrigava um
surto de bactérias ESBL positivas que em sua maioria carreavam plasmidios do
grupo IncA/C.

A elevada quantidade (96,3%) de isolados de Aeromonas spp. negativos para
o PBRT pode ser explicada pelo fato desta técnica ter sido desenvolvida para
tipagem de plasmidios de enterobactérias e neste estudo esta técnica foi utilizada na
tentativa de tipar plasmidios do género Aeromonas, encontrando 26 isolados
negativos e 1 positivo para o grupo IncP. A ocorréncia do grupo IncP em Aeromonas
spp. € aparentemente o primeiro relato da presenga deste grupo de incompatilibildade
neste género bacteriano. Estudos realizados na Franca, na Suica e na Alemanha
recuperaram plasmidios dos grupos IncU e IncQ associados a resisténcia a
quinolonas em cepas de Aeromonas (BONEMANN et al., 2006; CATTOIR et al.,

2008; PICAO et al., 2008).

Estudos mostram que os plasmidios do grupo IncP podem ser detectados em
uma variedade de espécies e géneros bacterianos e podem estar associados aos genes
de resisténcia blapp que conferem resisténcia a carbapenens, aos quais bactérias do
género Aeromonas demonstraram resisténcia que ¢ frequentemente atribuida ao gene

intrinseco cphA (TALAVERA et al., 2006; BALSALOBRE et al., 2009; CHEN et
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al., 2012). Devido ao aumento crescente de informacdes destacando sobre a
importancia do género Aeromonas, mais estudos se fazem necessarios a fim de
contribuir para o melhor conhecimento do papel deste género no panorama da

resisténcia bacteriana.

6.5. Limitacoes do estudo

O presente estudo ndo teve como objetivo realizar uma anélise
epidemioldgica da distribuicao de isolados resistentes ou de determinantes genéticos,
pois o numero de isolados para cada tipo de amostra foi muito variavel, além de nao

terem sido coletados de forma que pudessem ser relacionados temporalmente.

Os mecanismos de resisténcia a tigeciclina sdo normalmente diferentes dos
mecanismos existentes para a resisténcia a tetraciclinas de outras geracdes. No
entanto, a resisténcia a tigeciclina ainda representa um cenario novo para médicos e
microbiologistas, por isso 0os mesmos mecanismos de resisténcia foram pesquisados
para todas as geracOes das tetraciclinas, na tentativa de contribuir com mais

informagdes sobre o papel destes determinantes na resisténcia a tigeciclina.

A técnica de transformacao utilizada para verificar a localizagdo dos genes tet
somente nos permitiu verificar se o gene estava presente nos plasmidios
transformados. Na transformagdo mais de um plasmidio pode ser transferido para a
célula transformante, o que impede afirmar qual o tamanho do plasmidio carreando o
gene pesquisado, por isso também a técnica de digestdo com a enzima S1 e a corrida
de eletroforese em campo pulsado necessita de aperfeigoamento, pois plasmidios
pouco concentrados ou abaixo de 48kb podem ndo ser visualizados no gel e o

resultado torna-se pouco confidvel.
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6.6. Consideracoes Finais

Microbiologistas, especialistas em doencas infecciosas, epidemiologistas e
profissionais de Saude Publica muitas vezes estdo passos atrds da resisténcia
bacteriana. Outras vezes, somos alarmados pelo surgimento de eventos da resisténcia
bacteriana que nao evoluem apos o primeiro alarme. E ¢ este panorama que temos

enfrentado frequentemente.

Paralela a ideia de pesquisar a resisténcia a tigeciclina em diferentes amostras
de variados microrganismos isolados, também surgiu a ideia de verificar se
realmente os antibioticos da classe das tetraciclinas, como a doxiciclina e a
minociclina; ha tanto tempo evitados no tratamentos de doengas infecciosas em
humanos, ainda mostrariam uma alta porcentagem de resisténcia em microrganismos

ambientais e clinicos.

Trabalhando com o total de 572 isolados e obtendo 106 isolados resistentes,
acredito ser importante direcionar novamente a atengdo aos antibidticos da classe das
tetraciclinas. Uma vez que outros antibidticos afastados do uso clinico e veterinario,
com a polimixina B e a colistina estdo sendo considerados como opgoes terapéuticas
nos casos em que isolados multirresistentes tornaram obsoletos a maioria dos
antibioticos. No entanto, ao considerar um antibidtico para tratamento ¢ também
importante avaliar a forma de apresentagdo da droga, uma vez que no Brasil a
minociclina, por exemplo, existe somente na forma de apresentacao oral, e portanto o
tratamento de infecgdes graves nao seria possivel com esta forma de apresentagdo da

droga.
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O presente estudo também confirmou que a dispersdo dos genes que
conferem resisténcia a tetraciclina ¢ feita através de elementos genéticos moveis
previamente citados pela literatura especifica. Estes elementos associados a diversos
plasmidios, com caracteristicas diferentes, sao provavelmente responsaveis pela
movimenta¢cdo dos genes fet e consequentemente pela ocorréncia dos mesmos em

diferentes amostras e espécies bacterianas.

As bactérias se utilizam de mecanismos de resisténcia proprios ou adquiridos.
Os mecanismos adquiridos surgem normalmente de mutagdes, transferéncia genética
ou transformacao, transposons, integrons e bacteridofagos. Por todos estes fatores se
faz necessario determinar as classes e fendtipos da resisténcia bacteriana e as
mutacgoes e elementos moveis associados a esta resisténcia, a fim de contribuir para
um melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia, disseminagdo, contexto
genético, entre outras informagdes, assim nos permitindo desenvolver técnicas mais
rapidas para triagem e deteccao dessa resisténcia e estratégias de controle necessarias

na tentativa de reduzir a disseminagdo de bactérias resistentes.

Com relagdo ao género Aeromonas alguns aspectos interessantes foram
detectados neste trabalho, o gene tef(E) detectado somente neste género; exceto por
uma ocorréncia em um isolado de E. coli; demonstrou resisténcia intermediaria aos
antibioticos da classe. Nenhum dos elementos moveis pesquisados foi encontrado
relacionado a este gene e quando detectado em E. coli expressou-se da mesma
maneira. Os genes tet(A) e tet(C) também foram observados em cepas de Aeromonas
neste trabalho, e mostraram perfis de sensibilidade intermediario, enquanto que

quando detectados em outras espécies do estudo, os isolados eram em sua maioria
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ndo-sensiveis as tetraciclinas. Estudos adicionais sdo necessarios com o género
Aeromonas e os genes fet observados nestes microrganismos, destacando para o

papel que esta relagdo desempenha, em especial, com o meio ambiente.

O gene tet(D) foi observado neste estudo exclusivamente em cepas de K.
pneumoniae isoladas de um hospital universitario e as cepas carreadoras deste gene
demonstraram maior resisténcia a doxiciclina e minociclina. Os isolados utilizados
neste estudo sdo provenientes de estudos prévios, datando de 2004 a 2005, no
entanto estas cepas participaram de diversos estudos ao longo dos anos, estando bem
caracterizadas. A decisao de incluir estas cepas no estudo foi com o intuito de
possivelmente encontrar cepas resistentes a tigeciclina, no entanto ao contrario do
esperado, a partir de 100 cepas estudas, 27 foram resistentes a tetraciclina e nenhuma
resistente a tigeciclina, destacando entdo para a maior aten¢do que deve ser dada a

esta classe de antibioticos.

A importante mudanca na visdo dos pesquisadores em expandir seus objetos
de pesquisa para amostras ambientais mudou radicalmente a maneira como
interpretamos a resisténcia bacteriana. A dispersdo dos genes de resisténcia nas
amostras hospitalares, nas fezes diarreicas coletadas no municipio de Itapevi, em
uma amostra de agua superficial ¢ em amostras de lodo e esgoto destaca mais uma
vez para a relacdo que existe, e que provavelmente sempre existiu, entre o ambiente e
a clinica. Estudos epidemioldgicos sdo de extrema importancia ¢ podem contribuir

com informagdes importantes para inumeras questdes neste ambito.

Durante o levantamento bibliografico foi possivel observar que inumeros

estudos confirmam a existéncia de um reservatorio de genes de resisténcia no
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ambiente e ¢ também discutido o fato de existir uma maior diversidade de genes em
bactérias autdctones e em bactérias patogénicas encontradas no ambiente do que em

patdgenos clinicos, reforcando a importancia de estudos com amostras ambientais.

Sabe-se que o uso indiscriminado das tetraciclinas na agricultura, pecudria e
na clinica desencadeou a resisténcia acelerada e agressiva a estes antibiodticos.
Portanto, o monitoramento do uso e consumo de antibidticos em animais deve ser
reforcado e aderido por fazendeiros, produtores, veterinarios e industrias

farmacéuticas.

Por meio dos resultados observados neste estudo, espero destacar para a
importancia da obtencdo de mais informagdes sobre o panorama da resisténcia
bacteriana a antibidticos previamente evitados no uso clinico. Espero ter gerado
questionamentos suficientes, capazes de dar inicio a novos projetos, € espero ter
gerado informagodes uteis que se encaixem na visdo da OMS, contribuindo para tragar
um caminho mais preparado frente a resisténcia bacteriana e seus afeitos sobre a

saude humana.
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CONCLUSOES

Nenhum dos isolados resistentes a tetraciclina apresentaram-se resistentes a
tigeciclina. Sugerindo que os mecanismos comumente relacionados a
resisténcia a tetraciclinas de primeira e segunda geragdo, ndo estdo associados
a resisténcia a tigeciclina;

Dentre os 572 isolados estudados, 18,5% foram resistentes a tetraciclina. O
que demonstra uma baixa porcentagem de resisténcia a este antibiotico,

quando comparada a outros estudos;

Verificou-se que a tigeciclina, seguida da minociclina foram as tetraciclinas

mais ativas frente aos microrganismos testados;

Os isolados clinicos apresentaram-se mais resistentes a tetraciclinas, quando

comparados aos isolados ambientais;
Os genes tet(A) e tet(B) foram os mais prevalentes nos isolados pesquisados;

Todas as cepas carreando o gene fe#(B) isolado foram resistentes a

doxiciclina e ndo-sensiveis a minociclina;

Todas as cepas carreando o gene fet(D), isolado ou em combinagdo,

apresentaram resisténcia a doxiciclina e minociclina;

A maioria das cepas carreando o gene tet(E) apresentaram perfil de

sensibiblidade intermediario a tetraciclina;

Os resultados de transformacdo associados as informagdes encontradas na

literatura sugerem que o gene fet(E) estava localizado no cromossomo;
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A auséncia da associagdo do gene tet(E) aos elementos genéticos moéveis
pesquisados, indicam que este gene nao foi disseminado por nenhum destes

elementos nos isolados estudados;

A disseminagdo dos genes fet(A), (B), (C), (D) nos isolados estudados foi
possivelmente facilitada pela associacdo destes genes aos elementos

genéticos moveis Tn/721, Tnl0 e IS26;

Plasmidios dos grupos de incompatibilidade IncF, IncFIB e IncA/C, os quais
possuem caracteristicas de disseminagdo de genes de resisténcia, foram os

mais observados neste estudo;

Os resultados da determinacao dos perfis de similaridade genética sugerem a
possibilidade de disseminacdo de genes fet através da transferéncia

horizontal;

A auséncia de integrons carreando os genes tet investigados neste estudo,
demonstra que a disseminagao destes genes nos isolados estudados nao estava

relacionada a estes elementos genéticos;

Presenca do grupo de incompatibilidade, IncP, no género Aeromonas,
demonstrando a caracteristica deste género em adquirir plasmidios

relacionados a resisténcia bacteriana;

Estudos com isolados mais recentes e abrangendo outros géneros e espécies
bacterianos devem ser conduzidos para contribuirem na compreensao do
perfil de sensibilidade bacteriano frente as tetraciclinas, adquirindo
informagdes importantes sobre o uso destes antibidticos como opg¢des

terapéuticas na medicina clinica e veterinaria.
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