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RESUM

Les tetraciclines sén agents antimicrobians d’ampli espectre que exhibeixen activitat davant
una gran varietat de bacteris grampositius i gramnegatius. Aquests antibiotics actuen inhibint
la sintesi proteica unint-se a la subunitat 30S del ribosoma. Els bacteris desenvolupen resistén-
cia a aquest tipus d’agents majoritariament per dos mecanismes: 2) bombes d’expulsi6 activa
i b) proteccié del ribosoma. Malgrat aixo, existeixen altres mecanismes de resistencia que fan
que aquests antibiotics siguin incapagos de fer front a moltes infeccions causades per micro-
organismes multiresistents.
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SUMMARY

Tetracyclines are expanded-spectrum antimicrobial agents active against a great variety of
Gram-positive and Gram-negative bacteria. These type of antibiotics act by binding to the 30S
ribosomal subunit, resulting in the inhibition of protein synthesis. Bacteria develop resistance
to this kind of antibiotics mainly by two different mechanisms: 1) active efflux or 2) ribosomal
protection. However, there are other resistance mechanisms that make these antibiotics unable
to act against multiple resistant microorganism infections.

Keywords: tetracyclins, resistance, ribosomal protection, active efflux.

BREU HISTORIA tomyces rimosus, respectivament. Altres te-
traciclines es van identificar posteriorment,
tant com a molecules naturals (tetraciclina

de S. aureofaciens, S. rimosus i Streptomyces

Els primers membres d’aquesta familia
d’antibiotics van ésser descoberts a finals

dels anys quaranta (clorotetraciclina i oxi-
tetraciclina). Aquestes molecules eren pro-
ductes de Streptomyces aureofaciens i Strep-

viridofaciens i dimetilclorotetraciclina de S.
aureofaciens) o com a productes semisinte-
tics, com metaciclina, doxiciclina i minoci-
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clina. Malgrat el prematur exit de les tetra-
ciclines, es van sintetitzar analegs que per-
metien una millor solubilitat, una adminis-
tracié parenteral i una millor absorcié oral.
Aquests compostos semisintetics sén la roli-
tetraciclina i la limeciclina. El grup de tetra-
ciclines semisintetiques més recent és el grup
de les glicilciclines (9-(N,N-dimetilglicilami-
do)-6-dimetil-6-desoxitetraciclina, 9-(N,N-di-
metilglicilamido)-minociclina, i 9-t-(butilgli-
cilamido)-minociclina. Aquests compostos
posseeixen un substituent 9-glicilamida. Els
antibiotics de la generaci6 serien aquells que
van des de 1948 (clorotetraciclina i oxitetra-
ciclina) fins a 1963 (clomociclina) (vegeu la
taula 1), els de 2a generacié correspondri-
en a aquells que van de 1967 (doxiciclina)
a 1972 (minociclina), i els de 3a generacio seri-
en les glicilciclines. Del 9-t-(butilglicilamido)-
minociclina, anomenat formalment tigilcycline
0 GAR-936, van comencgar els estudis de fa-
se I11’octubre de 1999, i actualment es troba en
els estudis clinics de fase 11. Alguns dels com-
postos més antics s’han retirat ja del mercat,
tals com la clomociclina, i altres (rolitetracicli-
na, limeciclina i clorotetraciclina) no es troben
disponibles en tots els paisos (Chopra i Ro-
berts, 2001).

ESTRUCTURA

Les molecules de tetraciclina estan forma-
des per un nucli tetraciclic (quatre anells ben-
zénics), on s'uneixen diferents grups funcio-
nals que donen lloc a les diferents molécules
de tetraciclines. La tetraciclina més simple per
a detectar la minima activitat antibacteriana
és la 6-desoxi-6-demetiltetraciclina (vegeu la
figura 1); aixi doncs, aquesta estructura ha
d’ésser considerada com el minim farmacofor
(Chopra i Roberts, 2001).

Una de les caracteristiques importants per
a no perdre l'activitat antibacteriana entre les
tetraciclines és la de mantenir la linealitat del
nucli, que esta relacionada amb la configura-

ci6 estereoquimica natural de les posicions 4a,
12a (en lajunta del’anell A-B)idel grup dime-
tilamina de la posici6 4; també és important
la conservaci6 del sistema cetoenol (de les po-
sicions 11, 12 i 12a) propera a l'anell fenolic
D (vegeu la figura 2). Les tetraciclines sén
agents quelants forts i, per tant, les seves pro-
pietats antimicrobianes i farmacocinétiques es
veuen influenciades per la quelacié dels ions
metall. Els llocs de quelaci6 estan situats en
els grups de l'anell A i inclouen: el sistema
[-dicetonic (posicions 11 i 12), 1’enol (posici-
ons 11 3)ila carboxamida (posici6 2) (ve-
geu la figura 2). Les noves glicilciclines també
formen complexos quelants amb cations diva-
lents. La substituci6 de la carboxamida en po-
sici6 2 per altres grups generalment comporta
una disminucié de l’activitat antibacteriana,
probablement perque disminueix l'acumula-
ci6 d’aquests analegs a l'interior bacteria. En
canvi, ’addicié de substituents en el nitro-
gen de I'amida comporta un augment de la
solubilitat en aigua, com son el cas de la ro-
litetraciclina i la limeciclina. Les substitucions
a les posicions 1, 3, 4a, 10, 11 o 12 invariable-
ment produiran una disminucié de 'activitat
antimicrobiana. No obstant aix0, substituci-
ons en diferents posicions dels anells B, C
i D son tolerades, i les molecules que pre-
senten aquestes substitucions han permes la
introduccié de les tetraciclines en la practica
clinica, tal com les noves glicilciclines que es
troben en procés d’assaig clinic actualment.
Altres estudis han demostrat que en les
moleécules, per a mantenir 1’activitat, el nucli
tetraciclic ha d’ésser de sis membres i pura-
ment carbociclic, amb una tinica excepcio, les
6-tiatetraciclines, que posseeixen un atom de
sulfur a la posici6 6 de I'anell C, en lloc d'un
atom de carboni, i mantenen propietats anti-
microbianes molt elevades. S'ha trobat, pero,
que aquestes tetraciclines, juntament amb les
anhidrotetraciclines, les 4-epi-anhidrotetraci-
clines i les xelocardines formen un grup de
tetraciclines que actuen de manera diferent
de la majoria de tetraciclines. Suposadament,
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TAULA 1. Principals membres de la familia de les tetraciclines
Nom quimic Nom generic Nom comercial A.D.f
7-clorotetraciclina Clorotetraciclina Aureomicina 1948
5-hidroxitetraciclina Oxitetraciclina Terramicina 1948
Tetraciclina Tetraciclina Acromicina 1953
6-demetil-7-clorotetraciclina Demetilclorotetraciclina Declomicina 1957
2-N-pirrolidinometiltetraciclina Rolitetraciclina Reverin 1958
2-N-lisinometiltetraciclina Limeciclina Tetralisal 1961
N-metilol-7-clorotetraciclina Clomociclina Megaclor 1963
6-metile-5-hidroxitetraciclina Metaciclina Rondomicina 1965
6-desoxi-5-hidroxitetraciclina Doxiciclina Vibramicina 1967
7-dimetilamino-6-demetil-6- Minociclina Minocina 1972
Desoxitetraciclina
9-(t-butilglicilamido)- Terciari- Tigilciclina 1993
Minociclina butilglicilamidominociclina (En fase 11)

@ Any del descobriment:

— De 1948 a 1963: tetraciclines la generaci6.
— De 1965 a 1972: tetraciclines 2a generacio.
— Glicilciclines: tetraciclines 3a generaci6.

pertorbarien la membrana citoplasmatica dels
microorganismes i provocarien una resposta
bactericida, i actuarien aixi d’una manera to-
talment diferent de les tetraciclines tipiques.
Aquestes interaccionarien directament amb el
ribosoma amb la inhibici6é de la sintesi pro-
teica i la produccié d'un efecte bacteriostatic
reversible (Chopra i Roberts, 2001). Aques-
tes tetraciclines atipiques no s’utilitzen en la
practica clinica a causa dels seus efectes se-
cundaris, ja que actuen tant davant celules
procariotes com eucariotes.

Per tal de restablir el potencial de les tetra-
ciclines com a agents antibacterians d’ampli
espectre, ja que la resisténcia a les tetraciclines
de primera i segona generaci6 havia augmen-
tat en excés, a comencaments dels anys noran-
ta es va realitzar una dura recerca per a des-
cobrir nous analegs. Aquesta investigaci6 va
tenir com a resultat el descobriment de les gli-
cilciclines (9-gliciniltetraciclines). Durant els
anys noranta, un grup america va veure que
els derivats de minociclina i 9-acilamida mos-
traven l'activitat antibacteriana de les tetra-
ciclines classiques, perd no actuaven davant
microorganismes resistents. Quan el grup acil

va ésser modificat per la N,N-dialquilamina
(6-demetil-6-desoxitetraciclina) i derivats de
la minociclina com el GAR-936, no solament
es va mantenir 1’activitat antibacteriana clas-
sica, siné que també actuaven davant bacteris
que contenien gens de resistencia (gens fet)
responsables tant de codificar bombes d’ex-
pulsié activa (de Tet (A) a Tet (D) i Tet (K)),
com protecci6 del ribosoma (Tet (M)). Cal dir
que s’haurien de sintetitzar noves molécules
capaces de complementar les anteriors alla on
no soén actives, tenint en compte que haurien
d’incorporar a la posicié 9 un N-alquil glici-
lamida. La figura 2 presenta un resum de les
caracteristiques que ha de contenir la mole-
cula de tetraciclina per a posseir una activitat
antibacteriana optima.

CLASSIFICACIO

Les dades referents a la classificaci6é de les
tetraciclines es troben resumides a la taula 1.
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APLICACIONS CLINIQUES

Les tetraciclines sén agents d’ampli espec-
tre que exhibeixen activitat davant una gran
varietat de bacteris grampositius i gramnega-
tius, bacteris atipics com Chlamydia, Mycoplas-
ma i Rickettsia, i protozous parasits. Les seves
propietats antimicrobianes favorables i 1’ab-
sencia d’efectes secundaris importants n’han
permes 1'is extens en la terapia d’infeccions
en humans i en animals. Sadministren nor-
malment per via oral, encara que algunes es-
tan disponibles per via parenteral. Exceptuant
les tetraciclines de 3a generacid, que es tro-
ben actualment en assaigs clinics de fase 11,
les altres tetraciclines es van introduir fa tren-
ta anys. Durant tot aquest temps han anat
apareixent resistencies i altres agents antimi-
crobians amb millor activitat antimicrobiana i
amb una millor tolerancia. Com a conseq{ien-
cia d’aquest escenari, I'tis de les tetraciclines
ha disminuit significativament en molts pai-
sos, fins al punt de no ésser considerats com a
antibiotics de primera opci6 en determinades
situacions (ChopraiRoberts, 2001). També, els
han donat altres aplicacions, com, per exem-
ple, com a part d'una terapia triple per al
tractament de gastritis o d’dlcera péptica as-
sociada a Helicobacter pylori. Les tetraciclines
també sén actives davant la malaria, i estan es-
devenint importants com a profilaxi, a causa
del rapid augment de resistencia a la meflo-
quina per part de Plasmodium falciparum.

N(CHg)z
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FiGura 1.
minim farmacofor de la tetraciclina.

Estructura de la 6-desoxi-6-demetiltetraciclina, el

Com a primera opci6 les tetraciclines s'u-
tilitzen per a tractar una pneumonia atipica,
produida per Mycoplasma pneumoniae, Chlamy-
dia pneumoniae i Chlamydia psittaci, per colera,
com a profilaxi per a la diarrea del viatger, per
a tractar la uretritis no gonococcica, per a trac-
tar cervicitis, limfogranuloma veneri, malaltia
inflamatoria pélvica, granuloma inguinal, per
a la febre de les Muntanyes Rocalloses, per al
tifus endémiciepidémic, perala febre Q, pera
tractar brucellosis (en combinacié amb rifam-
picina o estreptomicina), malaltia de Lyme,
infeccions periodontals (terapia topica amb te-
traciclina o minociclina) i per a tractar acne
(tractament topic i sistemic). També sutilitzen
com a alternativa a altres agents antimicro-
bians.

Com a resum podem dir que les tetraci-
clines en humans primordialment s’utilitzen
com a profilaxi i tractament d’infeccions en la
comunitat, i presenten un paper molt minori-
tari com a agent terapeutic hospitalari (Jank-
negt et al., 2000). Cal esmentar, pero, que la
utilitzacié d’aquests agents antimicrobians en
la comunitat ha anat disminuint al llarg dels
anys (es veu reflectit en la disminucié de les
prescripcions de les tetraciclines). Els paisos
on s’ha vist més la reducci6é de prescripcions
son Espanya, els EUA i el Regne Unit (Chopra
i Roberts, 2001).

També s’utilitzen en veterinaria. Les tetraci-
clines s’afegeixen directament als aliments o a
l'aigua o poden ésser administrades amb ae-
rosols. S’administren tant en animals de gran-
ja com per al tractament d’infeccions d’ani-
mals domestics. En aquest camp no solament
s’han utilitzat per al tractament d’infeccions,
siné que també, a dosis subterapeutiques, com
a promotors del creixement. El 1969, pero,
Swann (1969) va publicar al Regne Unit que
dosis subterapeutiques de tetraciclines en ani-
mals podrien contribuir al desenvolupament
de resistéencies en soques d’humans. Arran
d’aixo es va prohibir la seva utilitzacié com
a promotors de creixement a Europa, a co-
mencaments dels anys setanta. Malgrat aixo,



'
1
'
?
OH 0] OH R

e} (8]

Ficura 2. Estereoquimica i substituents requerits per a una op-
tima activitat antimicrobiana en la série de les tetraciclines. Anells
(A-B-C-D) = lineals i fusionats. Anells (D-C-B) C-10, C-11, C-
12 = sistema cetoenol fenolic. Anell (A) C-1, C-2, C-3 = sistema
cetoenol del tipus tricarbonil. Ry’ = NH, o NHR, on R és un ami-
noalquil. R4 = (o) dimetilamino grup superior. C—4a = (ot)-proto.
Rs= (H) (tetraciclines) o OH (oxitetraciclines). C-5a = (o)-proto.
R = combinacié de (B)-OH o (0t)-CH3, sense substitucid, o amb
un grup metile. Ry = H (tetraciclines), Cl (clorotetraciclines) o di-
alquilamino (tipus minociclina), o NO,. Rg = H. Rg = glicilamido.
Riza=H.

estudis realitzats a mitjan decada dels noranta
demostren que les tetraciclines encara s’uti-
litzaven amb aquesta finalitat en molts altres
paisos (EUA, Canada, Australia, Nova Zelan-
da) (Grave et al., 1999; JETACAR, 1999).
Altres aplicacions serien en cultius d’aigua,
per a controlar infeccions en salmons i llagos-
tes. També en agricultura s’utilitzen en esprais
per a tractar infeccions per Erwinia amylova-
ra, en arbres fruiters i altres plantes; també en
palmeres per a tractar les infeccions per myco-
plasma (lethal yellow), per a controlar la infeccid
per Xanthomonas campestris en llavors (black
rot). També s’han utilitzat com a tractament
d’insectes (Chopra i Roberts, 2001).

MECANISMES D’ACCIO

Les tetraciclines inhibeixen la sintesi pro-
teica dels bacteris i eviten 1’associacié de 1'a-
minoacil-tRNA amb el ribosoma bacteria. Per
tant, per interaccionar amb les seves dianes,
les tetraciclines han de travessar una o dues
membranes (depenent si el bacteri és gram-
positiu o gramnegatiu). Aquests agents an-
timicrobians travessen la membrana externa
dels bacteris gramnegatius a través dels canals
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de les porines OmpF i OmpC, com a comple-
x0s de cations (probablement de magnesi). El
complex de metall cationic-antibiotic és atret
pel potencial de la membrana externa i fa que
s’acumuli al periplasma, on es produeix la dis-
sociaci6 del complex i s’allibera la tetraciclina
sense carrega; actua com una molecula poc li-
pofilica pero capag de difondre’s a través de
les regions lipidiques de la membrana interna
(citoplasmatica). De la mateixa manera, la for-
ma lipofilica electroneutral se suposa que és
la forma que travessa la membrana citoplas-
matica dels bacteris grampositius. La captacié
de les tetraciclines a través de la membrana
citoplasmatica és un procés dependent d’e-
nergia. A l'interior citoplasmatic és probable
que les tetraciclines siguin quelades, ja que el
pH intern i la concentracié de metalls diva-
lents és superior que a l'exterior cellular. De
fet, és probable que la forma activa del far-
mac que s'uneix al ribosoma sigui un complex
de tetraciclina i magnesi. L’associaci6é de les
tetraciclines amb el ribosoma és totalment re-
versible, i aix0o explica I'efecte bacteriostatic
d’aquest antibiotic. Diversos estudis indiquen
que existeix una tnica unié i amb una eleva-
da afinitat de la tetraciclina amb la subunitat
ribosomica 30S, amb indicacions que la prote-
ina S7 i les bases G693, A892, U1052, C1054,
G13001i G1338 de I'TRNA 16S contribueixen al
punt d’unié. També, altres autors declaren que
aquests llocs d’interaccié aparents no reflec-
teixen necessariament els punts d’'uni6 reals
(Chopra i Roberts, 2001). De fet, la primera in-
terpretacié és complicada, ates que la uni6 de
la tetraciclina (que mesura aproximadament
de 8 a 12A) al ribosoma sembla que provo-
qui una gran quantitat de canvis estructurals a
I'tTRNA 16S. No obstant aix0, mutants naturals
de Propionibacterium resistents a les tetracicli-
nes contenen un canvi de citosina a guanina a
la posici6 1058 de I'rRNA 168, fet que sugge-
riria que les bases U1052 i C1054 podrien tenir
una funci6 significativa en el procés d'unié de
la tetraciclina a la subunitat 30S del ribosoma
(Chopra i Roberts, 2001).
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TAULA 2. Mecanismes de resistencia (gens tet i otr) agrupats segons McMurry i Levy ¢
Bombes d’expulsio Proteccié de ribosoma Desactivacio enzimatica Altres
tet(A), tet(B), tet(C), tet(M), tet(O), tet(S), tet(X) tet(U) ¢
tet(D), tet(E), tet(G), tet(W) otr(C) ¢

tet(H), tet(),” tet(]),
tet(Z), tet(30), tet(31),

tet(Q), tet(T)
otr(A), tetB(P), tet?

tet(K), tet(L)
otr(B), tcr3 d
tetA(P)
tet(V)

tet(Y) €

@ Agrupacié segons McMurry i Levy (2000).

b tet(I) no ha estat seqiienciat, perd s’associa amb una proteina d’expulsié activa.
¢La relacio entre el grup 1 i 6 (punt segiient) no €s totalment clara, ja que el gen no ha estat gaire estudiat.

4 Aquests gens encara no han estat designats (Levy et al., 1999).

¢tet(U) ha estat seqiienciat, perd sembla no estar relacionat ni amb bombes d’expulsié ni amb protecci6 del ribosoma. otr(C) no ha

estat encara seqiienciat (Chopra i Roberts, 2001).

Una abseéncia d’activitat contra les cellules
eucariotes a causa d'una débil inhibici6 de
la sintesi proteica que té lloc a les subunitats
ribosomiques 80S i d'una pobra acumulacié
d’aquest antibiotic en les cellules de mami-
fers explicaria les propietats antimicrobianes
selectives de les tetraciclines. No obstant aixo,
aquests agents antimicrobians tenen 'habili-
tat d’inhibir la sintesi proteica al mitocondri,
a causa de la preséncia de subunitats 70S del
ribosoma en aquests organuls (per aixo, s’ha
relacionat la preséncia de mitocondris en P, fal-
ciparum amb l’activitat antiparasitaria de les
tetraciclines) (Chopra i Roberts, 2001).

MECANISMES DE RESISTENCIA

A mitjan decada dels cinquanta, la majo-
ria dels bacteris tant comensals com patogens
eren sensibles a les tetraciclines. Aixi, ’aug-
ment de resisténcia ha estat relativament re-
cent, i ha anat associat amb la introduccié
d’aquests antibiotics en clinica, en veterinaria
ienagricultura. L'increment de resisténcies ha
desencadenat la necessitat d’establir els meca-
nismes a través dels quals els diferents micro-
organismes es transfereixen els determinants

genetics responsables de resisténcia per via
horitzontal. La causa principal de resistencia
a les tetraciclines és deguda a ’adquisicio, per
part dels bacteris, dels gens tet (vegeu la tau-
la 2). Fins avui, han estat caracteritzats vint-
i-nou gens de resistencia a tetraciclina (tet) i
tres gens de resistencia a oxitetraciclina (otr).
Divuit dels gens tef i un dels gens ofr codifi-
quen bombes d’expulsié activa, i set dels gens
tet i otr(A) codifiquen proteines de proteccié
del ribosoma. Aixi, els principals mecanismes
de resisténcia son:

a) Bombes d’expulsi6 activa especifiques
per a tetraciclines.

b) Proteccié de ribosoma.

A part d’aquests més importants també
tenim:

¢) Desactivacié enzimatica.

d) Altres gens tet.

e) Disminucié de 'acumulacié de les te-
traciclines a l'interior bacteria.

1. Alteracions en la permeabilitat de la
membrana externa.

2. Sistemes d’expulsié activa no especi-
fics per a tetraciclines.

f) Alteracions en la diana de les tetraci-
clines.

No existeixen diferéncies importants entre



els gens de resisténcia fef i otr; el fet que s’a-
nomenin de manera diferent és perque els
gens d’oxatetraciclina van ésser primerament
identificats en organismes productors d’oxite-
traciclines.

Aixi doncs, els gens fet es troben en una
gran varietat de bacteris aillats en humans,
en animals i en el medi ambient, i la majoria
d’aquests gens estan associats amb plasmidis
mobils, transposons, transposons conjugatius,
iintegrons. Aquests elements mobils han per-
mes que els gens de resisténcia a tetraciclina
hagin passat d’espécie a especie i de géne-
re a génere mitjangant conjugacié (Chopra i
Roberts, 2001).

BOMBES D’EXPULSIO ACTIVA
ESPECIFIQUES PER A TETRACICLINES

Aquestes proteines son les més ben estudia-
des. Els gens que codifiquen aquestes bombes
pertanyen a la superfamilia de facilitacié ma-
jor (MFS), que inclou més de tres-centes prote-
ines. Tots els gens tet relacionats amb bombes
d’expulsi6 codifiquen proteines aproximada-
ment d’uns 46kDa associades a membrana,
les quals exporten la tetraciclina de l'interior
cellular. L'exportacié redueix la concentracié
de droga del citoplasma.

Les proteines de bombes d’expulsié inter-
canvien un proté per un complex de tetraci-
clina-cati6 en contra d'un gradient de concen-
traci6, i posseeixen estructures i aminoacids
similars a altres bombes d’expulsié activa in-
volucrades en la resisténcia a multiples anti-
biotics, en la resistencia a I'amoni quaternari,
al cloramfenicol i a les quinolones. La majoria
de proteines confereixen resistencia a la tetra-
ciclina i doxiciclina perd no a la minociclina
ni a les glicilciclines, exceptuant Tet (B) que
confereix resisténcia a la tetraciclina, doxici-
clina i minociclina, pero no a les glicilciclines.
Cal tenir en compte que mutacions en fet(A)
i tet(B) produides en el laboratori aportarien
resisténcia a aquestes tetraciclines de 3a ge-

TETRACICLINES 127

neracio, cosa que suggeriria que un augment
en terapeutica de les glicilciclines comportaria
a la llarga un augment de resistencies envers
aquest grup.

Aquestes proteines s’han dividit en sis
grups segons la identitat de la seqiiéncia d’a-
minoacids (vegeu la taula 2):

— Grup 1: Tet (A), Tet (B), Tet (C), Tet (D),
Tet (E), Tet (G), Tet (H), Tet (Z) i probablement
Tet (I), Tet (J) i Tet (30). D’aquest grup, 1'tnic
que s’ha trobat en grampositius ha estat Tet
(Z); els altres només s’han descrit en gramne-
gatius.

— Grup 2: inclou Tet (K) i Tet (L). Aques-
tes proteines s’han trobat majoritariament en
grampositius.

— Grup 3: inclou Otr (B) i Ter3, ambdues
trobades en Streptomyces sp. Similars topolo-
gicament al grup 2.

— Grup 4: inclou TetA (P) de Clostridium
sp. El gen tet(P) és bastant inusual, perque
consisteix en un gen que codifica una bom-
ba d’expulsié funcional tetA(P), unit a un gen
que codifica una proteina de protecci6 de ribo-
soma, tetB(P). tetA(P) ha estat trobat sol, pero
tetB(P) sempre s’ha trobat unit al gen tetA(P).

— Grup 5: inclou Tet (V) de Mycobacterium
smegmatis.

— Grup 6: inclouen determinants encara
sense cap nom concret, de Corynebacterium
striatum (no presents a la taula 2) i inclou una
proteina que es creu que utilitza ATP en lloc
d’un gradient de protons com a font d’energia.

Cal dir que la regulacié de I'expressié dels
gens de resistencia fet és lleugerament dife-
rent en bacteris gramnegatius i grampositius.
Els determinants d’expulsi6 activa en gram-
negatius estan formats per dos gens, orientats
divergentment i amb els operadors i promo-
tors sobreposats. Un gen codifica un repressor
i I'altre codifica la bomba d’expulsié propia-
ment dita, i ambdoés gens son regulats per la
presencia de tetraciclina. En absencia de tetra-
ciclina, la proteina repressora actua com un
homodimer que uneix les seves dues subu-
nitats a-helix als dos operadors de fet, i blo-
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TAuULA 3. Distribucio dels gens de resisténcia tet relacionats amb bombes d’expulsio activa en bacteris gramnegatius
Un gen Dos o més gens
Genere Gen Genere Gen
Actinobacillus tet(B) Edwardsiella tet(A), tet(D)
Erwinia tet(B) Acinetobacter tet(A), tet(B)
Moraxella tet(B) Providencia tet(B), tet(E), tet(I)
Pantoea tet(B) Plesiomonas tet(A), tet(B), tet(D)
Treponema ® tet(B) Enterobacter tet(B), tet(C), tet(D)
Yersinia tet(D) Mannheimia tet(B), tet(G), tet(H)
Alcaligenes tet(E) Proteus tet(A), tet(B), tet(C), tet(])
Eubacterium? tet(K) Pseudomonas tet(A), tet(C), tet(E), tet(G)
Agrobacterium tet(30) ¢ Serratia tet(A), tet(B), tet(C), tet(E)

Citrobacter
Kiebsiella
Shigella
Salmonella
Aeromonas
Vibrio
Escherichia

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D)

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D)

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D)

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(G)

tet(A), tet(B), tet(D), tet(E), tet(31) ©

tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G)
tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(I), tet(Y)

@ Treponema denticola és una especie anaerdbia, perd no totes les espécies d’aquest génere so6n anaerobies.

b Espéecies anaerobies.

Es el comencament de la designacié amb nombres dels gens rer.

queja aixi la transcripci6 dels gens estructu-
rals tant de la proteina repressora com de la
responsable de I'expulsié. A més, quan apa-
reix el complex tetraciclina-Mg?" i s’uneix a
la proteina repressora, canvia la seva confor-
maci6, evita aixi la unié amb la regié de DNA
dels operadors i indueix el sistema d’expul-
si6. Aquest sistema és un dels sistemes des-
crits de regulacié transcriptora induibles més
sensible, ja que només calen concentracions
nanomolars de tetraciclina perqué s’indueixi
la transcripci6 dels gens estructurals i del re-
pressor (Chopra i Roberts, 2001). Aquest tipus
de regulaci6 succeeix en la majoria de gens
d’expulsi6é descrits en gramnegatius: tet(A),
tet(C), tet(D), tet(E), tet(G), tet(H) i probable-
ment també fet(I), exceptuant el gen tet(B), ja
que la proteina repressora se sintetitza abans
de I'expressié de la bomba d’expulsié (vegeu
la taula 3).

En el cas dels grampositius, no s’ha tro-
bat cap proteina repressora, ni en fet(K), ni en
tet(L), pero si en tet(Z) (vegeu la taula 4).

La majoria dels gens tet presents en bac-
teris gramnegatius que codifiquen bombes
d’expulsi6 activa es troben localitzats en plas-
midis i es poden transferir mitjangant con-
jugacié. Normalment els gens estan inserits
en transposons que es transporten en dife-
rents grups de plasmidis que procedeixen de
diversos grups d’incompatibilitat (Chopra i
Roberts, 2001, Ribera et al., 2003a). Aquests
plasmidis sovint transporten altres gens de re-
sisténcia a antibiotics, gens de resisténcia a
metalls pesants i factors de patogenicitat com
toxines. Aixi, la seleccié d’algun d’aquests fac-
tors selecciona el plasmidi i, per tant, com-
porta una selecci6 creuada que ha contribuit a
I'increment espectacular en el nombre de bac-
teris multiresistents en els darrers quaranta
anys (Chopra i Roberts, 2001). A més, els gens
responsables d’expulsi6 activa de tetraciclines
en bacteris grampositius estan associats amb
plasmidis petits.

S’ha especulat sobre la possibilitat que gens
com tet(E), que presenten limitacions en el
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TAULA 4. Distribucio dels gens de resisténcia tet relacionats amb bombes d’expulsio activa en bacteris grampositius

Un gen Dos 0 més gens

Genere Gen Genere Gen

Nocardia tet(K) Bacillus tet(K), tet(L)

Actinomyces * tet(L) Listeria tet(K), tet(L)

Corynebacterium tet(Z) Staphylococcus tet(K), tet(L)
Clostridium * tet(K), tet(L)
Peptostreptococcus “ tet(K), tet(L)
Enterococcus tet(K), tet(L)
Streptococcus tet(K), tet(L)
Mycobacterium tet(K), tet(L), tet(V)
Streptomyces b tet(K), tet(L), otr(B), tcr3

“Especies anaerobies.
b Microorganisme multiceHular.

nombre d’espécies que actuarien com a hostes
seus, estiguin localitzats en plasmidis immo-
bils, fet que reduiria les oportunitats de trans-
ferencia a altres generes i especies (Chopra i
Roberts, 2001).

PROTECCIO DEL RIBOSOMA

Aquest mecanisme de resisténcia a tetraci-
clines és degut a la preséncia en els bacteris
de gens tet que codifiquen la sintesi d"unes
proteines citoplasmatiques que presenten la
funcié de protegir el ribosoma davant 1'accié
d’aquests agents antimicrobians. A diferéncia
de les bombes d’expulsi6, aquestes proteines
confereixen resisténcia a tetraciclina, minoci-
clina i doxiciclina; per tant; confereixen un
major espectre de resisténcies que les bombes
d’expulsi6 especifiques per a tetraciclines.

S6n proteines que presenten certa homolo-
gia amb els factors d’elongacié EF-Tu i EF-G,
i tenen la maxima homologia amb 1’area N-
terminal, la qual conté el domini d'unié del
GTP. En aquest grup, nou proteines han es-
tat determinades: Tet (M), Tet (O), TetB (P), Tet
(Q), Tet (S), Tet (T), Tet (W), Otr (A) i una altra
present a la taula 2, a la qual encara no s’ha
assignat cap nom especific. Entre aquestes, les
més ben caracteritzades han estat Tet (M) i Tet

(O) (Chopra i Roberts, 2001). Aquestes dues
proteines presenten una activitat en el riboso-
ma que és dependent de GTPasa. L'acci6 de
Tet (M) no és afectada per la presencia de te-
traciclina, pero s’inhibeix amb tiostrepton, el
qual també inhibeix la unié de la proteina EF-
G. Aquesta, juntament amb el Tet (M), com-
peteix per la unié als ribosomes, encara que
és Tet (M) el que presenta una major afini-
tat. Segons Burdett (1996) Tet (M) permet la
uni6 de 'aminoacil-tRNA al ribosoma en pre-
sencia de concentracions de tetraciclina que
normalment inhibirien aquesta unié. En pre-
sencia tant de Tet (M) com de Tet (O), la unié
de la tetraciclina al ribosoma es veu reduida
quan GTPino GDP és present. Burdett va afir-
mar que 'energia alliberada de la hidrolisi del
GTP permetia l'alliberament de la tetracicli-
na del ribosoma. També, Trieber et al. (1998)
van trobar que la hidrolisi del GTP perme-
tia la dissociacié del Tet (O) dels ribosomes.
Cal dir, perd, que aquestes diferéncies entre
ambdues proteines no estan del tot demos-
trades. Encara que només s’hagi aprofundit
en aquestes dues proteines, s’ha assumit que
les altres proteines relacionades amb la pro-
tecci6 del ribosoma actuen de manera similar
(presentarien també activitat GTPasa), atesa la
similitud que presenten a la seqiiéncia d’ami-
noacids.
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TAULA 5. Distribucié dels gens de resisténcia tet relacionats amb la proteccio del ribosoma en bacteris gramnegatius

Dos o més gens
Génere

Gen

Un gen

Genere Gen
Acinetobacter tet(M) !
Eikenella tet(M)
Kingella tet(M)
Neisseria tet(M)
Haemophilus tet(M)
Pasteurella tet(M)
Prevotella® tet(Q)
Campylobacter tet(O)
Capnocytophaga tet(Q)

Butyrivibrio *
Mitsuokella“
Selenomonas *
Porphyromonas
Bacteroides *

tet(O), tet(W)
tet(Q), tet(W)
tet(Q), tet(W)
tet(Q), tet(W)
tet(M), tet(Q)

Fusobacterium *
Veillonella

tet(M), tet(W)
tet(M), tet(Q)

“Especies anaerobies.
bRibera et al., 2003b.

El mecanisme d’accié d’aquestes proteines
seria el segiient: primer s’unirien al ribosoma,
i causarien una alteracié de la seva confor-
macié (aquest canvi en la conformacié del
ribosoma es produiria amb 'energia allibera-
da de la hidrolisi del GTP), i s’evitaria aixi
la uni6 de la tetraciclina pero sense alterar ni
parar la sintesi proteica; posteriorment la pro-
teina protectora s’ha d’alliberar del ribosoma
per tal de permetre la unié d’EF-G, ja que els
seus llocs d’uni6 al ribosoma estan sobrepo-
sats.

L'expressié de Tet (M), de Tet (O) i de Tet
(S), aparentment, sembla que estigui regula-
da. S’ha descrit, tant en Estreptococcus com en
S. aureus, que una preexposicié a concentraci-
ons subinhibitories de tetraciclina en soques
que presentarien tef(M) donaria com a resul-
tat tant un increment de la resistencia a aquest
antibiotic com un augment en el nivell de
transcripcions de mRNA de tet(M) (Chopra
i Roberts, 2001). No obstant aix0, hi ha mol-
tes controversies i aquesta inducibilitat no esta
del tot confirmada.

Les proteines de proteccié de ribosoma es
divideixen en tres grups, igual que les protei-
nes d’expulsié activa, segons la identitat de la
seqliencia d’aminoacids (vegeu la taula 2):

Grup 1: inclou Tet (M), Tet (O), Tet (S) i Tet
(W).

Grup 2: inclou Otr (A) i TetB (P).

Grup 3: Tet (Q) i Tet (T).

S’han descrit també quatre gens en estrep-
tococs relacionats amb la protecci6 del riboso-
ma, pero cap hibrida amb els gens ja descrits;
per tant, la seva relacié6 amb els gens fef ja
descrits és del tot desconeguda (Clermont et
al., 1997).

Existeix una hipotesi que diu que els gens
tet(M) procedeixen de bacteris grampositius.
Altres gens inclosos dins el grup de gens
tet pertanyents als grampositius serien tet(O)
i tet(S), entre d’altres, ja que gens tet res-
ponsables de bombes d’expulsié de tetracicli-
nes, com tet(K) i tet(L), també hi estan con-
siderats. Aquests gens, pero, cada vegada es
troben més en especies gramnegatives, so-
bretot tet(M), tet(O), tet(K) i tet(L) (Ribera et
al., 2003b). A més, el gen tet(Q) va ésser pri-
mer trobat en gramnegatius, concretament en
Bacteroides, s’ha trobat també en gramposi-
tius i esta normalment associat amb transpo-
sons conjugatius que codifiquen la seva pro-
pia transferencia, i també tet(M) (familia del
transpos6 Tn916). Aquests transposons es po-
den integrar en plasmidis i també al cromoso-
ma bacteria i presenten al seu interior, a més
de la resistencia a tetraciclines, altres gens de
resisténcia, com per exemple a eritromicina,
kanamicina i cloramfenicol. Altres gens com



tet(O) i tet(S) es troben en plasmidis conjuga-
tius o al cromosoma, immobils.

Alestaules 516 es troben els gens tet relacio-
nats amb la proteccié del ribosoma que s’han
descrit en bacteris gramnegatius i gramposi-
tius, respectivament.

S’han descrit mutacions als gens miaA i rpsL
que interfereixen en la funcié de les proteines
encarregades de la protecci6 del ribosoma, de
manera que redueixen la resisténcia a tetraci-
clina (Trieber et al., 1998). Aixi, les mutacions
en miaA en presencia de Tet (M) redueixen el
nivell de resisténcia a tetraciclina en E. coli. No
s’ha trobat que modifiqui la resisténcia en pre-
sencia de Tet (O). En canvi, mutacions en rpsL,
que codifica la proteina ribosomica S12, dis-
minueixen la resisténcia a tetraciclina tant en
preséncia de Tet (M) com de Tet (O) (McMurry
i Levy, 2000).

DESACTIVACIO ENZIMATICA

El gen tet(X) és I'tinic exemple de resistén-
cia a tetraciclina a causa d’una alteraci6 enzi-
matica de I’antibiotic. Aquest gen s’ha trobat
en dos transposons molt relacionats de Bac-
teroides, i va ésser trobat perque esta lligat al
gen erm(F), que codifica un gen de metilacié
de I''RNA. Aquest gen fet produeix una pro-
teina citoplasmatica, d’aproximadament uns
44 kDa, que modifica quimicament les tetraci-
clines en preséencia d'O, i NADPH; per tant,
no és actiu d’'una manera natural en Bacte-
roides (anaerobi), ja que necessita 'O, per a
actuar. No obstant aix0, aquest gen tet no té
gaire importancia clinica, ja que no s’ha trobat
en altres bacteris i, per tant, la seva activitat
només s’ha demostrat in vitro (Chopra i Ro-
berts, 2001).

ALTRES GENS tet, MECANISMES
DE RESISTENCIA DESCONEGUTS

El gen tet(U) que confereix baixa resisten-

TETRACICLINES 131

cia a tetraciclines codifica una proteina d’a-
proximadament uns 11,8 kDa que conté cent
cinc aminoacids; per tant, és molt més peti-
ta que les proteines d’expulsi6 (45kDa) i que
les relacionades amb la proteccié del ribosoma
(72kDa). Existeix un 21 % de similitud entre
els aminoacids propers a 'extrem carboxiter-
minal d’aquesta proteina i Tet (M), encara que
no s’inclou el lloc d"unié a GTP (factor impor-
tant relacionat amb l'activitat de les proteines
de protecci6 del ribosoma). Cal dir, pero, que
la proteina sencera no s’assimila ni a les pro-
teines d’expulsi6 ni a les de proteccié.

A més, els mecanismes de resisténcia del
gen de Streptomyces otr(C) no s’han determinat
perque encara no ha estat seqiienciat. Existeix,
pero, una hipotesi que no relaciona aquest gen
ni amb proteines d’expulsié ni de proteccié
(Chopra i Roberts, 2001).

DISMINUCIO DE L’ACUMULACIO
DE LES TETRACICLINES
A L'INTERIOR BACTERIA (A I B)

Els bacteris posseeixen, de manera innata,
una serie de proteines codificades pel cromo-
soma que transporten molécules dins i fora la
cellula. Aquestes proteines s’han dividit en di-
ferents grups, en els quals s’inclou I'MFS, la
familia RND (resistance nodulation cell division),
la petita familia de resistencia a multiples anti-
biotics (SMR), que codifica bombes d’expulsié
activa que depenen del flux de protons, amb
un mecanisme d’antiport de protons, i la fa-
milia de transportadors d'unié a ATP (ABC).
Algunes (no totes) d’aquestes bombes d’ex-
pulsié activa confereixen resisténcia a les te-
traciclines.

Un gran nombre de bombes d’expulsié de la
familia RND tenen la tetraciclina com a subs-
trat. Aquestes son bombes totalment diferents
de les bombes d’expulsié especifiques de te-
traciclines, que sén de la familia MFS, ja que
principalment es troben en bacteris gramne-
gatius i estan involucrades a expulsar molts
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TAULA 6. Distribucio dels gens de resisténcia tet relacionats amb la proteccio del ribosoma en bacteris grampositius

Un gen Dos o més gens

Genere Gen Genere Gen

Abiotrophia tet(M) Aerococcus tet(M), tet(O)

Bacterionema tet(M) Bifidobacterium b tet(M), tet(W)

Gemella tet(M) Gardnerella tet(M), tet(Q)

Mycoplasma tet(M) Lactobacillus tet(0), tet(Q)

Ureaplasma tet(M) Mobiluncus tet(O), tet(Q)

Actinomyces tet(M) Eubacterium? tet(M), tet(Q)

Corynebacterium tet(M) Listeria tet(M), tet(S)

Bacillus tet(M) Staphylococcus tet(M), tet(O)

Mycobacterium otr(A) Clostridium? tet(M), tetB(P), tet(Q)
Peptostreptococcus b tet(M), tet(O), tet(Q)
Enterococcus tet(M), tet(O), tet(S)
Streptococcus tet(M), tet(O), tet(Q), tet(T)
Streptomyces © otr(A), tet?

“Bacteris sense paret cellular i amb un metabolisme de grampositiu.

b Especies anaerobies.
¢ Microorganisme multiceHular.
4Encara no li han donat cap nimero d’assignacid.

tipus de lligands (tant antibiotics, com ions
metall toxics) fora de la cellula. A més, s’as-
socien a una proteina que actua com a lli-
gand i a un canal de membrana externa. Aixi,
de tipus de bombes RND que transportari-
en tetraciclina trobem més o menys les ma-
teixes que també transportarien quinolones
(esmentades anteriorment) (Chopra i Roberts,
2001):

— Sistema Acr trobat en E. coli.

— El sistema mdiltiple de Mex, trobat en
Pseudomonas aeruginosa.

— Sistema Mitr trobat en Neisseria gonorrho-
eae.

— Sistema SmeDEF descrit en Stenotropho-
monas maltophilia.

— Sistema AdeABC descrit en Acinetobacter
baumannii.

— Unssistema relacionat amb 1’operé MexA-
MexB-OprM ha estat trobat en soques multi-
resistents de Burkholderia cepacia.

— En Haemophilus influenzae també s’ha
descrit una bomba d’expulsié homologa a
AcrAB.

Altres tipus de bombes que no pertanyen a

la familia RND i que també tenen tetraciclina
com a substrat s6n (Putman ef al., 2000):

— El sistema trobat en Campilobacter jejuni
(Cmr) (familia MFS).

— LmrP i LmrA de Lactococcus lactis (MFS i
ABC, respectivament).

— MdfA i EmrE d’E. coli (MFS i SMR, res-
pectivament).

El locus mar té un paper important en
aquesta resisténcia. Les mutacions en la re-
gi6 de marR augmenten la resistencia a un
gran nombre d’antimicrobians, inclosa la te-
traciclina. També, mutants que expressen ele-
vats nivells de MarA mostren una disminu-
ci6 en l'acumulaci6 de tetraciclina i, per tant,
una major resistencia. Una elevada expres-
si6 de MarA també provoca una disminucié
de I'expressi6é de la porina OmpF i un aug-
ment de 1'expressié de la bomba d’expulsi6
AcrAB (tal com succeeix en les quinolones).
Aquests tipus d’operons que confereixen re-
sisténcia a tetraciclina també s’han descrit en
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Ente-
robacter sp. i Campylobacter sp. (Chopra i Ro-
berts, 2001).



A més, la presencia de mutacions que al-
terin la permeabilitat de les porines o dels
lipopolisacarids de la membrana externa pot
també afectar la sensibilitat a la tetraciclina i
a altres antibiotics. Un exemple seria N. go-
norrhoeae, que posseeix mtrCDe, que codifica
una bomba d’expulsi6 activa. Quan hi ha una
deleci6 d'una A o una inserci6 de doble TT
dins els 13pb de I'IR (inverted repeat) de la
regié del promotor de I'mfrR, la cellula hos-
te augmenta aproximadament quatre vegades
la seva resisténcia a la tetraciclina, penicillina
i eritromicina (Zarantonelli et al., 1999). En
aquest microorganisme, la resisténcia mitjan-
¢ada cromosomicament és molt més freqiient
que la resisténcia a antibiotics mitjangada per
plasmidis, i aquest fet és de gran importancia
clinica.

Altres mutacions en bombes d’expulsié ac-
tiva s’han descrit en: B. cepacia, C. jejuni, E.
coli, Enterobacter sp., H. influenzae, K. pneumo-
niae, P aeruginosa, S. marcescens i S. maltophilia
(Roberts, 2003).

ALTERACIONS EN LA DIANA
DE LES TETRACICLINES

Recentment, en quinze soques cliniques re-
sistents a tetraciclina (CMI a tetraciclina de 2
a64pug/mliCMIadoxiciclinad’l a 32 pg/ml)
de Propionibacterium cutania, es va trobar que
en lloc d'una guanina a la posicié 1058 del
gen de 'rRNA 165 hi havia una citosina (ja ci-
tat anteriorment). Aquest canvi s’associa amb
l'augment de resistéencia a aquest antibiotic,
encara que no és del tot clara la seva repercus-
si6 clinica (Ross et al., 1998). El que si que és
del tot conegut és que aquesta regié de'rRNA
16S, coneguda com a helix 34, és important
per al’acabament de la cadena peptidica i per
a garantir un bon resultat de traduccié. En
aquest punt s’han descrit mutacions en Heli-
cobacter pylori (Trieber i Taylor, 2002).
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