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REVISOES / REVIEWS

Mecanismos de resisténcia as quinolonas em Salmonella spp.
Mechanisms of quinolone resistance in Salmonella spp.

Roberta Barreiros de Souza'; Marciane Magnani;
Tereza Cristina Rocha Moreira de Oliveira®*

Resumo

A salmonelose ¢ uma zoonose de importancia mundial ¢ uma das mais freqiientes doengas de origem
alimentar. As fluoroquinolonas sdo a principal opgdo para o tratamento de salmoneloses graves
ou sistémicas. Esta revisdo de literatura teve como objetivo apresentar os principais mecanismos
envolvidos na resisténcia de Salmonella spp. a estes antimicrobianos. Mutac¢des de ponto na Regido
Determinante de Resisténcia as Quinolona (QRDR) do gene gyrA podem gerar altos niveis de resisténcia
a quinolonas nao-fluoradas, além de reduzir a suscetibilidade as fluoroquinolonas. Outros mecanismos
de resisténcia que também precisam ser considerados sdo as mutagdes no gene parC, a possibilidade
do envolvimento de plasmideos de resisténcia e alteragdes no sistema de efluxo ativo. A resisténcia as
fluoroquinolonas ainda ¢ incomum em Salmonella spp., quando comparada a outros géneros da familia
Enterobacteriaceae. No entanto, o uso criterioso de fluoroquinolonas na medicina humana e veterinaria
¢ essencial para reduzir a pressdo seletiva e evitar a emergéncia e disseminagdo de clones resistentes,
mantendo o espectro de acdo ¢ a eficacia clinica desta classe terapéutica.

Palavras-chave: Fluoroquinolonas, mutagdes, salmonelose

Abstract

Salmonellosis is acommon and widespread zoonotic disease of humans and a frequent cause of foodborne
disease. Treatment of severe and systemic salmonellosis is usually done with fluoroquinolones. In this
review resistance mechanisms of Sal/monella to quinolones are discussed. Single point mutations in
the quinolone resistant determining region (QRDR) of the gyrA gene may be sufficient to generate
high levels of resistance to non-fluorated quinolones and also may decrease the fluoroquinolones
susceptibility. Other resistance mechanisms that should be considered are mutations in parC gene,
the possibility of acquiring resistance through plasmidial transference and hyper-expression of efflux
pumps. Fluoroquinolones resistance is still relatively uncommon in Salmonella compared to other
species belonging to the Enterobacteriaceae family. However, the more careful use of fluoroquinolones
in veterinary and human medicine is essential to decrease the selective pressure which can avoid the
emergence and spread of resistant clones and consequently maintain the clinical efficacy of this group
of antibiotics.
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Introducao

As salmoneloses sdo reconhecidas como causa
comum de doengas transmitidas por alimentos
(DTAs) em humanos e representam um grave
de satde publica (WHO, 2006).
Salmonella spp. ¢ amplamente distribuida na

problema

natureza e coloniza uma variedade de animais,
como mamiferos, anfibios, répteis, aves ¢ insetos.
Salmonella enterica sorovares Typhi e Paratyphi sao
patogenos especificamente humanos, ndo possuem
reservatorio animal e podem causar infecgdes
sistémicas graves. Os demais sorovares causam
as chamadas salmoneloses nao-tifoides e podem
atingir humanos e animais (BUTAYE et al., 2006;
FORSHELL; WIERUP, 2006).

Emboraas salmoneloses ocorram frequentemente
em humanos, a transmissdo direta de pessoa a
pessoa nao é comum, sendo a maior parte das
infecgcOes associadas ao consumo de alimentos
contaminados (SALYERS; WHITT, 1994; GALES
et al., 2002; TEO; OLIVEIRA, 2005). Geralmente,
as infecgoes devido a Salmonella spp. resultam em
gastroenterites auto-limitadas que incluem sintomas
como dores abdominais, nauseas, vomito, diarréia,
febre moderada e dores de cabeca, tratadas apenas
nos casos de pacientes imunodeprimidos, neonatais
idosos, ou pacientes com febre entérica e bacteremia
(SALYERS; WHITT, 1994; GALES et al., 2002;
HOPKINS; DAVIES; THRELFALL, 2005).

Alimentos de origem animal sdo os veiculos
mais freqiientes de transmissao de Salmonella spp.,
especialmente os produtos avicolas (RIBEIRO et al.,
2007). O primeiro caso de salmonelose em humanos
foi relatado em 1880 e predominavam os casos de
infecgdes por S. Typhi. As medidas de prevencao e
controle para este patdgeno alteraram esse quadro
e, desde 1940 tem-se registrado um aumento
progressivo no isolamento de Salmonella nao-
especifica em humanos e animais, particularmente
S. Typhimurium e mais recentemente, S. Enteritidis
(FORSHELL; WIERUP, 2006).

No Brasil, S. Enteritidis emergiu como um grande

problema avicola e de saude publica em 1993.
Estudos epidemiologicos sugiram que a entrada
deste sorovar no pais ocorreu provavelmente no
final da década de 80, via importagdo de material
genético avicola contaminado (SILVA; DUARTE,
2002).

No Parana, dados da Secretaria da Saude do
Estado (PARANA, 2007) relativos a ocorréncia
de DTAs no periodo de 1978 a 2000 apontam
Spp. agente
de superada
apenas por intoxicacao estafilococica (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006; PARANA, 2007).
O nUmero de casos de salmonelose no Estado
aumentou significativamente nos ultimos anos. Em
1993, 7,1% dos surtos de toxinfeccdo alimentar
foram causados por Salmonella spp. e 34% por

segundo
prevaléncia,

Salmonella como o

etiologico maior

Staphylococcus aureus. Ja em 1995, a salmonelose
foi a principal DTA notificada no Parana e, em 1998,
57,1% dos surtos confirmados laboratorialmente
foram causados por Salmonella spp. e 31,2% por
cepas enterotoxigénicas de S. aureus (ALCOCER et
al, 2006). Nos surtos ocorridos entre 1999 e 2006,
o sorovar Enteritidis foi o predominante, tanto nas
amostras de pacientes (74,8%) quanto nos alimentos
envolvidos em surtos (80%) (informagdes pessoais
de Luciana Kottwitz).

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e
trimetoprim-sulfametoxazol foram as drogas mais
utilizadas para o tratamento de salmoneloses graves.
Porém, o aumento na resisténcia a estes agentes
reduziram significativamente o uso na clinica
médica. Consequentemente, as fluoroquinolonas
(FQs) passaram a ser os principais antimicrobianos

empregados para o tratamento de infec¢des humanas.

O aumento da incidéncia de cepas resistentes
as quinolonas de primeira geragdo, como acido
nalidixico, € preocupante considerando que esse fato
pode estar relacionado a redugdo da suscetibilidade
as FQs, como a ciprofloxacina, ¢ ao possivel
surgimento de resisténcia a esses antimicrobianos
(HOOPER, 2001).
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Em geral, as infec¢des por Sa/monella resistentes
a antimicrobianos sdo adquiridas através da ingestao
de alimentos contaminados de origem animal
(ANGULO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2005).
O uso continuo de FQs na medicina veterinaria e
pecuaria, para profilaxia de doencas infecciosas ou
como promotores de crescimento pode contribuir
para o aumento da prevaléncia de microrganismos
resistentes e tem consequéncias para a saude
publica, com implicagdes no tratamento e na
prevencdo de doengas infecciosas em humanos e
animais (SMITH et al., 2002; CARRAMINANA et
al., 2004; BUTAYE et al., 2006).

Considerando a importancia da emergéncia de
cepas de Salmonella spp. resistentes a ciprofloxacina,
principalmente devido a interferéncia na resposta
ao tratamento clinico, o objetivo desta revisdao
foi aprofundar conhecimentos sobre os possiveis
de de
Salmonella spp. as quinolonas.

mecanismos moleculares resisténcia

Resisténcia a Atimicrobianos

Devido a natureza auto-limitante da salmonelose,
geralmente, o emprego de terapia antimicrobiana
ndo ¢ requerida nos casos de diarréias agudas.
Entretanto, o uso de antimicrobianos € essencial em
paciente imunodeprimidos, idosos ou criangas, ou
ainda em casos de bacteremia, meningite ou outras
infecgdes extra-intestinais por Salmonella (SAN
MARTIN et al., 2005; BUTAYE et al., 2006).

Estudos conduzidos pelo Center of Disease
Control (CDC), em 1995, constataram que cerca
de 40% dos pacientes com infec¢do por Salmonella
que procuram os hospitais sdo tratados com
agentes antimicrobianos. Durante anos, ampicilina,
sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram
drogas de escolha no tratamento de infecgdes
por No
crescentes de resisténcia a estes agentes reduziram

graves Salmonella. entanto, taxas
significativamente sua eficacia e, consequentemente,
fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo espectro

passaram a ser administradas nestes casos. Porém,

a selecdo gradativa de isolados de Salmonella
resistentes a essas duas classes de antimicrobianos
consiste em um importante problema de satde
publica, com implicagdes no tratamento e prevencao
de doengas infecciosas em humanos e animais
(CARRAMINANA et al., 2004; BUTAYE et al.,
2000).

O emprego de agentes antimicrobianos em
animais destinados a alimentacdo humana ¢,
supostamente, a principal causa da emergéncia e
distribuicdo de cepas de Salmonella resistentes,
devido ao fato dos alimentos de origem animal
contaminados representarem a principal fonte de
transmissao de Salmonella, (ANGULO etal., 2000;
SILVA; DUARTE, 2002).

Agentes antimicrobianos tém sido utilizados na
medicina veterinaria para o tratamento e profilaxia
de doengas, bem como na produgdo animal, como
promotores de crescimento (OLIVEIRAetal., 2005).
Entretanto, algumas cepas bacterianas podem, em
exposicdo repetida aos antibidticos, desenvolver
caracteristicas de resisténcia (THRELFALL et al.,
2002).

A presenca de cepas resistentes em animais de
producao pode ameagar a eficcia de antimicrobianos
em humanos se estas bactérias ou seus genes
de resisténcia forem incorporados a populacdo
bacteriana humana (SMITH et al., 2002). Apesar de
contribuir para a otimizagdo da producdo animal,
o uso indiscriminado de antimicrobianos pode
favorecer a ocorréncia de cepas resistentes em carnes
e outros produtos de origem animal devido a pressao
seletiva. A administragdo de antimicrobianos nas
racdes com o intuito de prevenir doencas e aumentar
o ganho de peso tornou-se uma pratica comum
na avicultura e contribuiu para o agravamento do
problema (TESSI et al., 1997). Aves poedeiras e de
corte representam a principal fonte de Salmonella
resistentes a agentes antimicrobianos. Embora o
Brasil seja o segundo produtor mundial e o maior
exportador de carne de frango, existem poucos
estudos a respeito da resisténcia antimicrobiana
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de isolados de Salmonella no pais (UNIAO
BRASILEIRA DE AVICULTURA, 2007).

A ocorréncia de cepas resistentes limita as
opgdes terapéuticas tanto na medicina veterinaria
como humana, quando ha necessidade de
tratamento (WITTE, 1998; ANGULO et al., 2000).
Adicionalmente, a ocorréncia de coinfec¢do com
HIV pode resultar em rapida progressao da doenga
e causar efeito multiplicador na disseminacdo do
patogeno resistente ao restante da populagao (WHO,
2006).

A
antimicrobianos

desnecessaria de

de gastroenterites
humanas auto-limitadas tem sido considerado um
fator também que contribue para a disseminagao de
resisténcia (SMITH et al., 2002).

administracdo
em casos

A vigilancia da resisténcia antimicrobiana ¢
essencial para disponibilizar informagdes sobre sua
magnitude e tendéncias, e para monitorar o efeito
das intervengdes, pois a prevaléncia de resisténcia
pode variar nas diferentes regides ou épocas (WHO,
2000).

No Brasil, Fernandes et al. (2003) avaliaram o
perfil de suscetibilidade de cepas de S. Enteritidis
enviadas ao Laboratério Central de Satde Publica,
Laboratorio de Patologia Animal e Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Universidade de
Sado Paulo, durante 1975 e 1995, e relataram que
67,7% das cepas foram susceptiveis a ceftazidina,
cefoperazone e ciprofloxacina e, mais de 90% a
ampicilina, cloranfenicol, cefalotina, gentamicina,
acido nalidixico e trimetoprim-sulfametoxazol.

Outro estudo brasileiro, realizado em 2000, com
1005 amostras de S. Enteritidis enviadas a Fundacdo
Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), Estado do Rio
de Janeiro, mostrou que 63,9% das cepas eram
suscetiveis a ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina,
acido  nalidixico,

ceftriaxona,  gentamicina,

notrofurantoina e trimetoprim-sulfametoxazol.
A resisténcia ao 4cido nalidixico foi constatada
em 13,2% e a nitrofurantina em 10,5% das cepas

(RODRIGUES, 2001).

Em recente pesquisa, 22 cepas de S. Hadar
isoladas de carcagas de frango no Rio Grande do Sul
apresentaram 100% de resisténcia a estreptomicina,
tetraciclina e  sulfamatoxazil-  trimetoprim.
Além disso, 86,36% apresentaram resisténcia ao
acido nalidixico e 4,54% ao cloranfenicol. Em
contrapartida, todas as cepas testadas foram sensiveis
a ciprofloxacina, norfloxacina, gentamicina,
polimixina B, ampicilina, canamicina, enrofloxacina

(RIBEIRO et al., 2006).

No Estado do Parana, Delicato et al. (2004)
estudaram 14 cepas de S. Enteritidis e verificaram
que 50% foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados e a 50% foram resistentes a um ou mais
antimicrobianos testados. O maior percentual de
resisténcia foiobservado paraampicilina(85,7%). Os
sorovares Newport, Infantis, Javiana e Brandenburg
foram sensiveis a todos antimicrobianos testados.
S. Glostrup foi resistente somente a gentamicina,
entretanto, duas cepas do sorovar Typhimurium
foram resistentes a 11 antimicrobianos. Quanto
a sensibilidade, todas as cepas testadas foram
sensiveis a amicacina, pefloxacina, imipenen e
ciprofloxacina.

De (2001),
fluoroquinolonas (FQ), como ciprofloxacina, tém

acordo com Hooper as
sido as drogas de escolha para o tratamento de
infecgdes por Salmonella spp., porém, o aumento
da resisténcia ao acido nalidixico, uma quinolona
de primeira geragdo, ¢ uma preocupagdo de satde
publica por estar relacionada com a redugdo na
suscetibilidade a outros antimicrobianos desta
classe, e a possibilidade de emergéncia de cepas

resistentes.

Quinolonas

As quinolonas e fluoroquinolonas (FQs)
representamumaclasse de antimicrobianos sintéticos
composta por drogas quimicamente semelhantes e
altamente eficazes no tratamento de uma série de
infecgdes, sobretudo de origem bacteriana, cuja

atividade consiste fundamentalmente na inibi¢do
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da replicagdo do DNA (SADER, 1999; HOPKINS;
DAVIES; THRELFALL, 2005).

O desenvolvimento das quinolonas teve
inicio com a identificacdo do acido nalidixico por
Lesher et al. (1962), a partir de um subproduto
da sintese da cloroquina, o 6-cloro-1-H-etil-4-
Devido

atividade contra bactérias Gram-negativas aerdbias,

oxoquinolona-3-acido carboxilico. sua
o acido nalidixico foi uma boa opc¢ao terapéutica
para o tratamento de infecgdes urinarias nos anos
60. Entretanto, sua consideravel ligacdo protéica
e as modestas concentra¢des séricas e teciduais,
somadas ao surgimento de resisténcia, restringiram
sua indicagdo ao tratamento de infecc¢des sistémicas
(BARLOW, 1963; SADER, 1999).

Nosanos 70, outras quinolonas foramsintetizadas,
como o acido oxolinico € a cinoxacina. No entanto,
apesar da atividade antimicrobiana discretamente
superior a do acido nalidixico, tais compostos nao
tiveram grande significancia. Em estudos realizados
na mesma época no Japdo, foi desenvolvido o
acido pipemidico, cujas modificacdes realizadas
na estrutura molecular levaram a sintese, nos anos
80, de compostos do grupo das fluoroquinolonas ou
quinolonas de 2* geragao.

A estrutura quimica geral das quinolonas (Figura
1) contém dois anéis quinolonicos, com um atomo
de nitrogénio na posi¢dol, um grupo carbonila na
posicdo 4 ¢ um grupo carboxila na posi¢ao 3. De
acordo com a composi¢ao quimica desses anéis, as
quinolonas se classificam em diferentes grupos.

0 O
Rl
0OH
R I
C,Hg

Figura 1. Formula Estrutural das Quinolonas
Fonte: SADER, 1999.

A incorporacao da molécula de fltior na posigao 6
do anel quinolénico aumentou a afinidade de ligacao
especifica e facilitou a penetragao desses agentes na
célula bacteriana, proporcionado um importante
aumento na poténcia destes farmacos contra
bactérias Gram-negativas, e ampliando o espectro de
acdo para as Gram-positivas. A primeira quinolona
do grupo de fluoroquinolonas foi a norfloxacina,
disponibilizada em 1986 (DOMAGALA et al.,
1986; SADER, 1999).

Logo apds a introducdo da norfloxacina no
mercado, surgiram outras fluoroquinolonas que,
além de serem potencialmente ativas e apresentarem
amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, mostraram alta
absorcdo intestinal e excelente penetragdo na
maioria dos orgados e tecidos. Devido a diversidade
de indicagdes clinicas, ciprofloxacina e ofloxacina
tém sido os antimicrobianos mais amplamente
utilizados nas ultimas décadas (SADER, 1999;

HOPKINS; DAVIES; THRELFALL, 2005).

As quinolonas comercialmente disponiveis no
Brasil, possuem um atomo de flior na posi¢ao 6
do duplo anel (fluoroquinolonas). Moxifloxacino e
gatifloxacina incorporam ainda um radical metoxi
na posicao 8 e, por isso, tem sido denominadas C8-
metdxi-quinolonas. Sua diferenca estd relacionada
a ligacdo especifica dentro da célula bacteriana
(SADER, 1999).

A Tabela 1 apresenta a classificacdo das
quinolonas segundo Walker (1999).
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Tabela 1. Classificacdo das quinolonas de acordo com o espectro de agao, segundo Walker (1999).

Classificacao

Quinolona/ Fluoroquinolona

Primeira Geragao

Acido Nalidixico

Segunda Geragdo

Terceira Geragao

Quarta Geragao

Acido Oxolinico
Cinoxacina

Norfloxacina
Ciprofloxacina
Enoxacina
Lemofloxacina
Ofloxacina

Levofloxacina
Esparfloxacina
Gatifloxacina
Grapafloxacina

Trovafloxacina
Moxifloxacina
Gatifloxacina

Gemifloxacina

Fonte: Walker, 1999.

Mecanismo de Acio das Quinolonas

A replicagdo do DNA bacteriano tem inicio
em uma seqiiéncia especifica do cromossomo, e
prossegue em sentido bidirecional até que as fitas se
encontrem no lado oposto da molécula ou se deparem
comseqiiénciasterminadoras dareplicacdo. Diversas
enzimas estdo envolvidas nesse processo, entre elas
a DNA-helicase que desenrola a dupla fita de DNA
antes da atuacdo da DNA-polimerase, facilitando
assim a progressdo da replicagdo. No entanto, a
acdo combinada dessas enzimas resulta na formagao
de superespirais positivas no DNA em frente ao
brago de replicagdo. Se esta superespiralizacdo
ndo for corrigida, pode impossibilitar a replicag@o
(PIDOCCK, 2002). Para solucionar os problemas
topologicos do DNA, como a separagdo das fitas e
a remogao da superespiralizag@o positiva do DNA,
enzimas chamadas topoisomerases agem tornando a
replicagdo mais eficiente. (DRLICA; ZHAO, 1997;
HOPKINS; DAVIES; THRELFALL, 2005).

Em Salmonella spp., sdo encontradas quatro
topoisomerases, classificadas em dois grupos de

acordo com seu mecanismo de agdo. As do Tipo
I, representadas pelas topoisomerases I e III, e as
do Tipo II, representada pela topoisomerases I,
também denominada DNA-girase, ¢ IV. A DNA-
girase ¢ composta por duas subunidades A (GyrA)
e duas B (GyrB), codificadas pelos genes gyrd
e gyrB, respectivamente. A topoisomerase [V,
consiste em duas subunidades C (ParC) e duas
E (ParE), codificadas pelos genes parC e parE,
respectivamente. O alvo priméario da acdo de
quinolonas em Gram-negativos ¢ a DNA-girase,
enquanto a topoisomerase IV ¢ o alvo secundario
(PIDDOCK, 1998b; HOOPER, 1999; HOOPER,
2001; PIDDOCK, 2002).

A DNA-girase catalisa a introducdo de giros
super-helicoidais negativos no DNA circular
covalentemente fechado dos
dos plasmidios, no interior da célula bacteriana,
auxiliando no processo de compactagdo do material
genético bacteriano. Além disso, esta enzima
também ¢ responsavel pela remogao de giros super-

Cromossomos ¢

helicoidais positivos que se acumulam a frente da
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forquilha de replicagdo do DNA e interrompem o
fluxo desse processo. Em relagdo a topoisomerase
IV, sua principal funcéo consiste na separagdo das
moléculas-filhas de DNA interligadas (em cadeia)
que sdo produtos da finalizacdo de uma etapa do
processo de replicagdo do DNA, a fim de permitir
sua segregacdo em células-filhas (HOOPER, 2001).
Desse modo, a DNA-girase e a topoisomerase [V
desempenham fungdes distintas e essenciais na
replicacdo bacteriana.

O mecanismo de ag¢do das quinolonas consiste
na ligagdo especifica do agente antimicrobiano
ao complexo DNA-enzima, bloqueando sua
atividade apos a clivagem dos filamentos e antes do
resselamento do DNA. Consequentemente, forma-
se uma barreira fisica que impedira a progressao da
forquilha de replicacdo (HOOPER, 1999; HOOPER,
2001). Pelo exposto, resume-se que a habilidade de
penetracao na bactéria, bem como de ligacdo a DNA
girase, sdo processos determinantes no espectro de

atividade das quinolonas.

As fluoroquinolonas de segunda geracao, como
ciprofloxacina e ofloxacina, apresentam maior
atividade sobre a enzima DNA-girase que sobre
as topoisomerase IV de bactérias Gram-negativas.
Dessa  maneira, bactérias  Gram-negativas,
como Salmonella, podem tornar-se resistentes a
ciprofloxacina devido a mutagdes nos genes que
codificam a enzima para qual ela apresenta maior
atividade, ja que a acdo antimicrobiana desta droga
sobre o alvo secundario ndo ¢ suficiente para inibir
adequadamente a bactéria (DRLICA; ZHAO,

1997).

Por outro lado, as fluoroquinolonas de quarta
geracdo apresentam excelente atividade contra
ambas enzimas, DNA-girase e topoisomerase 1V,
tanto em bactérias Gram-negativas quanto em
Gram-positivas. Essa caracteristica proporciona
maior poténcia, além de dificultar a emergéncia
de resisténcia ao antimicrobiano, ja que serdo
necessarias mutacdes adicionais, uma vez que a
atuacdo do antimicrobiano em qualquer uma das

enzimas sera suficiente para inibir o desenvolvimento
bacteriano (HOOPER, 1999).

As caracteristicas peculiares apresentadas pelas
fluoroquinolonas, associadas a relativa facilidade de
incorporacgdo de novos radicais ao anel quinolénico
basico indicam a possibilidade do surgimento de
muitos outros compostos dessa classe no futuro.
No entanto, a manuten¢do do espectro de agdo e
da eficacia clinica das quinolonas e FQs, depende
essencialmente do uso criterioso dos antimicrobianos
dessa classe terapéutica (SADER, 1999).

Mecanismos de Resisténcia as Quinolonas
em Salmonella: énfase em mutacgoes

O uso difundido de quinolonas, desde sua
descoberta, contribuiu para o crescente aumento da
incidéncia de cepas resistentes e pode colocar em
risco a utilizagdo clinica destes antimicrobianos
(TRAN; JACOBY, 2002).

A resisténcia a fluoroquinolonas (FQ) ainda

¢ relativamente incomum em Salmonella se
comparada a freqiiéncia em outros géneros da
familia Enterobacteriaceae. Alguns pesquisadores
sugerem esta situagdo como conseqiiéncia de
algum mecanismo de resisténcia a FQ diferenciado
em Salmonellae que limita a emergéncia de cepas

resistentes.

estudos
resisténcia as quinolonas surgiu devido a mutagdes
cromossomicas nos genes que codificam as enzimas
DNA-girase e topoisomerase 1V, que sdo os alvos
da agdo destes antimicrobianos (PIDDOCK, 1998b;
HAKANEN et al.,, 2005; HOPKINS; DAVIES;
THRELFALL, 2005; GIRAUD; BAUCHERON;
CLOECKAERT, 2006).

Diversos demonstraram que a

Além das mutagdes nos genes que codificam
a enzima DNA-girase, podem ocorrer redugdo do
acumulo do antimicrobiano no interior da célula
bacteriana devido a hiperexpressdo das bombas
de efluxo e ou alteragdes nas porinas presentes na
membrana externa, que reduzem a permeabilidade
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ao agente antimicrobiano (PIDDOCK, 1998b;
SOTO et al., 2003; SAN-MARTIN et al., 2005).

Em Salmonella spp. a resisténcia as quinolonas
se deve principalmente a alteragdes no sitio de
ligagdo do antimicrobiano com a DNA-girase,
devido a mutagdes em uma regido especifica do gene
gyrA, entre os aminodcidos 67 e 106, denominada
Regido Determinante de Resisténcia a Quinolona
(QRDR) (SOTO et al., 2003; SAN-MARTIN et al.,
2005; GIRAUD; BAUCHERON; CLOECKAERT,
2006).

Mutagdes de ponto na regiado QRDR do gene
gyr4 podem ser suficientes para gerar altos niveis
de resisténcia a quinolonas nao-fluoradas, além de
reduzir a suscetibilidade a fluoroquinolonas (Cip
MIC> 0,125 pg/mL). No entanto, sdo necessarias
mutacdes adicionais para que ocorra resisténcia
a fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, embora
cepas possam
levar a faléncia no tratamento clinico com estes
antimicrobianos. Mutagdes no gene parC das
topoisomerases IV ocorrem menos frequentemente

com suscetibilidade reduzida

e as mutacdes nos genes gyrB e parE tem sido
consideradas raras em Salmonellae (GIRAUD;
BAUCHERON; CLOECKAERT, 2006; HOPKINS;
DAVIES; THRELFALL, 2005; EAVES et al.,
2004).

A maior freqiiéncia de alteragdo na QRDR em
Salmonella spp. resistentes ao acido nalidixico
ocorre nos codons correspondentes a Serina-
83 (Ser83) e Aspartato-87 (Asp87) (HOPKINS.
DAVIES; THRELFALL, 2005). Em
sabe-se que alteragoes destes dois residuos sdao

adicao,
freqlientemente  relatadas combinadas
em cepas fluoroquinolona-resistentes (SAN-
MARTIN et al., 2005; GIRAUD; BAUCHERON;
CLOECKAERT, 2006). As mutagdes no aminoacido
Ser83 podem resultar em trocas por tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe) ou alanina (Ala), enquanto que as
mutagdes no aminoacido Asp87 podem implicar em
substituicdes por asparagina (Asn), glicina (Gly),
tirosina (Tyr) ou lisina (Lys). Cepas que carregam

como

estas diferentes substituicdes nos cddons 83 ¢ ou
87 apresentam diferentes niveis de suscetibilidade
reduzida a fluoroquinolonas (HOPKINS; DAVIES;
THRELFALL, 2005; GIRAUD; BAUCHERON;
CLOECKAERT, 2006).

Giraud et al. (1999) estudaram duas linhagens
de
fluoroquinolonas selecionadas in vitro e verificaram

S.  Typhimurium altamente resistentes a
alteragOes apenas no gene gyrd. Eaves et al. (2004)
analisaram a prevaléncia de mutagdes na regido
QRDR dos genes gyrA4, gyrB, parC e parE associadas
a resisténcia a quinolonas em Sal/monella enterica.
Esses autores verificaram que do total de 182 cepas,
139 (76,4%) foram resistentes ao acido nalidixico e
apresentavam mutacoes no gene gyrA. Dentre estas,
69 cepas (49,6%) continham mutagdes apenas no
gene gyrd e as restantes (55,4%) apresentavam
uma ou mais mutacdes adicionais no gene gyrB
(n=2), parC (n=65) e/ou parE (n=10), apresentado
diferentes graus de suscetibilidade a ciprofloxacina.
No mesmo trabalho, os sorovares Enteritidis e
Typhimurim ndo apresentaram mutacdes no gene
parC.

Pesquisas de Eaves et al. (2004) demonstraram
que substitui¢des Thr57(Ser) do gene parC tornaram
cepas de Salmonella Typhimurium mais suscetiveis
a ciprofloxacina, mas ndo ao acido nalidixico.
Assim, cepas com mutagdes apenas no gyr4 podem
apresentar maior resisténcia a ciprofloxacina do que
cepas com alteragdes concomitantes no gyr4 e parC.
No que se refere ao sorovar Enteritidis, os autores
verificaram que as alteragdes mais freqiientes foram
observadas em Ser83(Phe) e Asp87(Tyr), além de
Ser83(Tyr) e Asp87(Gly). Ja em S. Typhimurium,
a maioria das substituicdes foi representada por
Ser83(Phe).

A freqiiéncia e posicdo de mutagdes no gene
gyrd variam conforme o sorovar. Estudos de
Giraud et al. (1999) revelaram que mutagdes nos
codons Ser83 e Asp87 ndo podem ser distribuidas
igualmente, ja que nos sorovares Newport, Virchow
e Typhimurium as mutacdes em Ser83 foram
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mais prevalentes, enquanto nos sorovares Hadar e
Kottbus prevaleceram alteragdes em Asp87. Sob
este mesmo ponto de vista, Allen e Poppe (2002),
encontraram substituicao de Ser83(Tyr) em todas as
cepas de S. Bredeney e mutagdo de Asp87(Gly) em
todas as cepas de S. Senftenberg testadas.

Observagdes recentes sugerem que altos
niveis de resisténcia estdo surgindo nos sorovares
Typhimurium, Choleraesuis e Schwarzengrund
distribuidos mundialmente (HOPKINS; DAVIES;
THRELFALL, 2005). Como ocorre em E. coli
altamente resistentes a fluoroquinolonas, todos
os sorovares emergentes de Salmonella FQ-
resistentes possuem mutagdes multiplas nos genes
que codificam as subunidades da DNA-girase e
topoisomerase 1V. Portanto, a idéia inicial de que,
diferente de E. coli, as mutagdes em topoisomerase
IV ndo tem um papel importante na resisténcia a FQ
em Salmonellae necessita ser revista (GIRAUD:;

BAUCHERON; CLOECKAERT, 20006).

Devido ao fato de algumas cepas de Salmonella
spp. com mutacdes identificadas nos genes que
codificam as topoisomerases tipo II demonstrarem
diferentes graus de resisténcia as quinolonas, o
sistema de efluxo ativo tem sido reconhecido como
um outro mecanismo envolvido na resisténcia a
estes antimicrobianos (GIRAUD; BAUCHERON;
CLOECKAERT, 2006). Bombas de efluxo sao
proteinas de transporte, envolvidas na expulsao
de substratos toxicos de dentro das células para o
ambiente externo (WEBBER; PIDDOCK, 2003).
Em bactérias Gram-Negativas, estes sistemas
possuem tipicamente trés componentes: uma bomba
de efluxo localizada na membrana citoplasmatica,
uma proteina de membrana externa e uma proteina
de fusdo de membrana, que liga a bomba de efluxo

a proteina de membrana externa.

O principal sistema de efluxo ativo em Salmonella
spp. ¢ denominado AcrAB, e utiliza a proteina TolC
da membrana externa como canal de expulsao.
Aparentemente a hiperexpressao desse sistema leva
auma reducdo na suscetibilidade de S. Typhimurium

ao acido de fusidico, cloranfenicol, tetraciclina,
norfloxacina e penicilina-G (ESCRIBANO et al.,
2004). Estudos recentes mostraram que um outro
sistema de efluxo chamado AcrEF pode ser requerido
para o efluxo de fluoroquinolonas em mutantes
em que o sistema AcrAB ndo estiver funcionando
(OLLIVER, 2005).

Giraud, Baucheron e Cloeckaert (20006)

desenvolveram um modelo experimental que
demonstrou a importancia deste mecanismo de
resisténcia em mutantes obtidos apds exposi¢do
a fluoroquinolonas, e sugeriu que o mesmo pode

ocorrer antes do aparecimento de mutagdes no gene
gyrA.

Inicialmente, acreditava-se que a resisténcia
as quinolonas era mediada apenas por genes
uma amostra de
Estados
Unidos, em 1998, comprovou a possibilidade de

cromossomais. No entanto,

Klebsiella pneumoniae descrita nos
transmissao horizontal de resisténcia as quinolonas,
via plasmidio pMG252. Atualmente, sabe-se que
0 gene gnr, responsavel por este mecanismo de
resisténcia, codifica uma proteina denominada Qnr
que protege a DNA-girase da acao da ciprofloxacina
(GAY et al., 2006).

Aparentemente, mutacdes nas topoisomerase [V
nao conferem resisténcia por si s0, mas aumentam
a resisténcia atribuida a subunidade GyrA (TRAN;
JACOB, 2002). Desta forma, supde-se que
alteragcdes na resposta ao tratamento clinico com
estes antimicrobianos devido a mutacdes nestas
enzimas so sdo esperadas em cepas que ja possuam
a DNA-girase alterada. Mutagdes no gene parC que
resultam em resisténcia a quinolonas em Salmonella,
geralmente acontecem no coédon Ser80 ou, menos
freqlientemente, no cdédon Glu84, homologos aos
codons Ser83 e Asp87 da DNA-girase (HOPKINS;
DAVIES; THRELFALL, 2005; GIRAUD;
BAUCHERON; CLOECKAERT, 2006).
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Reducio na Suscetibilidade as

Fluoroquinolonas

O primeiro relato de resposta negativa de
Salmonella a terapia com ciprofloxacina na Europa
ocorreu em 1990 em cepas do sorovar Typhimurium
(DT 204) e, desde entdo, a incidéncia de cepas de
diferentes sorovares resistentes a este antimicrobiano
tem sido reportada em diversos paises (PIDDOCK,
2002; GIRAUD; BAUCHERON; CLOECKAERT,
2006).

Nas ultimas décadas, o numero de isolados
de Salmonella com suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina e a outras fluoroquinolonas vem
aumentando significativamente, o que interfere
diretamente na resposta ao tratamento clinico. A
maior parte das cepas com esta caracteristica surgiu
inicialmente emanimaisexpostosafluoroquinolonas.
Posteriormente, essas cepas foram transmitidas aos
seres humanos via cadeia alimentar (EAVES et al.,
2004; ESCRIBANO, et al., 2004).

O critério para resisténcia a ciprofloxacina, de
acordo com a Norma M100-S16 (vol.26, n°3) do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
2006), ¢ que a cepa apresente MIC > 4pg/mL.
sdo consideradas

Cientificamente, cepas

suscetibilidade reduzida aquelas que apresentam

com

MIC > 0,125 pg/mL e que, em conseqiiéncia, podem
acarretar resposta negativa ao tratamento clinico
com o antimicrobiano (PIDDOCK, 2002; RELLER
et al., 2002).

Em 2000, os resultados de testes de sensibilidade
a antimicrobianos em cepas isoladas de pacientes
com salmonelose de 10 paises da Europa revelaram
baixa resisténcia clinica a ciprofloxacina, sendo que
apenas 0,5% dos isolados apresentaram CipMIC>
1 pg/ mL. No estudo, a resisténcia clinica foi
mais comum em S. Hadar ¢ também observada
em Enteritidis, Typhimurium, Virchow e Agona.
Entretanto, a resisténcia ao acido nalidixico
associada a reducao na suscetibilidade foi constatada
em diferentes isolados dos

freqiiéncias em

sorovares Hadar, Virchow, Blockley e Enteritidis,

possivelmente devido ao fato de alguns sorovares
adquirirem resisténcia a fluoroquinolonas mais
facilmente que outros (THRELFALL; FISHER;
BERGHOLD, 2003).

Estudos realizados por Cebrian, Sirvent ¢ Diaz
(2003) na Espanhautilizando isolados de Salmonella
provenientes de fonte humana mostraram que
sorovares Hadar e Typhimurium apresentaram maior
reducdo de suscetibilidade a fluoroquinolonas, apos
exposicao a concentragdes sub-inibitorias desses
antimicrobianos, do que cepas de S. Enteritidis.

Segundo Threlfall (2002), na Inglaterra e Pais de
Gales o aumento da incidéncia de suscetibilidade
reduzida a ciprofloxacina em Sa/monella zoonéticas,
como Enteritidis, Virchow e Hadar, pode ser em
conseqiiéncia do uso de antimicrobianos na industria
avicola. Entretanto, ao que parece, o fato envolve
maior complexidade e pode estar relacionado a
outros fatores como o fagotipo. Atualmente, o
sorovar Enteritidis ¢ subdividido em mais de 60
fagotipos. O fagotipo (PT) 1, por exemploparece
exibir reducao na suscetibilidade a ciprofloxacina
em grande parte dos isolados. Em contraste, em
outros fagotipos de S. Enteritidis, como PT 4, o
decréscimo na suscetibilidade a fluoroquinolonas ¢
raro.

Outro aspecto importante em relacao a resisténcia
refere-se ao fato de que cepas previamente resistentes
ao acido nalidixico podem requerer menor
exposi¢do a quinolonas para que sua suscetibilidade
seja alterada (HOPKINS; DAVIES; THRELFALL,
2005).

constituir um reservatorio onde cepas resistentes ao

Dessa forma, alguns animais podem
acido nalidixico com mutagdes iniciais no gene gyr4
podem persistir e adquirir mecanismos adicionais
de resisténcia apds exposicdo a fluoroquinolonas
(GIRAUD et al., 1999).

Diversos estudos apontam a utilizagdo
indiscriminada de ciprofloxacina e de outros
antimicrobianos desta classe na medicina veterinaria
como importante fator de risco para a emergéncia

de cepas resistentes.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 31, n. 2, p. 413-428, abr./jun. 2010



Mecanismos de resisténcia as quinolonas em Salmonella spp.

Deteccao de Mutacoes Associadas a
Resisténcia as Quinolonas Através de PCR —
RFLP

As alteragdes no gene gyrA que codifica a enzima
DNA-girase tém sido apontadas como a principal
causa da emergéncia de cepas de Salmonella spp.
com altos niveis de resisténcia clinica as quinolonas.
Assim sendo, a detecgao destas substituicdes torna-
se importante para compreensao dos mecanismos
de resisténcia, além de contribuir em estudos
epidemiologicos de transmissdo e variabilidade em
cepas resistentes (ALONSO et al., 2004b).

Inimeros métodos tém sido utilizados para
identificar alteracdes nos genes gyrA, gyrB e
parC e associa-las com resisténcia a quinolonas.
Tais métodos incluem a clonagem dos genes de
cepas resistentes e identificacdo das alteragdes nas
seqiiéncias nucleotidicas, além da purificagdo das
proteinas GyrA ¢ GyrB (OUABDESSELAM et al.,
1995). Embora o sequenciamento direto seja uma
técnica mais apurada para a deteccdo de mutacodes
em nucleotideos, os protocolos utilizados t€ém alto
custo ¢ demandam muito tempo. Assim, protocolos
alternativos para a deteccdo de mutacdes tém sido
desenvolvidos a fim de possibilitar a utilizagdo dos
mesmos em diagnoésticos laboratoriais de rotina ou
estudos epidemioldgicos (ALONSO et al., 2004b).

A técnica de PCR-RFLP envolve a amplificacdo
de um gene ou segmento do gene através de Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior clivagem
do produto amplificado utilizando endonucleases
com sitios de restrigdo especificos, chamadas
enzimas de restricao. Alonso, Galimand e Courvalin
(2004a) desenvolveram o método de PCR-RFLP
para a deteccdo de mutagdes pontuais nos genes
parC, codons Ser79 e Asp83; parE, codon Asp435,
e gyrA, cédons Ser81 e Glu85, de Streptococcus
pneumoniae, utilizando as enzimas de restricdo
Hinfl, Lwel e Mboll.

PCR-RFLP também foi utilizada por Alonso
et al. (2004b) para desenvolver um protocolo
alternativo mais rapido e reprodutivel para a

identificacao de mutagdes relacionadas a resisténcia
a fluoroquinolonas em Campylobacter coli. O
processo envolve a introdugdo de um sitio de
clivagem artificial para a enzima Rsal no produto
de PCR utilizando um primer especifico que insere
uma base adjacente a seqiiéncia de DNA do gene a
ser amplificado.

Giraud et al. (2004) investigaram a resisténcia
a quinolonas ¢ a relagdo epidemioldgica em cepas
de Aeromonas salmonicida isoladas de peixes
marinhos. Os autores utilizaram o método de PCR-
RFLP desenvolvido por Haliassos et al. (1989) para
verificar a ocorréncia de muta¢des no codon 87. A
técnica empregou dois primers alelo-especificos
para a amplificacdo de fragmentos com 158 pb
que, em seguida, foram digeridos com a enzima
Hpy 1881, formando produtos com 122 e 32 pb na
presenca de mutagdo no referido codon.

Wydmuch et al. (2005) estudaram mutagdes
no gene gyrA responsaveis por resisténcia a
ciprofloxacina, de amostras clinicas de Pseudomonas
aeruginosa, isoladas em hospitais na Polonia em
2003 e empregaram a PCR-RFLP cujo protocolo
utiliza a enzima de restricdo Cfr 42 que possui sitio
de restricdo entre os nucleotideos 512 ¢ 517 em
cepas sem mutacdo e auséncia do mesmo em cepas
mutantes.

Giraud et al. (1999) desenvolveram uma técnica
denominada AS-PCR-RFLP para detectar as
mutagdes mais freqiientes no gene gyrArelacionadas
a resisténcia as quinolonas em Salmonella spp. A
deteccdo envolve a amplificagdo da QRDR do gene
gyrA utilizando-se um par de primers que insere
um sitio artificial de clivagem para a enzima Hinfl
no produto amplificado, além de um primer alelo-
especifico. As diferentes mutacdes exibem perfil de
bandas caracteristicoapds adigestao coma Hinfl, que
apresenta seqiiéncias de reconhecimento ambiguas
contendo 5pb iniciadas em GA e terminadas em TC.
Essa metodologia foi adotada por San Martin et al.
(2005) para analise da ocorréncia e caracterizagao
molecular de cepas de Salmonella spp. isoladas de
plantéis avicolas no Chile.
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Conclusoes

A detecgdo de mutacdes empregando PCR-
RFLP pode contribuir significativamente para o
conhecimento do perfil de suscetibilidade de cepas
epidémicas por demandar menor tempo e custo em
relacdo aos protocolos tradicionais.

A resisténcia as quinolonas em Salmonella spp.
ocorre, principalmente, devido a muta¢des na Regido
Determinante de Resisténcia a Quinolona (QRDR)
do gene gyrA. Mutagdes de ponto nessa regidao
podem gerar altos niveis de resisténcia a quinolonas
nao-fluoradas, além de reduzir a suscetibilidade
a fluoroquinolonas (FQ). Outros mecanismos,
como a hiperexpressdao das bombas de efluxo e
ou alteragdo das porinas na membrana externa,
podem gerar resisténcia por reduzirem o acimulo
do antimicrobiano no interior da célula bacteriana.
Além disso, deve-se considerar a possibilidade da
resisténcia as quinolonas ser também mediada por
plasmidios .

A resisténcia as fluoroquinolonas ainda ¢
incomum em Salmonella spp., quando comparada
a outros géneros da familia Enterobacteriaceae. No
entanto, cepas resistentes a quinolonas de primeira
geracdo, como acido nalidixico, apresentam redugao
na suscetibilidade as fluoroquinolonas o que pode
levar a faléncia no tratamento clinico com estes
antimicrobianos.

O uso criterioso de fluoroquinolonas na medicina
humana e veterinaria é essencial para reduzir a
pressdo seletiva e evitar a emergéncia e disseminacao
de clones resistentes, mantendo o espectro de agdo e
a eficacia clinica desta classe terapéutica.
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