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Resumo

RESUMO

Objetivo: Tendo em conta a atual emergéncia de clones de estirpes bacterianas
multirresistentes, realizou-se uma investigacdo de forma a conhecer a prevaléncia de

estirpes bacterianas multirresistentes e a sua disseminac¢ao na Europa nos ultimos 6 anos.

Métodos: Devido a emergéncia de diversos clones multirresistentes de Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, a pesquisa realizada
focou-se nestes trés microrganismos. Para que este estudo fosse possivel, realizou-se uma
revisdo bibliografica de trabalhos cientificos publicados, utilizando um método
exploratorio, critico e interpretativo desses contetidos. Os trabalhos analisados foram
publicados entre 2010 e 2016 ¢ realizados em paises europeus. Foram utilizadas bases de

dados cientificamente validadas como o caso do Pubmed.

Resultados: Relativamente a Acinetobacter baumannii, o clone ST2 foi o mais prevalente
com resisténcias a carbapenemos na Europa, apresentando prevaléncias distintas nos
diversos paises europeus. O gene blaoxu-2; tem sido descrito como um gene com aumento
de disseminacdo a nivel europeu. Relativamente a Pseudomonas aeruginosa os clones
mais prevalentes na Europa foram o clone ST235, ST111 e ST175. As enzimas VIM e
IMP fora as mais disseminadas e uma nova enzima indutora de resisténcia aos
carbapenemos foi descrita. Em Staphylococcus aureus as estirpes dividem-se em HA-
MRSA e CA-MRSA; referente a HA-MRSA os clones ST22, ST125 e ST5 foram os mais
prevalentes, enquanto em estirpes CA-MRSA os clones mais predominantes foram ST8

e STR8O.

Conclusoes: A emergéncia de estirpes multirresistentes € a sua disseminacdo, ¢ um
problema atual e relevante. Os estudos analisados sugerem que ao longo dos anos a
prevaléncia e emergéncia de diversos clones multirresistentes e respetivos genes de
resisténcia associados ¢ cada vez maior, reforcando para uma necessidade na

implementa¢do de medidas de controlo infecioso.

Palavras-chave: clones, multirresisténcia, disseminag¢do, Europa
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Abstract

ABSTRACT

Objective: Given the current context of emergence of multiresistant bacterial clones, we
proposed to do an investigation in order to understand the prevalence of multiresistant

bacterial strains and their dissemination in Europe in the last 6 years.

Methods: Due to the emergence of several multiresistant clones of Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, our research focused on
these three microorganisms. For this study, a bibliographic review of published scientific
works was carried out using an exploratory, critical and interpretative method of these
contents. The scientific articles analyzed were published between 2010 and 2016 and
carried out in European countries. Scientifically validated databases such as Pubmed were

used

Results: Regarding to Acinetobacter baumannii, clone ST2 was the most prevalent clone
with carbapenem resistance in Europe, presenting distinct rates in several European
countries. The blaoxs-23 gene has been described as a gene with increased spread in
European countries. Regarding to Pseudomonas aeruginosa the clones most prevalent in
Europe were clone ST235, ST111 e ST175. The enzymes VIM and IMP are the most
disseminated and a new enzyme inducing resistance to carbapenems has been described.
Regarding to Staphylococcus aureus, they are divided into HA-MRSA e CA-MRSA; for
HA-MRSA, clones ST22, ST125 e ST5 were the most prevalent, while in CA-MRSA

strains the most predominant clones were ST8 and ST80.

Conclusions: The emergence of multiresistant strains and their spread is a current and
relevant problem. The studies analyzed suggest that over the years the prevalence and
emergence of several multiresistant clones and their associated resistance genes is

increasing, reinforcing the need for the implementation of infectious control measures.

Keywords: clones, multiresistance,, dissemination, Europe
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Introducdo

CAPITULO I: INTRODUCAO
1. Fenomeno de multirresisténcia aos antibioticos

A emergéncia e a disseminacdo de bactérias multirresistentes ¢ atualmente uma

problematica que origina uma grande preocupacao (Potron, Poirel, & Nordmann, 2015).

Como ja ¢ do conhecimento da comunidade cientifica e por parte dos técnicos de
saude, o fenomeno da multirresisténcia a antibidticos (Nikaido, 2010) ¢ um problema de
saude publica a escala mundial e que tem vindo a crescer exponencialmente. Estima-se
que nos ultimos anos a prevaléncia de isolados bacterianos multirresistentes tenha
quadruplicado a nivel mundial (Basak, Singh, & Rajurkar, 2016) e que na Europa, cerca
de 25 mil individuos morram por ano por infecdes associadas a estes microrganismos

(Blair, Webber, Baylay, Ogbolu, & Piddock, 2015).

Este fendmeno deve-se ao facto de por vezes as bactérias (de Gram-positivo ou
de Gram-negativo) adquirirem a capacidade de resistir & grande maioria ou até a todas as
classes de antimicrobianos (Magiorakos et al., 2011). O desenvolvimento de tais
resisténcias por bactérias patogénicas para o Homem, representa um dos maiores desafios
nas praticas médicas modernas (Bennett, 2008). Este problema torna-se ainda mais
assustador tanto para os profissionais de saide como para os doentes, considerando que
existe apenas um numero bastante limitado de novas opdes antimicrobianas a serem

desenvolvidas (Magiorakos et al., 2011).

Segundo o Servigo Nacional de Satde (SNS), a resisténcia aos antibidticos
acontece quando um antibiotico deixa de ter capacidade de provocar a morte da populagao
bacteriana, ou de pelo menos controlar o seu crescimento. Este fendémeno de perda de
capacidade pode ocorrer quando uma bactéria possui ou adquire caracteristicas
fenotipicas e genotipicas especificas (L1, Plésiat, & Nikaido, 2015), como mecanismos de
resisténcias naturais ou adquiridos, deixando assim de ser suscetivel a determinado
antibidtico ou agente quimioterapéutico. E importante denotar que um isolado de
determinadas bactérias apenas ¢ considerado resistente a um determinado agente ou
classe terapéutica quando este facto pode ser comprovado por dados interpretativos
estabelecidos previamente por entidades como o Comité Europeu do teste a
suscetibilidade aos antibioticos (EUCAST) ou Instituto de Padrdoes Clinicos e

Laboratoriais (CLSI) (Magiorakos et al., 2011).

13
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Muitas vezes, a perda de suscetibilidade, ocorre devido ao uso incorreto e/ou
excessivo da terapéutica antimicrobiana, aumentando a possibilidade de multiplas
estirpes patogénicas se tornarem resistentes nao s6 a uma classe, mas a varias classes de
antibidticos e/ou agentes quimioterapéuticos, surgindo assim o conceito de
multirresisténcia aos antibidticos (Nikaido, 2010). Este conceito de multirresisténcia
corrobora a defini¢ao fornecida pelo SNS, definindo-se como a falta de sensibilidade ou
resisténcia de um microrganismo aos agentes antibidticos utilizados apesar de uma

possivel anterior suscetibilidade aos mesmos (Tanwar, Das, Fatima, & Hameed, 2014).

Na grande maioria das vezes, as infe¢des por microrganismos resistentes aos
antibioticos surgem associadas aos cuidados de saude (IACS). Neste meio, 0s
microrganismos multirresistentes podem colocar em risco vastos procedimentos médicos
(Bennett, 2008), condicionar a terapéutica adequada (Woodford, Turton, & Livermore,
2011), a propria medicina e a eficiéncia no tratamento de pacientes imunocomprometidos

(Potron et al., 2015).

Apesar da multirresisténcia aos antibidticos ser vista como um fendomeno de
desenvolvimento natural por parte das bactérias, esta condigao ¢ de particular importancia
para pacientes imunocomprometidos tais como: VIH - positivos, doentes que sofreram
transplante de 6rgdos, doentes oncoldgicos, doentes que sofreram extensas queimaduras
corporais, entre outros, € assim propensao para a aquisi¢do de doengas infeciosas. Por se
encontrarem nesta condigdo, facilitam a propagacdo de microrganismos multirresistentes

(MMR) em meio hospitalar (Tanwar et al., 2014).

Ao contrario do que se possa pensar, a resisténcia antibidtica nao afeta apenas a
escolha terapéutica a ser instituida no doente. Esta condicdo encontra-se intimamente
associada com elevadas taxas de mortalidade e morbilidade e elevados custos de
tratamento, por ser necessario instituir terapéuticas alternativas mais dispendiosas. Além
disso, uma infecdo por um MMR constitui um problema no controlo de doengas
infeciosas, por aumentar a possibilidade de propagagao de agentes patogénicos resistentes
(Tanwar et al., 2014). A Figura 1, ilustra as diversas consequéncias de uma infecao por

um microrganismo MDR.

14
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Elevadas taxas de mortalidade

Elevados custos médicos

Doenga prolongada

Alvo facil para condi¢des
imunocomprometidas

Diminuig¢ao da efetividade dos
farmacos

Ameagca a terapéutica

MMR

Figura 1 - Esquema ilustrativo das variadas consequéncias provenientes da infe¢do por um MMR.

Adaptado de (Tanwar et al., 2014).

Atualmente, a resisténcia aos antibidticos apresenta-se como uma ameaca que
conduz ao aumento da mortalidade e da morbilidade, aumento da estadia no hospital e

severos gastos econdmicos para o paciente e para os estados (Basak et al., 2016).

Além dos variados mecanismos de resisténcia utilizados, as bactérias expressam
igualmente fatores de viruléncia especificos e respetivas determinantes, o que pode acabar
por justificar as diferengas nas taxas de mortalidades causadas pelo mesmo clone de um

microrganismo em diferentes patologias (Antunes, Visca, & Towner, 2014).

De certo modo, pensa-se que o sucesso global das infe¢des por bactérias
patogénicas é determinado por uma relagdo entre: patogenicidade, epidemiologia e
resisténcia antibiotica. Cré-se que os principais elementos para esta equagdo se baseiem
sobretudo numa engenharia genética natural que liga os determinantes de resisténcia

antibidtica com o sucesso dos clones (Oliver, Mulet, Lopez-Causapé, & Juan, 2015).
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2. Mecanismos de resisténcia bacteriana

As bactérias multiresistentes conseguem hospedar diversos elementos genéticos

conferidores de resisténcia, como genes, plasmideos e transposdes (Woodford et al.,

2011).

As bactérias podem ser resistentes a determinado antibidtico, de duas formas:
natural ou através da aquisi¢ao de resisténcia (Barroso, Meligo - Silvestre, & Taveira,
2014). A resisténcia natural ou intrinseca ¢ resultado de caracteristicas estruturais e
funcionais, e pode ser especifica para determinada bactéria. Por sua vez, a resisténcia
adquirida aos antibioticos pode ser desenvolvida através de mutagdes espontaneas em
genes cromossomais, ou adquirida através da aquisicdo de material genético novo por
transferéncia genética horizontal, por meio de plasmideos ou transposdes (Blair et al.,
2015), a qual pode acontecer entre espécies diferentes (Frides et al., 2014). As mutagdes
nos genes cromossomais podem alterar o DNA pré-existente através de delecdes e

inversoes (Bennett, 2008).

Deste modo, as bactérias podem utilizar diversos mecanismos no
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos, que podem ser divididos em trés grupos
principais: através da alteragdo da permeabilidade membranar, pela inativacdo ou
modificagao do antibidtico por agdo enzimatica, ou através do bloqueio do acesso do

antibiotico ao local alvo (Blair et al., 2015).

8]
rug. I'. Decreased
uptake g

Altered membra.ne
permenbilil:y
L

Increased dlug efflux

Altered drug target
‘-Drug target (mutation)

-\

verexpression of

* drug target Inactivation
by enzymes

N\ o lndce
o i

Degradation
by enzymes
*

Cell survives the ...
inhibitory effects of
drugs Drug

Figura 2 — Esquema ilustrativo dos diversos mecanismos de resisténcia em isolados bacterianos

multirresistentes (Tanwar et al., 2014).
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2.1. Alteracao da permeabilidade membranar
2.1.1. Mecanismo de efluxo

O mecanismo de efluxo ¢ um dos principais mecanismos de resisténcia antibiotica

utilizado tanto por bactérias de Gram-negativo como de Gram-positivo (Li et al., 2015).

As bombas de efluxo bacterianas sdo proteinas transportadoras envolvidas no
transporte ativo de diversos antibioticos, do citosol ou periplasma bacteriano, para o
exterior da célula (Webber & Piddock, 2003);(Blair et al., 2015). Os genes que as
codificam podem encontrar-se localizados tanto nos cromossomas como em plasmideos
(Sun, Deng, & Yan, 2014). Um plasmideo ¢ uma molécula circular de DNA em dupla
hélice, capaz de se reproduzir independentemente do DNA cromossémico bacteriano

(Bennett, 2008).

Este mecanismo foi descoberto em bactérias de Gram-negativo através da
presenca da proteina Tet (A) (Nikaido, 2010) e ¢ utilizado como mecanismo de resisténcia
intrinseco nestas bactérias a muitos dos antibioticos utilizados no tratamento de bactérias

de Gram-positivo (Blair et al., 2015).

De acordo com diversos fatores como: fontes de energia, substratos, numero de
regides transmembranares abrangentes e composi¢ao, estes sistemas podem ser divididos
em 5 familias: a familia RND, a familia MFS, a familia ABC, a familia DMT e a familia
MATE (Sun et al., 2014).

As bombas de efluxo podem possuir especificidade face ao antibidtico que
transportam para o exterior da célula (Blair et al., 2015) ou podem apresentar-se como
um sistema de transporte multiplo — além da membrana de transporte interna, possuem
também uma membrana de transporte externa e um adaptador de proteinas — como ¢ o
caso das bombas de efluxo pertencentes a familia RND, intimamente relacionada com a
resisténcia antibidtica em microrganismos como Pseudomonas aeruginosa (Sun et al.,
2014). As bombas de efluxo associadas a este sistema de transporte multiplo obtém a

designacao de bombas de efluxo associadas a MDR (Blair et al., 2015).

Por diversas vezes, o elevado nivel de resisténcia apresentado por uma bactéria
face a um antibidtico encontra-se relacionado com uma sobrexpressao do sistema de

efluxo (Blair et al., 2015).
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Em adicdo a este facto, a resisténcia clinica causada pela sobrexpressdao de mais
do que uma bomba de efluxo foi identificada. O sistema MexAB - OprM pode potenciar
a saida de B-lactamicos das células, enquanto o sistema MexXY - OprM pode potenciar a
saida de aminoglicosideos. Em bactérias que expressem ambos os sistemas, os } —
lactamicos e os aminoglicosideos s3o constante e ativamente expulsos da célula (Sun et

al., 2014).

A excecdo da superfamilia RND, que apenas € possivel encontrar presente em
bactérias de Gram-negativo, os restantes sistemas de efluxo encontram-se amplamente
distribuidos tanto em bactérias de Gram-negativo como em bactérias de Gram-positivo

(Sun et al., 2014), como mecanismo de resisténcia as tetraciclinas (Barroso et al., 2014).

Nas bactérias de Gram-positivo, as bombas de efluxo com maior significado
clinico pertencem a familia MFS, como por exemplo o sistema NorA em Staphylococcus

aureus (Sun et al., 2014).

Este mecanismo pode ainda ser conjugado com outros mecanismos de resisténcia,
tais como a inativagdo ou modificacao por acao enzimatica de determinados farmacos ou
alteracdes a nivel da barreira de permeabilidade da membrana, aumentando

significativamente os niveis e os perfis de resisténcia (Li et al., 2015).
2.1.2. Redugio da permeabilidade membranar

As bactérias de Gram-negativo, sdo intrinsecamente menos permeaveis a diversos
antibioticos. Esta caracteristica deve-se sobretudo a presenga de uma membrana externa

que atua como uma barreira a permeabilidade (Blair et al., 2015).

A redugdo da permeabilidade da membrana externa e consequente redugdo da
entrada de antibidticos para a célula bacteriana ¢ conseguida pela regulacdo das porinas
membranares. Esta regulacdo pode envolver a alteragdo da expressao destas porinas ou

uma substituicdo por porinas com maior seletividade (Blair et al., 2015).

Microrganismos como Acinetobacter baumannii e P. aeruginosa utilizam este
mecanismo como forma de resisténcia a cefalosporinas e principalmente a carbapenemos

(Blair et al., 2015).
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2.2. Bloqueio do acesso do antibidtico ao local alvo
2.2.1. Inibicao local do acesso antibidtico

A inibi¢do do local de acesso do antibidtico acontece quando determinadas
enzimas se ligam com elevada afinidade aos ribossomas alterando a sua configuracao, ou
seja, alterando a configuracao da proteina alvo; por exemplo, as enzimas Tet (M) e Tet

(S), impedem a ligagao das tetraciclinas aos seus locais alvo (Nikaido, 2010).
2.3. Inativacao ou modificacdo enzimatica do antibiotico

Desde a descoberta da penicilinase, em 1940, a inativagdo ou modificagdo dos
antibioticos por meio de enzimas ¢ um dos mecanismos de resisténcia intrinseca
antibiodtica com maior relevancia (Blair et al., 2015; Nikaido, 2010). De facto, a
resisténcia associada a penicilina foi descrita apenas 10 anos ap6s a sua descoberta

(Kaleni¢, 2012).

Este mecanismo de resisténcia ¢ bastante comum na resisténcia aos - lactamicos
— que sdo inativados pela hidrolise enzimatica das B-lactamases no periplasma ocorrendo
a clivagem do anel B-lactdmico-, aos aminoglicosideos — que sdo inativados
maioritariamente por fosforilagdo (APH), acetilagdo (AAC) ou adenilacdo enzimética no

periplasma - (Nikaido, 2010), e aos macrolidos (Blair et al., 2015).

Relativamente aos aminoglicosideos, existem atualmente dezenas de enzimas
modificadoras como a AAC (3) -l oua AAC (6’) — Ib, conhecidas como aminoglicosideo
acetiltransferases. A medida que tém sido descobertas tais enzimas, a industria
farmacéutica tem desenvolvido tanto aminoglicosideos naturais, como sintéticos distintos

dos substratos por norma inativados (Nikaido, 2010).

Tendo em conta a evolugdo bacteriana, as primeiras B-lactamases, cujo espectro
de agdo se baseava nos B-lactdmicos de primeira geragdo, deram lugar as -lactamases de
espectro estendido (ESBLs) (Blair et al., 2015). As ESBLs tém sido alvo de estudos
frequentes, sabendo-se hoje em dia que podem ser classificadas em diversas familias
filogenéticas; as enzimas de classe A - penicilinases, enzimas de classe B — metalo-[3-

lactamases, enzimas de classe C - cefalosporinases, entre outras (Nikaido, 2010).

Consequentemente, nos tltimos anos, com o aumento de isolados bacterianos que

transportam estas enzimas, o uso de carbapenemos aumentou (Blair et al., 2015). Como
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j& havia sido referido, o uso excessivo de determinado agente antibidtico, pode promover
a emergéncia de isolados bacterianos resistentes a esse antibidtico (Nikaido, 2010). Como
tal, surgiram as carbapenemases (P-lactamases com atividade hidrolisante nos

carbapenemos) (Blair et al., 2015).

Deste modo, as principais enzimas associadas a inativagdo ou modificagdao dos
antibioticos, devido a sua prevaléncia, sdo: as ESPLs e as carbapenemases (Blair et al.,

2015).
2.4. Transferéncia genética horizontal

O fendmeno de aquisi¢do de genes resistentes a determinados antibidticos, €

conseguido por transferéncia genética horizontal (Bennett, 2008).

De modo sucinto, uma bactéria consegue transferir fragmentos de DNA e
elementos genéticos para outras bactérias essencialmente a partir de trés métodos:
conjugac¢do, transformagdo e transducdo. Os elementos que promovem a conjugagao

bacteriana sao plasmideos bacterianos e transposdes (Bennett, 2008).

Os plasmideos R — plasmideos de resisténcia — sdo plasmideos que transportam
um ou mais genes de resisténcia e sdo eficientemente transferidos para células que ainda

sejam suscetiveis a determinado antibidtico (Nikaido, 2010).

A grande maioria dos plasmideos de resisténcia codifica para fungdes necessarias
que conduzem a transferéncia de DNA entre células bacterianas, incluindo a transferéncia

de si proprio (Bennett, 2008).

Nos ultimos anos, tem sido considerada a hipdtese de que atualmente a
transferéncia de plasmideos R entre células bacterianas acontece através do Sistema de
Secrecao Tipo IV. Este sistema consiste na identificagdo de uma sequéncia especifica de
DNA circular em dupla hélice e posterior corte da mesma. De modo a que existam tanto
na célula dadora como na célula recetora, plasmideos R completos, existe um mecanismo
de replicacdao em circulo em ambas as cé€lulas, que permite a reconstituicdo da dupla hélice

do DNA (Nikaido, 2010) .

Deste modo, apesar de inicialmente terem sido identificadas a nivel cromossomal,
as PB-lactamases com atividade contra os carbapenemos (carbapenemases), codificadas

por genes de resisténcia podem facilmente ser mediadas por plasmideos e/ou transposdes
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(Kempf & Rolain, 2012) e tém sido reportadas em microrganismos como 4. baumannii e

P. aeruginosa (Blair et al., 2015; Nikaido, 2010).

Esta capacidade de transferéncia genética horizontal, fornece a espécie a
possibilidade de adaptacdo a diferentes situagdes tanto no meio ambiente como no ser
humano, ou seja, podem apresentar-se como agentes inofensivos quando parte da flora
normal do hospedeiro, mas também podem apresentar-se como agentes patogénicos

possibilitando infegdes severas (Kaleni¢, 2012).
3. Métodos de genotipagem

Durante as ultimas décadas e face a emergéncia de estirpes multirresistentes, a
genotipagem molecular tem-se tornado uma ferramenta de enorme importancia nos

estudos epidemioldgicos (Lindstedt et al., 2012).

Varios métodos tém sido utilizados com o intuito de identificar genotipicamente
as estirpes bacterianas (Durmaz et al., 2009). Dos diversos métodos de tipagem molecular
existentes, destacam-se os métodos: amplified fragment length polymorphism (ALFP),
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), multilocus sequence type (MLST), tri-locus
sequence typing (3LST) e whole genome sequence (WGS) (Zarrilli, Pournaras, Giannouli,

& Tsakris, 2013).

As diversas técnicas t€m sido utilizadas essencialmente por dois motivos: por
apresentarem resultados independentes da origem do isolado bacteriano ou da taxa de
disseminagdo da infe¢do na populagao estudada e por puderem ser usadas na avaliagdo e
desenvolvimento de medidas preventivas (Durmaz et al., 2009). Além disso, ¢ de extrema
importancia que estirpes responsaveis por surtos infeciosos sejam rapidamente

identificadas (Larsen et al., 2012).

Ap0s a recolha de um isolado bacteriano, executa-se em primeiro lugar, na quase
totalidade dos casos, testes de suscetibilidade antibidtica (TSA). Estes testes sao feitos de
acordo com as normas estabelecidas pelo EUCAST (Magiorakos et al., 2011). Tendo em
conta que os perfis de suscetibilidade podem variar, o antibiograma ¢ vital na institui¢ao

de uma terapéutica apropriada (Barroso et al., 2014).
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3.1. Método ALFP

As técnicas baseadas em polymerase chain reaction (PCR) sdo técnicas rapidas,

eficientes e com elevada reprodutibilidade (Cramer, Wiehlmann, & Tummler, 2010).

O método AFLP ¢ um método para detetar polimorfismos no DNA, baseado em
PCR fingerprinting, utilizado para amplificar fragmentos gendémicos de individuos
simultaneamente. E um método largamente descrito e apesar dos diversos protocolos
reportados, existem quatro passos fundamentais que sdo constantes: restricdo do DNA
genomico, amplificagdo seletiva por PCR, separacao dos fragmentos amplificados por

eletroforese e interpretagdao dos dados obtidos (Paun & Schonswetter, 2012).

As grandes vantagens deste método sdo: elevada sensibilidade, elevada
reprodutibilidade, utilizagdo de pequenas quantidades de amostra, ndo ser necessario
conhecer a sequéncia gendémica previamente, ¢ a capacidade em gerar rapidamente
elevadas quantidades de fragmentos para qualquer microrganismo (Paun & Schonswetter,

2012).

Contudo, os produtos gerados, dependem das condi¢des da reagao de PCR. Deste
modo, a identificagdo clonal de isolados de datas diferentes gerados por laboratdrios

diferentes, ndo ¢ comparavel (Cramer, Wiehlmann, & Tummler, 2010).
3.2. Método PFGE

Apesar de, métodos baseados em PCR e em sequenciagdo serem atualmente
bastante utilizados devido ao seu caracter mais simples (Ahmed & Alp, 2015), e por
serem apropriados para estudos epidemioldgicos de larga escala e para filogenia de
estirpes bacterianas (Zarrilli et al., 2013), o método PFGE ¢ atualmente considerado como

um dos métodos gold standard da genotipagem (Ahmed & Alp, 2015).

Este método consiste na digestao de DNA gendmico por enzimas de restricao, €
posteriormente separagao dos fragmentos de DNA por agdo de um campo elétrico pulsado

(Ahmed & Alp, 2015).

Este método continua a ser adotado como um dos métodos de referéncia para

surtos causados por estirpes de A. baumannii (Zarrilli et al., 2013).

Para isolados de P. aeruginosa, esta técnica era considerada, até ha pouco anos,

como a gold - standard para a genotipagem. E uma técnica indicada para estudar surtos
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locais até algumas dezenas de isolados, mas ¢ inapropriada para estudos longitudinais ou
transversais de infegdes por este microrganismo. No entanto esta técnica ¢ incapaz de
fornecer dados comparativos, devido ao seu caracter variavel, impossibilitando a

comparagao entre laboratorios e entre estudos (Cramer et al., 2010).
3.3. Método MLST

Quando assim se justifica, apds a identificacdo da espécie bacteriana e das
resisténcias associadas, utiliza-se a técnica multilocus sequence type (MLST) para
identificacdo genotipica do isolado bacteriano, por ser considerada a técnica gold —
standard em genotipagem molecular (Larsen et al., 2012). Este método relativamente

recente, surge como alternativa ao método PFGE (Ahmed & Alp, 2015).

O principio base por detras desta técnica consiste na sequenciagdo de fragmentos
internos de aproximadamente 400 a 500 pares de bases (pb) de sete genes housekeeping
(Larsen et al., 2012; Seidl et al., 2015) e foi inicialmente desenvolvido em 1998 para
investigacdo da estrutura populacional e epidemioldgica bacteriana (Zarrilli et al., 2013)
e principalmente para ultrapassar a pobre reprodutibilidade entre laboratorios para a

espécie Neisseria meningitidis (Larsen et al., 2012).

Para a tipagem de A. baumannii existem duas bases de dados MLST — PubMLST
e Pasteur’s MLST — que contam com apenas trés locus em comum. A base de dados
PubMLST inclui atualmente 630 isolados de Acinetobacter distintos, mas demonstrou ser
inutilizavel na tipagem de alguns isolados. Por sua vez, a base de dados Pasteur’s MLST,
mais recente, inclui 587 isolados de Acinetobacter, passiveis de serem utilizados para

comparagao (Zarrilli et al., 2013).

MLST ¢ considerado um método de genotipagem de alta resolugdo, que surge
como vantagem face a outros métodos baseados em PCR e PFGE (Cramer et al., 2010),
por possibilitar a partilha em bases de dados e a comparacdo entre laboratorios dos dados

obtidos devido ao seu elevado poder discriminatério (Ahmed & Alp, 2015).

Para além deste método, as estirpes MRSA tém sido simultaneamente

identificadas por spa typing e SCCmec typing (Oksuz et al., 2013).

Apesar das suas vantagens, este método ¢ simultaneamente dispendioso e
demorado, pelo que consoante o microrganismo a investigar, podera ser mais proveitoso

a utilizag@o de outras técnicas (Larsen et al., 2012).
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3.4. Método 3LST

O método tri-locus sequence typing (3LST), por sua vez, ¢ um método que
envolve a amplificacdo e posterior sequenciagdo de trés genes — ompA, csuE e blaOXA-
51-like —, e tem sido utilizado para identificar linhagens clonais (CL) associadas a

infecdes por estirpes de 4. baumannii, (Zarrilli et al., 2013).
3.5. Método WGS

As técnicas de genotipagem mais recentes como PFGE e MLST sdo bastante bem-
sucedidas em identificar, comparar e revelar relagdes entre os diferentes isolados
bacterianos da mesma espécie, como por exemplo, isolados de 4. baumannii. Contudo,
estas mesmas técnicas tém sido incapazes de identificar e resolver, em surtos de pequena
escala e onde as formas de transmissao sao desconhecidas e inconclusivas, diferencas

entre isolados intimamente relacionados (Zarrilli et al., 2013).

O método WGS ¢ um método répido e acessivel que permite ndo s6 uma
investigacao detalhada das diferengas genéticas entre isolados bacterianos pertencentes a
uma mesma espécie, como também fornece informacgao sobre a natureza das mudancas

genéticas entre isolados bacterianos sob a mesma selecao antibidtica (Zarrilli et al., 2013).

A sequenciacao do genoma de estirpes de 4. baumannii utilizando este método ¢é
bastante utilizada e foca-se sobretudo em: comparar diferentes suscetibilidades
antibidticas e nos perfis MDR, e em relacionar isolados de diferentes pacientes (Zarrilli

etal., 2013).

Os estudos conduzidos com a utilizacao deste método pretendem analisar a taxa
de alteracdes genéticas associada com a resisténcia adquirida aos antibidticos, e elucidar
o papel da mobilidade dos elementos genéticos na transferéncia de genes de resisténcia
antibiotica entre isolados. Até agora, e de uma forma geral, os resultados apontam para
uma rapida emergéncia de resisténcia a antibioticos, para alteragdes genéticas
significativas entre isolados minimamente relacionados e para um elevado grau de

plasticidade gendmica (Zarrilli et al., 2013).
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4. Estirpes bacterianas multirresistentes

De forma a melhor compreender os diversos temas enunciados neste trabalho,

existem algumas defini¢des que sdao necessarias esclarecer.
4.1. Conceitos
4.1.1. Estirpe bacteriana

Um isolado bacteriano ou um grupo de isolados que consegue ser distinto de
outros isolados do mesmo grupo e da mesma espécie pelas suas caracteristicas fenotipicas

e genotipicas define-se como uma estirpe (Dijkshoorn, Ursing, & Ursing, 2000).
4.1.2. Espécie bacteriana

A definicao de espécie bacteriana ¢ um conceito geral aceite pela maior parte dos
bacteriologistas e consiste em estirpes de origem comum que sao mais semelhantes entre

si do que com qualquer outra estirpe (Dijkshoorn et al., 2000).
4.1.3. Clone

O termo clone ¢ utilizado para definir diferentes isolados bacterianos, de periodos
e locais distintos, mas que mostram caracteristicas fenotipicas e genotipicas tao idénticas
que a unica explicagdo para tal facto seria a de terem uma origem comum (Dijkshoorn et

al., 2000). Este conceito surge em grande escala em estudos epidemiologicos.
4.1.4. Sequence Type (ST)

O termo sequence type (ST) ¢ utilizado para descrever uma combinagao unica de
alelos (sequéncias unicas) em cada /ocus estudado, aquando da utilizagdo do método

MLST (Larsen et al., 2012).
4.1.5. Complexos clonais

Um complexo clonal (CC) ¢ definido como um grupo de STs, em que cada ST
partilha pelo menos 5 a 7 alelos idénticos com outro ST do mesmo grupo (Seidl et al.,

2015).
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4.1.6. Patogénico habitual

Uma bactéria ¢ considerada patogénica habitual quando apresenta fatores de
viruléncia especificos que lhe permitam: invadir e anular as defesas do hospedeiro e

causar doenca (Barroso et al., 2014).
4.1.7. Terminologia MDR, XDR e PDR

A existéncia de uma vasta variedade de resisténcias adquiridas pelas bactérias
levou a criagdo de definicdes para que fosse possivel facilitar a caracterizacao de isolados

bacterianos quantos as suas resisténcias aos antibidticos.

O conceito MDR ¢ utilizado quando uma bactéria adquire resisténcia a pelo menos
um agente de trés ou mais classes de antibidticos utilizados na terapéutica contra essa
mesma bactéria. Por sua vez, XDR ¢ um termo aplicado a bactérias que apresentam
resisténcia em todas as categorias antimicrobianas exceto dois ou menos antibidticos
(Ciofi Degli Atti et al., 2014). Por ultimo, PDR ¢ definido como a resisténcia a todos os

agentes de todas as classes antimicrobianas (Basak et al., 2016).

Para que a utilizag¢do destes conceitos seja feita de forma correta e para que estes
conceitos possam ser aplicados a qualquer resultado obtido para um determinado isolado,
deve ser realizado um TSA em laboratorios microbioldgicos controlados (Magiorakos et

al.,, 2011)

Por vezes, quando apenas uma reduzida quantidade de agentes antimicrobianos ¢
testada, ira surgir dificuldade em definir e estabelecer os conceitos XDR e PDR para um
determinado isolado, surgindo por sua vez os conceitos “possivel XDR” ou “possivel
PDR”. Apesar destes conceitos ndo serem esclarecedores quanto a resisténcia e de nao
poderem ser comparados com conceitos semelhantes obtidos em outros estudos, devem
ser utilizados como marcadores de resisténcia extensa aos antibioticos (Magiorakos et al.,

2011)
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4.2. Contextualiza¢ao

A emergéncia e disseminagdo de bactérias resistentes a multiplas classes
antibioticas, especialmente patogénicos do Homem, em infegdes ¢ atualmente um
problema de saude publica a nivel mundial (Glasner et al., 2015). Este facto ¢ de grande
importancia tanto em meio hospitalar como na comunidade, por condicionar a medicina

e as opgoes terapéuticas disponiveis e por norma mais apropriadas (Potron et al., 2015).

Dentro das bactérias que apresentam este perfil, destacam-se o Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ¢ Staphylococcus aureus, pelo seu aumento de
reportagdo nos ultimos anos, pela emergéncia de diferentes clones multirresistentes, € por
serem frequentemente identificadas ndo s6 como microrganismos MDR, mas também
como XDR e PDR. Tendo em conta estes factos, o presente trabalho focou-se em explorar

as prevaléncias de clones multirresistentes destas espécies.

5. Acinetobacter baumannii

5.1. Microbiologia

A. baumannii ¢ um cocobacilo de Gram-negativo, ndo fermentador de glucose,
estritamente aerdbio, catalase positivo e oxidase negativo (Barroso et al., 2014). Foi
descrito pela primeira vez como uma espécie independente do género Acinetobacter no
ano de 1986 (Ali, Botha, & Tiruvoipati, 2014). Ao longo dos anos sofreu alteragdes a
nivel taxondmico, sendo atualmente da ordem Psecudomonadales ¢ membro da familia
Moraxellaceae. Apesar de nos anos 60 ser considerado um microrganismo com baixa
patogenicidade (Kempf & Rolain, 2012), ¢ atualmente considerado um microrganismo
patogénico, ou seja capaz de causar doenga, e oportunista, responsavel por cerca de 2-
10% de todas as infegdes hospitalares causadas por microrganismos de Gram-negativo.
A severidade das infe¢des causadas varia de acordo com a estirpe que causou a infe¢do e
de acordo com a propria infe¢do que ela provocou, podendo as taxas de mortalidade variar

entre 8-35% (Antunes et al., 2014).

Historicamente, infe¢des provocadas por esta bactéria s6 comecaram a ser
consideradas um problema significativo no inicio dos anos 70, tendo em conta que até tal
data a grande maioria das estirpes era sensivel aos antibioticos por norma utilizados

(Antunes et al., 2014). Surtos por este microrganismo, sdo observados apenas dez anos
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mais tarde, nos anos 80, em paises europeus como Franga, Alemanha, Espanha, Italia,
entre outros (Kempf & Rolain, 2012). Desde entdo, e até a atualidade, a importancia de
A. baumannii tem vindo a aumentar de forma gradual, sendo hoje em dia classificado,
segundo a Sociedade Americana de Doengas Infeciosas, como um dos seis patogénicos
MDR de maior importancia a nivel hospitalar, responsaveis por um elevada morbilidade

e mortalidade entre pacientes (Qureshi et al., 2015).

Este microrganismo apresenta elevada resisténcia intrinseca a diversas classes
antimicrobianas e apresenta intrinsecamente duas  — lactamases no seu genoma: uma
AmpC B-lactamase ¢ uma oxacilinase. Contudo, a sua importancia clinica tem crescido,
particularmente, durante a ultima década (Kempf & Rolain, 2012), devido a sua
capacidade em adquirir resisténcia a multiplas classes de antibidticos, o que conduziu a
uma reducdo nas opgdes terapéuticas utilizadas (Ahmed & Alp, 2015; Qureshi et al.,

2015), sendo descrito com frequéncia, nos tltimos dez anos, estirpes MDR, XDR e PDR.

Contudo, ainda nao se encontra totalmente esclarecido se determinadas estirpes
epidémicas sdo importantes para a aquisi¢ao de fenotipos MDR, ou se os fenotipos MDR

sdo importantes para estirpes individuais se tornarem epidémicas (Antunes et al., 2014).

Esta rapida emergéncia a nivel mundial de estirpes de 4. baumannii resistentes a
todos os B- lactamicos, incluindo os carbapenemos, mostra a extraordinaria capacidade

adaptativa desta bactéria face a pressao seletiva do meio (Kempf & Rolain, 2012).

A. baumannii causa doenca no organismo humano associando esta capacidade de
desenvolver mecanismos de resisténcia a grande maioria das classes terapéuticas
existentes, ao tipo de interagdo estabelecida com o doente e com a sua persisténcia no
ambiente de saude (Perez et al., 2007). Este microrganismo, ¢ capaz de promover surtos
infeciosos intra e inter-hospitalares e de disseminar determinados clones de forma

eficiente a nivel internacional (Karah, Sundsfjord, Towner, & Samuelsen, 2012).

,

E sempre necessario um juizo clinico cuidado de forma a separar os casos de
infecdo dos casos de colonizacao nosocomial, tendo em conta que, ao contrario do que

acontece com a infegdo, deve evitar-se o tratamento de casos de colonizacdo (Cunha,

2016)

Estudos comparativos feitos a estirpes envolvidas em surtos infeciosos,

identificaram geograficamente a elevada ocorréncia e a taxa de sucesso de trés clones
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diferentes em hospitais Europeus, dando-lhes inicialmente a designagdao de clones
Europeus EC I-IIl. Em estudos realizados posteriormente, estes clones foram
identificados a nivel mundial tendo a sua designagdo sido alterada para clones
internacionais /C I-IIl. O aparecimento de tais clones aparenta ter um importante papel

no aumento da ocorréncia de infegdes por A. baumannii (Karah et al., 2012).
5.2. Clinica

Este microrganismo ¢ atualmente reconhecido como um dos principais
responsaveis por infe¢cdes adquiridas a nivel hospitalar (Antunes et al., 2014). Contudo,
este agente patogénico pode, ainda que de forma menos comum, causar infecdes a nivel

comunitario.

Dentro das infe¢des nosocomiais, destacam-se as infe¢des da corrente sanguinea
e as pneumonias associadas a utilizacao de um ventilador (PAV) (Kempf & Rolain, 2012).
Outras infe¢des ocorrem a nivel da pele e dos tecidos moles (IPTM), feridas (Ali et al.,
2014), trato urinario e meningite secundaria, mas de um modo menos frequente (Antunes
et al., 2014). A. baumannii pode facilmente entrar em contato com a corrente sanguinea
através de feridas abertas, ventiladores ou através de um cateter (Kempf & Rolain, 2012).
Apresentando-se como um agente patogénico oportunista infeta sobretudo doentes
imunodeprimidos que: sofram de alguma doenca debilitante, tenham estado sujeitos a
procedimentos cirurgicos extensos e hospitalizados durante um grande periodo de tempo.
Para além disso, encontra-se mais associado ao sexo masculino ¢ a uma idade mais

avancada (Antunes et al., 2014).

As IPTM, principalmente celulite severa, provocadas por 4. baumannii, sao
associadas a elevadas taxas de mortalidade independentemente da institui¢do de um

tratamento apropriado (Ali et al., 2014).

Por outro lado, os isolados desta bactéria podem causar bacteriémia, pneumonia,
infegdes nos olhos, e ainda endocardite. Ao contrario do que acontece com as IACS, estas
infegdes encontram-se mais associadas a idades avangadas, ao alcoolismo, tabagismo,
Diabetes Mellitus, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e doenga renal (Antunes
et al., 2014). Foi descoberto que trés fatores determinam o prognostico de pacientes com
bacteriémia provocada por A.baumannii resistentes aos carbapenemos (CRAB): as
caracteristicas especificas do género da bactéria, as caracteristicas do paciente e a

severidade da doenga (Nutman et al., 2014).
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De um modo geral, ndo ¢ possivel afirmar que uma infecdo por 4. baumannii
adquirida em meio hospitalar seja mais severa e com maiores taxas de mortalidade que

uma infe¢do adquirida na comunidade (Antunes et al., 2014).

Curiosamente, tem sido notada a existéncia de um fendmeno associado a este
microrganismo; baseia-se no facto de terem surgido diversas infegdes, derivadas de
ferimentos, em zonas de conflito tanto no Iraque como no Afeganistdo. Tem sido posta a
hipotese que o uso de morfina nos doentes com ferimentos de combate possa potenciar
as infegdes por A. baumannii, possivelmente como resultado do seu efeito
imunodepressor. Contudo, esta maior predisposi¢dao para infecdes ainda ndo pode ser
associada ao uso de morfina, tendo em conta que as mesmas podem ser um reflexo da
pressdo extrema que se vive nos hospitais desses locais, em que muitas das vezes as

precaugdes e o controlo das infe¢des, se encontra diminuido (Antunes et al., 2014).

6. Pseudomonas aeruginosa

6.1. Microbiologia

P. aeruginosa ¢ um bacilo de Gram-negativo de forma linear ou ligeiramente
curva, flagelado, ndo fermentador de lactose, oxidase positivo e aerdbio (Barroso et al.,
2014). Pertence a ordem Pseudomonadales e a familia Pseudomonadaceae.

E mundialmente considerado um microrganismo oportunista patogénico tio
importante, de tal modo que € raro o tecido imunocomprometido que o0 mesmo nao infete,
ao contrario do que acontece com os tecidos saudaveis em individuos sdos (Gillespie &

Hawkey, 2006).

Possui necessidades nutricionais muito simples e reduzidas, podendo o seu
crescimento ser observado em varias solu¢des aquosas, como soro, dgua destilada,
antisséticos, colirios, piscinas e até em desinfetantes (Gillespie & Hawkey, 2006). Deste
modo, pode ser isolado de amostras de dgua, solo, plantas, animais e do ser humano. Tem
sido isolado de superficies inorganicas hospitalares completamente distintas, desde

ventiladores a equipamentos de intubagdo (Olivares et al., 2013).

Além das suas necessidades nutritivas reduzidas € tolerante a uma grande
variedade de condicdes fisicas, incluindo a temperatura. A sua temperatura 6tima de

crescimento ¢ 37 graus, contudo possui capacidade para crescer até 42 graus, o que a
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distingue em meio laboratorial das restantes espécies de Pseudomonas. Em adicao, sao
distintas das restantes bactérias pela cor verde caracteristica das culturas, resultante da

associagdo do pigmento pioverdina com o pigmento piocianina (Barroso et al., 2014).

P. aeruginosa ¢ um dos agentes infeciosos de maior relevancia na atualidade,

capaz de causar infe¢des oportunistas no ser humano (Oliver et al., 2015).

De forma sintética, a versatilidade para sobreviver com as minimas condi¢des
nutritivas, tolerancia a condi¢des adversas e capacidade de combinar diferentes
mecanismos de resisténcia, faz desta bactéria um dos mais importantes agentes
patogénicos oportunistas nosocomiais (Olivares et al., 2013), tendo estudos recentes

comprovado a aplica¢do da terminologia MDR, XDR e PDR (Viedma et al, 2012).
6.2. Clinica

P. aeruginosa existe naturalmente no ambiente, encontrando-se frequentemente
associada a infe¢des no ser humano (Streeter & Katouli, 2016) com gravidade variavel
consoante o 6rgio infetado (Barroso et al., 2014). E capaz de causar um largo espectro de
infegdes quando as fungdes fisiologicas normais se encontram debilitadas, incluindo

neutropenia e alteracdo da clearance do muco (Streeter & Katouli, 2016).

Tal como acontecia com A4. baumannii, ¢ simultaneamente responsavel por
infecdes do trato respiratério e por infe¢des sanguineas nosocomiais (Ciofi Degli Atti et
al., 2014). E uma das mais frequentes e severas causas de IACS agudas em pacientes
imunocomprometidos ou internados em unidades de cuidados intensivos (UCI) (Oliver et

al., 2015; Potron et al., 2015).

A nivel hospitalar causa com frequéncia infe¢des do trato respiratorio e do trato
urinario. A nivel do trato respiratdrio, ¢ mundialmente conhecida pela sua capacidade em
colonizar de forma permanente as vias respiratorias de doentes com fibrose cistica,
originando infe¢des cronicas (Streeter & Katouli, 2016). A presenga de muco altamente
viscoso, associado a presenca de capsulas constituidas por alginato (Barroso et al., 2014),
nas vias aéreas, caracteristica essencial desta doenca, causa obstrucdo, promovendo a

colonizacdo por este microrganismo (Streeter & Katouli, 2016).

Doentes que nao sofram de fibrose cistica, podem também sofrer colonizag¢dao do

trato respiratorio (Streeter & Katouli, 2016), especialmente doentes com outras patologias
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como a DPOC, sendo considerado o microrganismo mais severo e frequente tanto em

fibrose cistica, como na DPOC, e bronquiectasias (Oliver et al., 2015).

A nivel respiratério € igualmente um agente causador de HAP — hospital acquired
pneumonia. Esta pneumonia ¢ por norma adquirida através do uso de um ventilador
(PAV) (Streeter & Katouli, 2016), sendo o agente patogénico n°l causador de PAV,

associado a uma taxa de mortalidade superior a 30% (Oliver et al., 2015).

A nivel do trato urinario, causa infegdes especialmente em individuos com
cateteres (Barroso et al., 2014), devido a presenca de biofilmes bem estabelecidos, como
forma de entrada. Além deste dispositivo médico, também outros podem ser associados
a infecdes por este microrganismo, nomeadamente a realizagdo de procedimentos
cirargicos (Streeter & Katouli, 2016). Os dispositivos médicos contaminados, as fontes
ambientais ¢ a transmissao de individuo para individuo sdao os principais fatores para a

emergéncia de surtos nosocomiais por este microrganismo (Ali et al., 2014).

ITPM, como feridas e queimaduras, sdo igualmente reportadas em meio hospitalar
e revelam elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. Em adi¢do, este microrganismo
pode disseminar-se a partir do seu local primario de infecdo e entrar na corrente
sanguinea, provocando septicémia, conduzindo novamente a um aumento das elevadas
taxas de mortalidade (Streeter & Katouli, 2016). A septicémia € caracterizada por lesdes
escuras na pele e encontra-se associada a individuos por norma imunocomprometidos

(Barroso et al., 2014).

A nivel comunitdrio, as infecdes mais frequentes incluem foliculite, endocardite,
pneumonia (Barroso et al., 2014), otites externas superficiais e infecdes da cornea. Esta
descrita como a bactéria mais devastadora da cornea, onde produz ulceragdo e queratite
(Gillespie & Hawkey, 2006). Associado ao facto de P. aeruginosa conseguir multiplicar-
se em solugcdes de limpeza de lentes de contato, infecdes da coérnea ocorrem
preferencialmente em individuos com utilizagdo prolongada de lentes de contacto, devido

a abrasao corneana provocada pelas mesmas (Streeter & Katouli, 2016).

Para além disso pode ainda colonizar e/ou infetar o trato gastro intestinal (Ciofi

Degli Atti et al., 2014).
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7. Staphylococcus aureus
7.1. Microbiologia

S. aureus € um cocobacilo de Gram-positivo imovel, anaerdbio facultativo, que
pertencente a ordem Bacillales e a familia Staphylococcaceae, capsulado, coagulase
positiva e catalase positiva e que expressa uma inimera variedade de proteinas, toxinas e
polissacarideos a nivel extracelular, o que contribui para a sua viruléncia (Barroso et al.,

2014).

Apresenta-se tanto como um microrganismo comensal como um agente
patogénico oportunista envolvido em infe¢des piogénicas e toxicas (Oksuz et al., 2013)
de sucesso tanto a nivel hospitalar como a nivel comunitdrio (Uhlemann, Otto, Lowy, &

DelLeo, 2014).

Como microrganismo comensal, coloniza assintomaticamente cerca de 20-30%
da populacao mundial (Kaleni¢, 2012). Os seus locais de colonizagdo sao por norma as
narinas (Barroso et al., 2014) e alguns tecidos cutineos, apesar de também poder ser
encontrado nas mucosas da garganta, nas virilhas e intestinos (Kaleni¢, 2012). Os
restantes 80% da populagdo sdo colonizados intermitentemente por este microrganismo.
Deste modo, portadores nasais t€ém sido descritos como mais predisponiveis para uma
infecdo, tendo em conta que por norma a estirpe que coloniza a regido nasal possui
exatamente o mesmo genotipo que a estirpe que infeta a mesma regido (Purrello et al.,

2014).

Como microrganismo patogénico, diversos fatores parecem contribuir para o seu
sucesso, dentro dos quais se destacam como mais importantes: a sua capacidade para
persistir como microrganismo comensal, a sua frequente multiresisténcia a agentes
antimicrobianos e os seus diversos fatores de viruléncia (Uhlemann et al., 2014). Até
agora, mais de 30 fatores de viruléncia foram descritos, estando associados a patologias

clinicas particulares (Kaleni¢, 2012).

Este microrganismo adapta-se com extrema facilidade a condi¢cdes ambientais e
nutritivas diversas, como altas concentragdes de sal ou baixo pH (Kaleni¢, 2012). Pode
desenvolver-se entre temperaturas dos 18-40°C (Barroso et al., 2014), sendo que a sua

temperatura 6tima de crescimento € entre os 35-37°C. A transmissao deste microrganismo
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ocorre preferencialmente por contato direto, contudo, esta bactéria pode sobreviver por

longos periodos em objetos (Simdes et al., 2011).

A elevada frequéncia de genes de resisténcia e a sua capacidade em transferi-los
de forma horizontal para outros microrganismos, foi comprovada por estudos onde foram
completamente sequenciados genomas de aproximadamente dez estirpes de S. aureus,
que demonstraram um elevado nimero de elementos genéticos moéveis (Kaleni¢, 2012).
Esta capacidade confere em primeiro lugar, a possibilidade de isolados inicialmente
suscetiveis adquirirem resisténcia aos antibidticos por norma utilizados (Purrello et al.,
2014). De facto, a resisténcia a penicilina foi descrita apenas dez anos apds a sua
introdugdo nas praticas clinicas. Atualmente, quase 100% das estirpes de S. aureus produz
B-lactamases capazes de bloquear a agao da penicilina. Na mesma linha de pensamento,
apenas um ano apos a introdu¢do da meticilina na pratica clinica, a primeira estirpe de
resisténcia a este antibidtico foi isolada de sangue de um doente com bacteriémia no
Reino Unido (Kaleni¢, 2012). A meticilina ¢ um antibidtico B-lactdmico e como tal atua
pela inibicdo das PBPs que se encontram envolvidas na sintese do peptidoglicano
(Stapleton & Taylor, 2007). A resisténcia a este antibiotico € codificada pelo gene mecA
localizado na cassette cromossomal estafilococica — SCCmec, que medeia a producao de
PBP (Kaleni¢, 2012). Foi descrito que as estirpes resistentes a meticilina apresentam

tipicamente uma distribuicao geografica (Grundmann et al., 2014).

“Taking the world as a whole, MRSA was responsible for the largest epidemic of

healthcare-associated infections that ever occurred in the world.” (Kaleni¢, 2012).

A estirpe MRSA - Staphylococcus aureus resistentes a meticilina — ¢, como se
pode deduzir da frase apresentada no paragrafo anterior, a mais frequentemente isolada
em infecdes nosocomiais em todo o mundo, trazendo consigo importantes taxas de
mortalidade e morbilidade, dura¢do da hospitalizacao (Simdes et al., 2011) e um elevado

peso econdmico e politico (Mendes, 2010).

A disseminagao global das estirpes MRSA ocorreu essencialmente nos ultimos 20
anos. Primeiramente, estas estirpes foram observadas em meio hospitalar, dando origem
a sua designa¢ao HA-MRSA — hospital- acquired MRSA, que atualmente causam cerca
de 10-12% das IACS. As estirpes com designacdo CA-MRSA — community- acquired

MRSA - foram encontradas em individuos sem qualquer contacto anterior com
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institui¢des de cuidades de saude (Smith & Wardyn, 2015) e tém emergido gerando uma
preocupacao adicional a nivel da satde publica (Simdes et al., 2011). Uma década mais
tarde, indentificou-se entdo um terceiro tipo de MRSA associado a individuos que
trabalhem ou que estejam em contacto com o gado: LA-MRSA - [livestock- associated
MRSA (Smith & Wardyn, 2015). Infecoes MRSA em animais sdo particularmente
importantes por aturarem como um reservatdrio para infegdes zoondticas em humanos

(Paterson, Harrison, & Holmes, 2014).

A nivel das infe¢des sanguineas associadas ao meio hospitalar, os microrganismos
MRSA e MSSA sdo a segunda causa mais frequente, estando associadas a uma estadia

hospitalar mais longa e a taxas de mortalidade mais elevadas (Purrello et al., 2014).

CA-MRSA ¢ geneticamente diferente das estirpes HA- MRSA. A distin¢do entre
os dois grupos ¢ pouca, tendo em conta, que nos dias de hoje, CA-MRSA apresenta
elevada multirresisténcia ¢ ¢ endémico em muitos hospitais. No ano de 2011, a
prevalencia de HA-MRSA em Portugal era de cerca de 49.1%, sendo das mais elevadas

do continente (Simdes et al., 2011).

Tendo em conta o carater resistente e habil desta bactéria, tem-se verificado um
agravamento da situacdo, justificada pelo aparecimento de surtos a nivel comunitario e
pelo aparecimento de estirpes com resisténcia intermédia — VISA — ou completa a
vancomicina - VRSA (Mendes, 2010). O termo VISA descreve estirpes que apresentam
um aumento da concentragdo minima inibitéria (CMI) e consequentemente uma
diminui¢do da suscetibilidade a vancomicina em estirpes MRSA (Gardete & Tomasz,
2014). As percursoras das estirpes VISA sdo as hetero-VISA (hVISA), que apresentam
resisténcia intermédia heterogenea a vancomicina (Matsuo, Cui, Kim, & Hiramatsu,

2013).

Estirpes VISA foram inicialmente descritas em 1997 no Japao (Gardete &
Tomasz, 2014), e desde 2002 diversos casos de resisténcia tém sido descritos. Estes casos
contam com uma fraca disseminagdo mas conduzem a uma redugdo da efetividade do

antibiotico (Kaleni¢, 2012).

As estirpes MRSA tém desenvolvido ao longo das décadas, resisténcias a outros
antibidticos utilizados para tratar infecdes estafilicocicas como os macroélidos,

quinolonas, co-trimoxazol, rifampicina, 4cido fusidico, entre outros (Kaleni¢, 2012), o
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que conduz ao isolamento e a existéncia de, especialmente nesta espécie, diversos clones

com diferentes genes de resisténcia associados.

Tendo em conta a elevada diversidade clonal de estirpes MRSA, a detegdo e o
diagnostico em situacoes clinicas € de extrema importancia, principalmente por informar

sobre o melhor tratamento individualizado (Paterson et al., 2014).

Tendo em conta esta situagdo problematica, varias medidas preventivas foram
tomadas a nivel hospitalar. Todas estas medidas incluem o seguimento de guidelines que
os hospitais, com menor ou maior sucesso, devem cumprir. As medidas preventivas de
maior importancia recaem sobre: cuidados especificos a ter com cateteres vasculares
centrais, descontaminagdo do ambiente de trabalho e dos equipamentos utilizados,
higienizacdo das maos, isolamento de pacientes infetados e até colonizados com estirpes

resistentes e uma selegao ativa de portadores na admissao no hospital (Kaleni¢, 2012).
7.2. Clinica

S. aureus pode ser, como ja foi referido, um microrganismo comensal. Como tal,
pode causar infecdo em doentes imunocomprometidos ¢ em hemodialise (Uhlemann et

al., 2014).

Naultima década, a incidéncia de infegdes por este microrganismo tem aumentado
e atualmente, S. aureus ¢ um microrganismo que causa um variado leque de infecdes
clinicas, sendo frequentemente associado a infe¢des da pele e dos tecidos moles, dos ossos
e das articulagdes, pneumonia, bacteriemia (Kang, Song, Ko, Chung, & Peck, 2011) e
infecdes relacionadas com dispositivos médicos (Tong, Davis, Eichenberger, Holland, &
Fowler, 2015), como cateteres e ventiladores. Por possibilitar infecdes por meio de
ventiladores, encontra-se largamente associado a condi¢des pulmonares severas como

PAV (Uhlemann et al., 2014).

A bacteriemia ¢ a manifestacdo clinica mais bem descrita desta bactéria (Tong et
al., 2015), e esta frequentemente associada a infe¢cdes primariamente resultantes de uma
intervengao cirurgica ou do uso de dispositivos médicos como os cateteres. A endocardite
infeciosa por S. aureus € a causa mais comum de endocardites nos paises desenvolvidos
(Tong et al., 2015) e surge como uma manifestagdo resultante de bacteriémias (Barroso

et al., 2014; Uhlemann et al., 2014).
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A nivel das IPTM pode causar abcessos e celulite purulenta. Osteomielite e artrite
séptica (artrite de origem infeciosa) sdo as manifestagdes clinicas mais frequentes a nivel

das infe¢des da pele e dos tecidos moles (Tong et al., 2015).

Atualmente, as estirpes de S. aureus encontram-se bem estabelecidas em meio
hospitalar, sendo as estirpes MRSA uma das causas mais comuns de IACS, e na

comunidade (Uhlemann et al., 2014).

A nivel comunitario, pode ainda causar doenga pela produ¢ao de toxinas, como ¢
o caso da sindroma do choque téxico, da sindroma da pele escaldada, do impetigo e das
intoxicagdes alimentares (Barroso et al., 2014). O sindrome do choque toxico,
desenvolve-se em adolescentes ¢ mulheres menstruadas devido ao tempo excessivo de

uso de tampdes com fibras sintéticas (Uhlemann et al., 2014).
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CAPITULO II - METODOLOGIA

Pretendeu-se com este trabalho realizar um estado da arte sobre a “Epidemiologia
molecular de estirpes bacterianas multirresistentes: Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus”. Para tal realizou-se uma revisao
bibliografica de trabalhos cientificos publicados, utilizando um método exploratorio,
critico e interpretativo desses conteudos. O caracter exploratorio foi utilizado em bases

de dados cientificamente validadas como o caso do Pubmed.

Por questdes de volume de trabalho, tempo limitado e pertinéncia, optou-se por
analisar os trabalhos publicados durante os ultimos seis anos (2010-2016) e realizados na
Europa. Os trabalhos anteriores a esta data e realizados fora da Europa foram igualmente

tidos em conta, mas exclusivamente nos capitulos introdutorios.

A pesquisa efetuada baseou-se nas caracteristicas gerais, laboratoriais e clinicas,
mas sobretudo nas caracteristicas epidemiologicas moleculares das trés espécies
bacterianas acima referidas: designacdo dos clones associados a resisténcias e as suas
respetivas prevaléncias, genes de resisténcia e fatores de viruléncia. Foi também dada
importancia a localizag¢do europeia dos estudos, o periodo em que o mesmo decorreu e os

métodos utilizados na epidemiologia molecular.
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CAPITULO III - RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESULTADOS

De modo a que fosse possivel realizar posteriormente ligagdes e comparagdes
entre a prevaléncia epidemioldgica dos clones presentes nas estirpes multirresistentes,
optou-se por utilizar apenas a nomenclatura clonal proveniente da técnica MLST, nos
resultados e na discussdo dos mesmos, por ser considerada atualmente a técnica universal

e gold-standard na genotipagem (Seidl et al., 2015).

Esta técnica — MLST — permite a comparagdo de resultados entre laboratorios
contribuindo para uma melhor e mais facil compreensdo da epidemiologia molecular a
nivel mundial, e neste caso europeia, permitindo analisar as relagdes entre os fendtipos e
genoétipos de determinada espécie bacteriana. (Da Silva, Mendonga, Batista, & Duarte,

2010)

Em relagdo a genotipagem de estipes de A. baumannii, existem duas bases de
dados para fins comparativos. Optou-se por utilizar a nomenclatura referente a base de
dados Pasteur’s MLST, por, embora possuir apenas 587 isolados face aos 630 isolados

da base de dados PubMLST, ser uma base de dados mais recente. (Zarrilli et al., 2013)

Como pode ser verificado pela analise das tabelas abaixo apresentadas, existe uma
maior diversidade de clones e suas respetivas associagdes a nivel dos genes de resisténcia
em estirpes de S. aureus, do que em estipes de P. aeruginosa ¢ A. baumannii. Esta
diferenca baseia-se sobretudo nas caracteristicas gerais e intrinsecas de cada bactéria, ou
seja, bactérias como P. aeruginosa e A. baumannii ja possuem um elevado nimero de

resisténcias intrinsecas o que conduz a uma menor variagdo nas resisténcias adquiridas.

1. Acinetobacter baumannii
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1.1. Resisténcias descritas

Como referido anteriormente, A. baumannii apresenta de forma intrinseca
resisténcia a uma variedade de agentes terap€uticos; ampicilina, amoxicilina e acido
clavulanico, cefazolina, cefotaxima, cefriaxona, trimetropim e fosfomicina sdo disso

exemplos (Karah et al., 2012).

Os antibioticos de escolha para o tratamento de infegdes causadas por este
microrganismo incluem os aminoglicosideos, as fluoroquinolonas (Karah et al., 2012) e
os carbapenemos (Kempf & Rolain, 2012). Para o tratamento de infe¢des por MMR de
A. baumannii, os carbapenemos foram considerados os antibioticos apropriados (Qureshi

etal., 2015).

Apesar dos efeitos adversos associados e da sua incapacidade de tratar todos os
tipos de infegdes, a colistina também tem sido considerada uma opgao terapé€utica para o
tratamento de infe¢des por esta bactéria devido a emergéncia e a elevada prevaléncia de
estirpes multirresistentes (Kempf & Rolain, 2012), estando descrito como o antibidtico
mais efetivo e de ultima linha (Antunes et al., 2014). Este antibiotico foi descoberto em
1949, utilizado nos anos 50 e abandonado nos anos 80 devido a elevada incidéncia de
nefrotoxicidade. Nas ultimas duas décadas, tem sido utilizado em pacientes com fibrose
quistica, que apresentem infe¢des por bactérias de Gram-negativo, sob a forma de

aerossol ou por via intravenosa (Kempf & Rolain, 2012).

A resisténcia aos aminoglicosideos ¢ especialmente mediada pela producao de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos — EMGs. Genes como aphAl, aphA6,
aphAlS5 fosfotransferase, aacCl, aacC2, aacA4, aac (6°) -lad, t€m sido descritos como
codificadores para tais enzimas; associagdes concomitantes destes genes tém também

sido reportadas (Karah et al., 2012).

Estirpes de A. baumannii, com genes que codifiquem para a presenca de uma
enzima mediadora de uma elevada resisténcia aos aminoglicosideos. — 16S rRNA metilase
ArmA —, tém sido igualmente identificadas. De modo sucinto, esta enzima protege
indiretamente os locais alvo dos antimicrobianos através da metilagdo pos - transcricional
dos mesmos, levando posteriormente a uma menor afinidade do 16S rRNA aos

glicosideos (Karah et al., 2012).
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Por outro lado, as resisténcias adquiridas por este microrganismo as quinolonas
devem-se sobretudo a mutagdes cromossomais na regiao determinante dos genes gyrA e
parC, e na subsequente producao de enzimas DNA gyra e DNA topoisomerase [V de
forma modificada. E ainda descrito que, para obter uma elevada taxa de resisténcia a este

antibiotico, deve existir, nesta regido, uma dupla mutacao (Karah et al., 2012).

A resisténcia aos carbapenemos, ¢ um fendmeno relativamente recente, apesar da
resisténcia a este antibidtico ter sido reportada no inicio dos anos 90 (Kempf & Rolain,

2012).

Tendo em conta a atual emergéncia de diversas resisténcias associadas aos
carbapenemos em 4. baumannii, € consequente preocupacao pela expansao destes clones,
propusemo-nos a pesquisar ¢ analisar dados europeus dos ultimos seis anos, referentes a

esta problematica.

Esta tematica ¢ de enorme importancia, uma vez que infegcdes por estirpes
multirresistentes de A. baumannii levam a tratamentos a longo prazo, com procedimentos
de diagndstico, terapéutica e controlo da infecdo de elevados custos econdmicos
(Mammina et al., 2012), mas também a uma necessidade de utilizar tratamentos de ultima

linha, muitas vezes associados a efeitos adversos vastos.

O mais emergente mecanismo de resisténcia aos carbapenemos, nos
microrganismos de Gram-negativo, recai sobre a produ¢do de MBLs — metalo — f —
lactamases. Dentro deste grupo, as enzimas mais prevalentes € as quais se encontra
associada uma maior ameaca clinica sdo as enzimas pertencentes a familia VIM e IMP

(Grosso et al., 2015).
1.2. Resisténcia aos carbapenemos

Por norma, todos os isolados de 4. baumannii possuem intrinsecamente uma
blaoxa-s1 B-lactamase — uma carbapenemase de baixa atividade. Além disso, numa vasta
proporgao de isolados de diferentes areas geograficas, a resisténcia aos carbapenemos ¢
mediada pela aquisi¢do de enzimas de classe B ou classe D hidrolisantes dos
carbapenemos (Mammina et al., 2012). Da classe D de carbapenemases destacam-se a
OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-143, OXA-235 e a enzima intrinseca OXA-51, ja

referida anteriormente (Principe et al., 2014). Segundo a literatura, o gene blaoxa-ss tem
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sido o gene, pertencente a classe D de carbapenemases, mais prevalente em Italia

(Mammina et al., 2012).

Em Portugal, um estudo com o objetivo de identificar STs associados a resisténcia
a carbapenemos foi realizado durante 1998-2009, Tabela 1. E de denotar o largo periodo
de estudo, tendo em conta que por norma, os periodos de estudo sdo de relativamente
poucos anos. Durante esta observacao foram recolhidos em Portugal cerca de 540 isolados
de A. baumannii, que, apos a realizacao de TSA, foram divididos em trés grupos: grupo
A —resistente aos B-lactamicos, mas suscetivel a aminoglicosideos e quinolonas -, grupo
B — resistente a todos os antibidticos exceto tobramicina, amicacina e colistina -, € grupo
C — resistente a todos os B-lactdmicos, mas suscetivel & gentamicina, netilmicina,
tobramicina, amicacina e colistina. Para efeitos de genotipagem molecular, apenas foram
utilizados 15 isolados de cada grupo de suscetibilidade antimicrobiana (Da Silva et al.,

2010).

Utilizando a base de dados Pasteur’s MLST, os isolados foram identificados em
ST2 e ST32, com respetivamente 20% e 80% de prevaléncia face a todos os isolados
analisados. E de denotar, que o clone ST2, pertencente ao CC2, ¢ igualmente conhecido
como European Clone 11 ou como International Clone 1. Esta designacdo surgiu da
caracterizacao genotipica de linhagens clonais distintas de 4. baumannii multirresistentes
que se encontram largamente disseminadas a nivel europeu (Mammina et al., 2012) e a

nivel mundial.

Em artigos de revisdo, possiveis de consultar na Tabela 2., foram reportadas mais
uma vez associagoes entre o CC2 e o /C-II, concluindo que ambos se encontram

intimamente relacionados (Karah et al., 2012; Zarrilli et al., 2013).

De acordo com o estudo, os genes de resisténcia identificados em Portugal foram
apenas dois, divididos consoante os grupos de suscetibilidade antimicrobiana. No grupo
A, trés isolados demonstraram a presenca do gene IMP-5 MBL, e no grupo B e C, nove
e trés isolados respetivamente, demonstraram a presenga do gene blaoxu-40. Neste estudo,
ao contrario do que acontece nos restantes analisados neste trabalho, foram também
pesquisados fatores de viruléncia, sendo identificados o fator pAicu20 e o fator pAicu32,

que contribuem para a viruléncia do clone ST2 (Da Silva et al., 2010).
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E de elevada importancia referir que os trés isolados que apresentaram o gene
IMP-5, foram recolhidos apenas de um hospital e ndo foram identificados nos anos

posteriores ao seu isolamento, sendo associados ao clone ST32 (Da Silva et al., 2010).

Num estudo mais recente, realizado em Palermo, Italia, com o objetivo de analisar
a disseminagdo e a prevaléncia clonal de CRAB nas UCI desta cidade, revelou que a
prevaléncia do clone ST2 foi de cerca de 96%, em 61 bactérias resistentes aos
carbapenemos isolados de 36 pacientes, tendo sido o trato respiratério o local mais
comum de infe¢do. Associado a este clone, foi identificada a presenga do gene blaoxa-23,

responsavel pela resisténcia aos carbapenemos (Mammina et al., 2012).

O clone ST78, conhecido como Italian Clone, foi isolado pela primeira vez em
Népoles, no ano de 2006, e apresenta uma larga disseminacdo em Itdlia (Principe et al.,
2014). Foi identificado nas UCI em Palermo, com uma prevaléncia de 4%; e identificado

de igual forma por 23 laboratdrios italianos com uma percentagem de 1.2% em 246
CRAD.

Apesar do primeiro estudo se ter realizado entre outubro de 2010 a margo de 2011
e o segundo estudo de maio 2011 a junho 2011, e de se verificar uma diferenca bastante
significativa na prevaléncia do clone ST78 — 4% para 61 isolados e 1.2% para 246
isolados — nao foi possivel concluir sobre a diminui¢ao da dissemina¢ao do mesmo, pela
insuficiéncia de dados comparativos em ambos os estudos (Mammina et al., 2012;

Principe et al., 2014).

A grande maioria dos isolados bacterianos analisados nos 23 laboratorios italianos
era resistente aos aminoglicosideos, fluoroquinolonas e carbapenemos (Principe et al.,
2014), retratando o conceito de multirresisténcia aos antibidticos. Associadas a estas
resisténcias foram identificadas as enzimas OXA-23 e OXA-58, sendo que seis isolados
obtidos de pacientes hospitalizados partilhavam ambas as enzimas, mostrando um perfil

de resisténcia aos antibidticos bastante mais elevado.

Como ja foi referido, o gene blaoxa-ss tem sido o gene, pertencente a classe D de
carbapenemases, mais prevalente em Italia. Contudo, e de acordo com dados atuais, tem-
se verificado uma gradual substituicdo pelo gene blaoxs-23 (Mammina et al., 2012), mais
predominante em Franca (Jeannot et al., 2014). Esta substituicdo encontra-se associada a

um aumento dos valores de CMI dos antibidticos necessarios para o tratamento de
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infe¢cdes com microrganismos com este gene de resisténcia, o que acaba por constituir
uma vantagem seletiva para as bactérias que o possuam. Este facto permite afirmar que a
resisténcia conferida por este gene € a chave para o sucesso de estirpes epidémicas que o

transportam (Mammina et al., 2012).

O clone ST2, foi ainda previamente identificado em Francga, entre dezembro de
2010 e agosto de 2011, com uma prevaléncia de 64% em 110 CRAB. Pela técnica de
MLST, foram também identificados os clones ST115, ST1, ST20, ST125, ST25, ST8S5 e
ST107, com prevaléncias de respetivamente 3%, 8% - ST1 + ST20 + ST125 — 6%, 5.5%
e 8% (Jeannot et al., 2014).

Tal como acontece com o clone ST2 que pertence ao CC2, também o ST1 e o ST3
pertencem ao CC1 e CC3, respetivamente. Através da literatura, é possivel afirmar que o
CCl1 se encontra intimamente relacionado com o IC-I, e que o CC3 se encontra
intimamente relacionado com o IC-III; (Karah et al., 2012; Zarrilli et al., 2013).
Relativamente ao CCl1, os isolados bacterianos deste complexo possuiam as ilhas
genomicas resistentes AbaR1, AbaR3, AbaR21 e AbaR3-like (Karah et al., 2012). O
termo ilhas genomicas resistentes descreve longas sequéncias de DNA que foram
adquiridas de outros microrganismos por elementos genéticos mdveis € que transportam
regides de resisténcia antibiotica inseridas no gene ATPase (comM) (Lee, D’Souza, Yong,

& Lee, 2016).

Em 2013, foram ainda descritas associagdes entre determinados genes e os IC. O
gene VIM-1 por exemplo, foi descrito como estando associado ao IC-1I; o gene VIM-4 ao

IC-I; e por sua vez o gene NDM-1 foi associado ao IC-I e IC-III (Zarrilli et al., 2013).

Associados aos clones identificados em Franca foram descritos o gene de
resisténcia blaoxa-23, blaper-7, blaoxa-24, blaoxa-ss € blaoxa-ss. E de denotar que os isolados
analisados que eram portadores de genes de resisténcia para os carbapenemos foram

essencialmente recolhidos de amostras do trato respiratério.

Alguns artigos utilizados nesta monografia para analisar a epidemiologia
molecular de isolados resistentes de A. baumannii e a sua prevaléncia na Europa, sdo
artigos que nao referem a ST do clone associado a uma determinada estirpe bacteriana
multirresistente, identificando apenas o seu complexo clonal. Um artigo de revisao datado
de 2012 (Karah et al., 2012) constitui um perfeito exemplo para esta situacdo; este artigo

compilou vérios estudos em paises europeus, onde foi possivel identificar o CC2, o CC1,
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0 CC3, o0 CC15 e o CC32P, apresentando os CCs prevaléncias decrescentes, ou seja, o

CC2 apresentava 20% de prevaléncia face a todos os isolados e 0 CC32P apresentava 1%.

Da analise da Tabela 2, ¢ possivel verificar que estes complexos foram isolados
em diversos paises europeus, com clones comuns entre todos, sendo que Espanha foi o
unico pais em que foram identificados todos os complexos clonais. CC2, CC15 e CC32P

foram os complexos clonais identificados em Portugal (Karah et al., 2012).

A presenca dos genes de resisténcia blaoxu-23-iike, blaoxa-ss-like, blaoxa-si, blaoxa-
132, armA e blap-s, foram associados ao CC15 e ao CC32P. Curiosamente, o gene blaox-

132¢€ 0 gene blaoxa-s; diferem em apenas um nucledtido (Karah et al., 2012)

O gene blaoxs-24 € 0 gene blaoxs-40 foram ambos identificados em Espanha e em
Portugal, enquanto os genes blaoxs-25 € blaoxs-72, que apresentam estruturas genéticas
similares (Zarrilli et al., 2013), foram identificados respetivamente em Espanha e Italia,

e na Croacia.

O clone EC — 1I foi identificado num estudo bastante recente, realizado entre
janeiro de 2012 e dezembro de 2014 (Oikonomou et al., 2015). Este clone foi identificado
utilizando uma técnica de genotipagem molecular que ndo o MLST — mas sim 3LST.
Apesar da técnica de genotipagem ser diferente da utilizada para analisar os restantes
resultados, este estudo ¢ de enorme relevancia sendo importante referi-lo por trés razdes
distintas: em primeiro lugar, pelo recente periodo de estudo e pelo facto de os resultados
serem analisados anualmente; em segundo lugar, pelo facto de existir uma prevaléncia de
100% deste clone nos 87 isolados caracterizados a nivel molecular; e em terceiro lugar,

pelo facto de ser um estudo em que sdo descritas resisténcias a colistina.
1.3. Resisténcia a colistina

O interesse clinico pela colistina tem aumentado nos ultimos dez anos, devido a
falta de novas moléculas e devido a emergéncia de isolados bacterianos de Gram-negativo

resistentes as restantes opgoes terapéuticas (Potron et al., 2015).

A resisténcia a colistina, considerada antibidtica de ultima linha contra infegdes
multirresistentes por A. baumannii, principalmente infegdes por CRAB (Qureshi et al.,

2015); (Kempf & Rolain, 2012) ¢ um fenomeno relativamente recente. Na maioria dos
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casos, a resisténcia a este antibiotico encontra-se associada a uma exposi¢do prévia

(Qureshi et al., 2015) e a um aumento do uso da colistina (Potron et al., 2015).

Em A. baumannii a resisténcia a colistina pode ser consequéncia de dois
mecanismos: mutagdes no sistema PmrAB que conduzem a alteragdes a nivel do
componente lipidico A no lipopolissacarideo (LPS), ou mutagdes nos genes IpxA4, IpxC e

IpxD que conduzem a perda total da biossintese do LPS (Potron et al., 2015).

No estudo entre janeiro de 2012 e dezembro de 2014 (Oikonomou et al., 2015)
reportaram que em 2012 a resisténcia aos carbapenemos foi de 93%, relativamente aos
88% em 2013 ¢ aos 91% em 2014. A resisténcia a colistina, foi de 1% em 2012, 2.9% em
2013 e21.1% em 2014. A andlise destes valores permite claramente verificar um aumento
significativo da resisténcia a colistina, o que sugere uma emergéncia de genes de
resisténcia. De um modo geral, nos primeiros quatro meses de 2015, a taxa de resisténcia

a colistina/carbapenemos continuou a aumentar alcancando uma percentagem de 52%

(Oikonomou et al., 2015).

Com a emergéncia de resisténcias a colistina surgem as estirpes bacterianas

resistentes a todas as classes antimicrobianas (Antunes et al., 2014).

2. Pseudomonas aeruginosa
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2.1 Resisténcias descritas

Tal como acontece com Acinetobacter baumannii, também a espécie
Pseudomonas aeruginosa apresenta genes de resisténcia intrinsecos que lhe conferem
menor suscetibilidade a determinadas classes de antibidticos, ou total perda de
suscetibilidade face a determinado antibidtico (Castanheira, Deshpande, Costello, Davies,

& Jones, 2014).

Apresenta deste modo, um elevado nivel de resisténcia intrinseca, e uma

extraordindria capacidade de se tornar ainda mais resistente.

De modo sucinto, esta bactéria apresenta resisténcia face a um determinado
antibidtico principalmente devido, a pelo menos uma das trés seguintes situagdes: 1)
sobrexpressdao de sistemas de bombas de efluxo, 2) indugdo da expressao da enzima
AmpC, e 3) diminui¢do ou até total inativagdo da porina OprD (Oliver et al., 2015;
Viedma et al., 2012). Os trés mecanismos mencionados sdao provavelmente os
mecanismos com maior impacto na suscetibilidade antibidtica (Wright, Turton,
Livermore, Hopkins, & Woodford, 2015) deste microrganismo comparativamente com

os restantes Gram — negativos (Oliver et al., 2015).

Para além de P. aeruginosa, as enzimas indutoras AmpC podem ser expressas
com niveis elevados em outros microrganismos como Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae (Jacoby, 2009)

Dependendo da situacdo e do gene envolvido, as bombas de efluxo podem
constituir um mecanismo de resisténcia que contribua consideravelmente para a
resisténcia a determinado antibiotico. Em P. aeruginosa, existem 12 sistemas de efluxo
diferentes, designados RND-type systems. Estudos anteriores revelaram que o sistema
MexAB — OprM ¢ o sistema com maior relevancia na resisténcia intrinseca a antibidticos
(Olivares et al., 2013), especialmente a fluoroquinolonas e a todos os B-lactamicos, com
exce¢do do imipenem. O sistema MexXY ¢ considerado o mais relevante face a

suscetibilidade a aminoglicosideos (Oliver et al., 2015).

Por sua vez, o sistema MexCD — OprJ, que ¢ o sistema de efluxo mais associado
a isolados bacterianos de amostras de infe¢cdes cronicas, confere, quando existe uma

sobrexpressdao do mesmo, uma menor suscetibilidade a grande maioria dos  — lactdmicos
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e aos aminoglicosideos, além de conferir um aumento na resisténcia a cefepima (Oliver

etal., 2015).

A resisténcia deste microrganismo as fluoroquinolonas, pode resultar
frequentemente de mutagdes alvo em topoisomerases, como topoisomerase IV ou DNA
girase. Tanto este mecanismo, como o mecanismo de sobrexpressao de bombas de efluxo,
conduz a uma percentagem de resisténcia a este antibidtico de cerca de 30 a 40% em

diversos paises (Oliver et al., 2015).

A resisténcia as aminopenincilinas, a maioria das cefalosporinas e ao imipenem ¢

mediada pela inducdo da expressao da B-lactamase AmpC (Oliver et al., 2015).

Uma sobrexpressdao de AmpC pode ser devida a selecdo de mutacdes em genes
como ampD, dacB e ampR; esta sele¢ao de mutagdes € um dos principais mecanismos de
resisténcia adquirida que ocorre em cerca de 20% dos isolados clinicos de P. aeruginosa

(Oliver et al., 2015).

Tal como acontece com A. baumannii, também em P. aeruginosa, existe uma atual

preocupagdo com as estirpes resistentes aos carbapenemos.

Este microrganismo pode adquirir resisténcia aos carbapenemos pela aquisi¢ao de
carbapenemases, maioritariamente metalo —  — lactamases de classe B (MBLS); no
entanto, sao os mecanismos de resisténcia intrinseca, mais comummente observados, que
tém conduzido a uma limitacdo do uso de carbapenemos na terapéutica antibidtica em

determinadas aéreas geograficas (Castanheira et al., 2014).

P. aeruginosa resistentes aos carbapenemos (CRPA) possuem frequentemente
uma combinacdo de dois ou mais dos mecanismos de resisténcia principais acima
descritos (Castanheira et al., 2014). De fato, a conjuga¢do da indugdo da expressao de
AmpC com a inativagdo mutacional da porina OprD, conduz a uma redug¢do na
suscetibilidade ao meropenemo e numa resisténcia total ao imipenem. A inativagdo desta
porina, associada a uma sobrexpressdo de AmpC, pode conferir a uma bactéria resisténcia
a todos os P-lactaimicos. (Oliver et al., 2015) E possivel concluir que mecanismos
combinados e/ou mecanismos individuais afetam de forma diferente as moléculas de
carbapenemos (Castanheira et al., 2014). Por outro lado, a conjuga¢do da inativagdo da
porina OprD com a hiper-expressao do sistema MexAB — OprM ¢ uma das causas com

maior relevancia clinica na resisténcia ao meropenem (Oliver et al., 2015).
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2.2. Resisténcia aos carbapenemos

Um estudo realizado durante um periodo de trés anos — 2009 a 2011 —, que pode
ser consultado na Tabela 5 desta monografia, teve como objetivo determinar a expressao
de bombas de efluxo, de AmpC, e de alteracdes de proteinas membranares de um

determinado grupo de isolados através de PCR em tempo real (Castanheira et al., 2014).

Dos 529 isolados analisados, recolhidos de isolados clinicos de P. aeruginosa em
27 hospitais de 14 paises europeus, 8.7% foram identificados como ST235 ou ST534,
0.9% como ST111 e 0.19% como ST175. Apesar de ndo terem sido avaliadas as suas
prevaléncias, clones como ST17, ST446, ST931, ST10, ST316, ST1400 foram também

identificados.

De facto, os clones em que a prevaléncia foi avaliada sdo, segundo a literatura, os
clones considerados de alto risco associados a infe¢cdes nosocomiais por isolados MDR
ou XDR. Estes clones sdo frequentemente clones fundadores de grupos ou de complexos
clonais (Oliver et al., 2015), cuja expansdo ¢ favorecida pela propria resisténcia aos

antibioticos (Larché et al., 2012).

O clone ST235 por exemplo, considerado o clone mais prevalente neste estudo, ¢
o clone fundador do segundo maior complexo clonal — Grupo 2 — contendo além de si 42
STs. O clone ST111 ¢é apenas fundador de um subgrupo, tendo em conta que pertence ao
grupo mais amplo existente — Grupo 1. Por sua vez, o clone ST175, ¢ também um clone
fundador de um complexo clonal, s6 que de menores dimensdes, denominado Grupo 16

(Oliver et al., 2015).

Associados a estes clones foram identificados os genes blayiu-2, blaviy.4, blaviv.i,
blayim.s, blamp-1s, blamp-33, blayi-ss e blavi sz, que codificam para carbapenemases. De
um modo geral, a prevaléncia destes genes aumentou consideravelmente no ano de 2011,
com 21.9% de isolados produtores de VIM-2, face aos valores de 9.7% e 8.2% nos anos
de 2009 e 2010, respetivamente. O gene blay.; foi identificado em isolados provenientes
da Alemanha e da Itdlia, enquanto os genes blaymss € blamp-;s foram identificados em

isolados provenientes da Alemanha e da Turquia (Castanheira et al., 2014).

Os genes blamp-33, blavinss € blaynrs7 sdo considerados novos genes que
codificam para a resisténcia aos carbapenemos. O gene blanp-33 foi detetado em isolados

provenientes de Italia, e apresenta uma diferenca ao nivel de cinco aminoacidos quando
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comparado com o seu homologo blamp-13. O gene blayin-zs foi detetado na Bélgica e
quando comparado com o gene blay.2 apresenta apenas um aminodacido diferente. Por
ultimo, o gene blayns37, com apenas uma diferenca de dois aminodcidos, apresenta uma
percentagem de semelhanca com o gene blaym.; de cerca de 99.2%. (Castanheira et al.,
2014) Estes dados permitem concluir sobre a elevada diversidade genética existente para

resisténcias aos carbapenemos.

Dos 529 isolados, apenas 239 foram avaliados para a presenca de genes que
codificassem para AmpC, MexAB - OprM e MexEF - OprN tendo em conta que todos
estes tinham sido previamente associados a resisténcia ao doripenem. Posteriormente, 56
isolados foram também avaliados quando a presencga de genes para MexCD — OprJ e

MexXY — OprM (Castanheira et al., 2014).

Os resultados obtidos identificaram uma sobrexpressdao de AmpC, de MexAB —
OprM (95.4%), de MexEF — OprN (89.5%) e de MexCD — OprJ (37.5%) (Castanheira et
al., 2014), o que indica uma elevada diversidade e prevaléncia nos mecanismos que

conferem resisténcia aos 239 isolados.

Da andlise das tabelas fornecidas, ¢ possivel observar a prevaléncia do clone
ST235. A sua identificagdo foi feita em estudos de um ano, de dois anos e em estudos que
decorreram desde 2003 a 2012, o que permite detetar a sua disseminacdo ao longo do

tempo.

Ao analisar-se o estudo realizado em 267 isolados de 89 laboratdrios do Reino
Unido, durante nove anos, verificou-se que os isolados identificados estavam interligados
a presenca das respetivas enzimas de resisténcia. Deste modo, no clone ST235 foram
detetadas VIM e IMP, tal como no clone ST111; no clone ST233, ST357 ¢ ST773 foram
detetadas apenas enzimas da familia VIM; por fim, nos clones ST654 ¢ ST964 foram

detetadas enzimas da familia VIM, IMP e NDM (Wright et al., 2015).

Por ser um clone de alto risco e com elevada prevaléncia a nivel europeu, um
estudo realizado na Universidade de Bochum, na Alemanha, analisou apenas um isolado
de P. aeruginosa resistente a carbapenemos, mas suscetivel a colistina, pertencente ao
clone ST235. O objetivo desta andlise consistia em caracterizar um novo tipo de enzima

IMP encontrado no isolado descrito (Pfennigwerth, Geis, Gatermann, & Kaase, 2014).
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A nova enzima IMP-31 apresentava semelhancas de cerca de 96.7% com a enzima
IMP-35, e conferia uma elevada resisténcia a todos os § — lactamicos, com a exce¢do do
aztreonam. (Pfennigwerth et al., 2014) Além do gene blamp-3;, foram igualmente

identificados outros genes de resisténcia que podem ser consultados na Tabela 5.

Ao contrario do que foi encontrado no estudo europeu efetuado entre 2009-2011,
um estudo decorrido entre o periodo de janeiro de 2007 e dezembro de 2010 em Espanha,
revelou uma maior prevaléncia do clone ST175, designado por clone B, face ao clone
ST235, designado por clone A, com percentagens de respetivamente 58% e 16%. E ainda
referido que a prevaléncia de isolados de P. aeruginosa resistentes aos carbapenemos

aumentou nos ultimos 5 anos (Viedma et al., 2012).

Além dos genes blaym-2 € blaym-1, também o gene blanvp-22 foi associado a estirpes
resistentes deste microrganismo. Dos 2.145 pacientes colonizados ou infetados com
Pseudomonas spp., 96% foram por P. aeruginosa. Destes 96%, 8.5% eram isolados MDR
ou XDR, e destes 8.5%, 15.3% foram identificados no ano de 2010 (Viedma et al., 2012).

Comparativamente a outros clones, o clone ST175 ndo apresenta diferengas
significativas. Contudo, ¢ descrito em pacientes com mais idade e com alguma
prevaléncia mais elevada em doencgas respiratorias cronicas como a DPOC (Viedma et
al., 2012). Encontra-se associado ao serotipo O4 e estd amplamente distribuido por
multiplos paises europeus, como Espanha e Alemanha, onde foi detetado durante grandes
surtos hospitalares. Até a data, e fora do continente europeu foi apenas detetado no Japao

(Oliver et al., 2015).

Apesar da enorme disseminacao destes clones (ST175 e ST325) denominados de
alto risco (devido a sua elevada frequéncia), existem clones menos frequentes, ndo
associados a fendmenos de disseminagdo, e que sdo apenas identificados em
determinados locais em determinados surtos. E o caso do clone ST308, que foi
identificado em todos os isolados analisados que exibiam um fen6tipo XDR e o gene de
resisténcia blapvp-g, num estudo entre julho de 2009 e marco de 2012 na Alemanha do Sul

(Willmann et al., 2014).

Em 2014, foi isolada uma estirpe XDR de P. aeruginosa num Hospital portugués,
resistente aos carbapenemos identificada como ST235. (Botelho, Grosso, Sousa, & Peixe,
2015) A este clone foi associado o gene blages-6 (Botelho et al., 2015; Oliver et al., 2015),

constituindo a primeira descri¢do mundial deste gene em P. aeruginosa. As enzimas GES
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sao responsaveis por conferir uma resisténcia de largo espectro a diversos antibidticos 3-
lactamicos. Além deste gene, foi também identificado o gene aacA7 que codifica para
uma aminoglicosideo acetiltransferase tipo I — AAC (6’) — II. Do que se conhece, este
gene conduz a uma resisténcia a tobramicina, amicacina e netilmicina (Botelho et al.,

2015).

Segundo Oliver et al., em 2015, em Portugal além do clone ST235 foi identificado

apenas o clone ST111.
2.3 B-lactamases adquiridas de forma horizontal

De acordo com as Tabelas 7-10, € possivel identificar as B-lactamases até entdo

adquiridas de forma horizontal em cada ST e o pais onde foram identificadas.

O clone de alto risco ST235, apresenta f — lactamases de classe A, B e D. A classe
A encontram-se associadas as enzimas BEL, GES, PER e PSE. A classe D encontram-se
associadas as enzimas OXA. Em relacdo as MBLS de classe B, as enzimas FIM e NDM
tém sido ocasionalmente reportadas, ao contrario do que acontece com as enzimas VIM
e IMP, que além de demonstrarem uma prevaléncia mais elevada, demonstram

simultaneamente uma distribui¢cdo mais ampla (Oliver et al., 2015)

Relativamente ao clone ST111, este apresenta - lactamases adquiridas de forma
horizontal, igualmente de classe A, B e D. A sua diferenca face ao clone ST235 ¢ que
apresenta menos variagdes nas enzimas presentes em cada classe. As enzimas GES, PSE
e VEB sio associadas a classe A, as enzimas VIM e IMP a classe B e as enzimas OXA a

classe D (Oliver et al., 2015).

Este clone, foi simultaneamente identificado em Institui¢des de Satide espanholas,
com uma prevaléncia de 0.3% em 298 isolados resistentes aos carbapenemos, recolhidos
durante o ano de 2009 e 2011. O clone ST606 foi igualmente identificado com uma
prevaléncia de 0.6%, sendo a si associado a enzima IMP-15, transportada por 1.3% dos
isolados. Este estudo reportou a primeira identificagdo da enzima IMP-15 na Europa,
além da presenga de outros genes como blavim-2 € blaymv.1, com prevaléncias de 0.65% e

0.33% respetivamente (Gilarranz et al., 2013).

As B-lactamases adquiridas de forma horizontal no clone de alto risco ST175 sao

apenas reportadas como sendo de classe B, do tipo IMP, tal como acontece com o clone
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ST233, com a diferenca que neste clone a enzima associada ¢ do tipo VIM (Oliver et al.,

2015).

Em clones com menor prevaléncia como o caso dos clones ST244, ST357 ¢ ST274
também tém sido associadas enzimas de classes A, B ¢ D, como pode ser consultado na

Tabela 9.

Os genes que codificam para estas enzimas sao por norma codificados em
integroes de classe 1 juntamente com outros determinantes de resisténcia a
aminoglicosideos. Estes integrdes encontram-se por norma localizados em plasmideos ou
em transposoes (Viedma et al., 2012), o que permite explicar a sua contribui¢do para a

disseminag¢do destas enzimas.

Pelo descrito pode-se verificar uma elevada diversidade de [ — lactamases
adquiridas de forma horizontal, o que contribui para explicar o aumento da prevaléncia
de MBLS, e para elucidar a falta de uniformidade na distribui¢do das  — lactamases tendo
em conta que as taxas de prevaléncia podem variar entre 1% até 50% dependendo da area

geografica (Oliver et al., 2015).

Apesar da aquisi¢ao de B — lactamases estar extensivamente descrita, outros
fatores contribuem para a resisténcia e patogenicidade desta bactéria; a sua extraordinaria
capacidade de sobreviver em basicamente quaisquer condigdes ¢ um dos exemplos
(Olivares et al., 2013). Outro exemplo, que contribui de forma marcante para a

patogenicidade de P. aeruginosa € a sua capacidade em transportar fatores de viruléncia.
2.4. Sistema de secrecao tipo I1I (T3SS)

O sistema de secregdo tipo III (T3SS) ¢ um complexo macromolecular formado
por diversas proteinas que confere um importante determinante de viruléncia (Galle,
Carpentier, & Beyaert, 2012). E constituido por 4 genes de viruléncia — exoU, exoT, exoS
e exoY (Koutsogiannou et al., 2013) — e abrange tanto a membrana plasmatica da célula
hospedeira como a membrana plasmatica bacteriana, o peptidoglicano, o espago

periplasmatico e o espago extracelular (Galle et al., 2012).

Este sistema de secre¢do ¢ considerado um fator essencial para a viruléncia de
bactérias de Gram-negativo, por enviar toxinas diretamente para o citosol durante a

interacao com as células hospedeiras (Galle et al., 2012).
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Um estudo realizado num Hospital Universitario na Grécia, pesquisou a presenca
deste sistema de secrecao em 240 isolados bacterianos, recolhidos durante um periodo de
2 anos. Neste periodo, 8% de todas as infe¢des foram causadas por P. aeruginosa. 94.6%
dos isolados transportava pelo menos um gene de viruléncia, ao passo que 33%
transportavam os quatro. Dados estatisticos referem ainda que 37.9% dos isolados

transportava o gene exoU e exoS (Koutsogiannou et al., 2013).

Posteriormente, os isolados que transportavam o gene blayzu-2 foram identificados
como ST235, e os isolados que transportavam o gene blaym.; como ST111. Apesar de
nao lhes terem sido associados genes de resisténcia, os clones ST253, ST309 e ST639

foram simultaneamente identificados (Koutsogiannou et al., 2013).

Também foi avaliada a prevaléncia de MDRPA nas infe¢des por P. aeruginosa,
revelando os resultados que houve um aumento durante o periodo de estudo — de 49.5%
para 63.6% - mas que apos os 2 anos as infe¢cdes diminuiram para o valor de 38.5%

(Koutsogiannou et al., 2013)
2.5. Utilizacao de bacteriéfagos

Novas opgdes terapéuticas tém sido testadas, como alternativa aos tratamentos
existentes pelos antibidticos. O uso de bacteriéfagos para combater infe¢des por

microrganismos multirresistentes ja foi anteriormente descrito.

Com os objetivos de determinar a diversidade genética de MDRPA e, de testar
uma possivel atividade in vitro de trés fagos contra clones de P. aeruginosa, um estudo
foi realizado em dois hospitais franceses durante janeiro e dezembro de 2010. (Larché et

al., 2012)

Em primeiro lugar, foram identificados os clones ST235, ST111, ST229, ST175,
ST308 e ST560. As prevaléncias foram simultaneamente avaliadas, com percentagens de
50% MDRPa pertencentes ao CC235, 14% de ST235, 1.6% ST111, 1.6% ST229, 1.6%
de ST175, 0.8% ST308, e 0.8% de ST560. As enzimas IMP-1, VIM-2 ¢ GES-1 foram
apenas associadas ao CC235, ndo tendo sido realizadas pesquisas nos restantes clones

(Larché et al., 2012).

Em segundo lugar, obteve-se uma percentagem de 95.4% quanto a suscetibilidade,

dos 44 isolados de P. aeruginosa utilizados para esta analise, a pelo menos um
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bacteriofago da suspensdo de fagos. Resisténcia aos trés fagos apenas foi demonstrado

por dois isolados do CC235 (Larché et al., 2012).

Com os resultados obtidos, € possivel afirmar que novas terapéuticas alternativas
utilizando bacteridfagos, sdo capazes de provocar lise em células de isolados bacterianos

multirresistentes.

3. Staphylococcus aureus
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3.1. Resisténcias descritas

Contrariamente ao que acontece com A. baumannii € P. aeruginosa, S. aureus ¢
um microrganismo que nao possui resisténcias naturais intrinsecas, razao pela qual se
verifica uma maior variedade quantos as suas resisténcias adquiridas face aos restantes
microrganismos. Segundo estudos epidemioldgicos moleculares, associada a esta maior
variabilidade genética, os clones de S. aureus demonstram uma tendéncia e uma

preferéncia para determinados espagos geograficos (Glasner et al., 2015).

Atualmente, a designagdo MRSA continua a ser utilizada para definir uma estirpes

resistente a todos os - lactamicos (Paterson et al., 2014).

Os antibidticos pB-lactamicos, ligam-se as proteinas de ligagdo as penicilinas (PBP)
essencialmente para inibi¢ao da formagao de peptidoglicano, conduzindo a lise da célula
bacteriana. A resisténcia a esta classe antibiotica nos microrganismos MRSA, ¢ conferida
pela aquisicao de um elemento genético movel — SCCmec — que transporta, por norma, o
gene mecA. Este gene de resisténcia codifica para uma alteragdo na PBP nomeadamente

PBP2a/PBP2’ (Paterson et al., 2014).
3.2 Resisténcias associadas a estirpes HA-MRSA e CA-MRSA

Inicialmente, estirpes MRSA eram descritas apenas como agentes patogénicos
nosocomiais (Oksuz et al., 2013), afetando preferencialmente pacientes imunodeprimidos
(Potel, Rey, Otero, Rubio, & Alvarez, 2015). Contudo, nos anos 90 emergiram estirpes
CA-MRSA na Australia e nos EUA (Sanchini et al., 2013), ou seja, estirpes que causam
infecdo em individuos sdos na comunidade, e sem qualquer ligagdo direta aos servigos

prestadores de cuidados de saude (Imaz et al., 2015; Paterson et al., 2014).

Atualmente, na Europa, as estirpes MRSA ainda sao maioritariamente HA-MRSA
(Grundmann et al., 2014), apesar de raras exce¢des como na Dinamarca, por exemplo,

onde estas estirpes sdo raras e associadas aos clones ST6 e ST8 (Bartels et al., 2015).

A grande maioria das estirpes HA-MRSA e CA-MRSA envolve diferentes STs
associados, apesar da transferéncia de estirpes entre ambos os meios ser um problema
totalmente reconhecivel e atual (Sanchini et al., 2013). A identificacio de CA-MRSA
tem aumentado em infegdes associadas aos meios hospitalares (Potel et al., 2015) e clones
HA-MRSA tém sido descritos em infe¢des na comunidade com uma taxa crescente

(Grundmann et al., 2014). Em Espanha, por exemplo, o clone ST72 com elevada
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prevaléncia e disseminagdo na comunidade, foi simultaneamente isolado em meio

hospitalar (Potel et al., 2015).

Apesar da atual transferéncia entre o meio hospitalar e a comunidade, os clones
HA-MRSA e CA-MRSA podem ser diferenciados tendo em conta caracteristicas
epidemiologicas, moleculares e clinicas (Imaz et al., 2015). Os clones HA-MRSA sao a
priori clones multirresistentes e possuem o elemento genético SCCmec type I-111 (Potel
et al., 2015). Os clones CA-MRSA distinguem-se pela presenca de SCCmec type [V-VII
e pela expressao do fator de viruléncia leucocidina Panton — Valentine (Imaz et al., 2015),
demonstrando uma menor resisténcia aos antibidticos (Potel et al., 2015). Estirpes CA-
MRSA que expressem o fator PVL, podem causar surtos hospitalares de forma

esporadica, em UCI neonatais e unidades de queimados (Sanchini et al., 2013).

A PVL ¢ uma citotoxina produzida pela espécie S. aureus e pode ser detetada, em
larga escala, em isolados que causem pneumonia necrotizante ou necrose dos tecidos
(Adler, Temper, Block, Abramson, & Moses, 2006). Apesar da sua vasta associagdo a
isolados MRSA, especialmente a CA-MRSA (Paterson et al., 2014) ; (Oksuz et al., 2013),
diversos surtos de MSSA expressando PVL tém sido reportados (Adler et al., 2006) ;
(Sanchini et al., 2013), o que sugere uma disseminacao, viruléncia e severidade infeciosa

(Adler et al., 2006) independente do perfil de resisténcia do clone (Sanchini et al., 2013).

Em Espanha, entre 2003 e 2011, 72.4% dos isolados MRSA analisados num
estudo retrospetivo, eram estirpes HA-MRSA, enquanto apenas 16.4% eram CA-MRSA.
Os clones ST125, STS, ST36, ST22 e ST239 encontravam-se associados as estirpes HA-
MRSA, e os clones ST72 e ST8 as estirpes CA-MRSA. A incidéncia dos clones CA-
MRSA aumentou quatro vezes no segundo periodo de estudo — 2007 a 2011, e a

frequéncia de estirpes MRSA de 9% para 20% ao longo dos oito anos (Potel et al., 2015).

O clone ST125 foi responsavel por um surto infecioso em Espanha em 2006, e

mais recentemente na Finlandia, no ano de 2011 (Grundmann et al., 2014).

Ainda no ano de 2011, em Portugal, a prevaléncia de estirpes MRSA apontava
para os 49.1%. Este valor era dos mais elevados na Europa, considerando que a

percentagem pode variar consideravelmente de pais para pais (Simdes et al., 2011).

Tendo em conta o valor referido, diversos estudos tém sido conduzidos em

Portugal, de modo a avaliar a disseminacdo de estirpes MRSA, tanto em meio hospitalar

70



Resultados e Discussdo dos Resultados

como na comunidade. Entre maio de 2009 e fevereiro de 2010, um estudo avaliou 85

corrimaos de autocarros que circulavam na cidade do Porto.

Um total de 55 isolados de MRS A foram recolhidos de 26% dos autocarros. Foram
identificados os clones ST5, ST8 € ST22. O clone ST22 é conhecido internacionalmente
como EMRSA-15 e foi identificado com uma prevaléncia de 91%. Este clone ¢ um dos
mais importantes HA-MRSA (Bartels et al., 2015) e ¢ considerado o clone MRSA com
maior disseminagdo em hospitais portugueses, com taxas de crescimento bastante

elevadas e com resisténcia a diversos agentes antibacterianos (Simdes et al., 2011).

O facto de, neste estudo (Simdes et al., 2011), quase a totalidade dos isolados ter
sido identificado como o clone com maior disseminag¢do nos hospitais portugueses —
ST22, revela uma problematica de grande importancia com a disseminagdo de um clone
associado ao meio hospitalar para a comunidade, e a posterior dissemina¢ao na mesma.
Esta situagdo pode ser explicada por inumeros fatores como o facto de os corrimaos terem
sido apenas limpos superficialmente todos os dias e desinfetados a cada trés meses, o
facto as condi¢des de temperatura ¢ humidade serem as apropriadas para o crescimento
deste microrganismo (Kaleni¢, 2012), e o facto de todos os autocarros, exceto um,
incluirem na sua rota uma paragem nas imedia¢des de pelo menos um hospital. Ainda
associado, este clone apresenta semelhangas com clones CA-MRSA, o que favorece a sua

sobrevivéncia e persisténcia na comunidade (Simdes et al., 2011).

O clone STS revelou semelhangas com o clone ST80, descrito pela primeira vez
em Lisboa num estudo com criangas internadas numa urgéncia pediatrica devido a IPTM

(Simdes et al., 2011).

O clone ST8, com uma prevaléncia de apenas 4% no Porto, foi identificado como
um clone com 100% de prevaléncia num surto numa maternidade em Italia. Foi o primeiro
caso de um surto por ST8§ CA-MRSA numa enfermaria de recém-nascidos na Europa,
tendo sido avaliados 9 casos de recém-nascidos com ITPM entre setembro e outubro de
2010 (Sanchini et al., 2013). Estes 9 isolados apresentavam caracteristicas moleculares
semelhantes ao clone USA300 e transportavam a citotoxina PVL e o elemento catabdlico
movel da arginina (ACME), responsaveis pela emergéncia, viruléncia, disseminagao, e
severidade dos casos (Sanchini et al., 2013) ; (Shore et al., 2011). O ACME encontra-se
largamente relacionado com o clone ST8, sendo ainda responsédvel pela propagacgdo e

sobrevivéncia deste clone no hospedeiro (Shore et al., 2011). Foi posteriormente
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identificado em estirpes deste clone em Istambul (Oksuz et al., 2013). Raras excecgdes
reportam o isolamento do clone ST8 com auséncia do elemento ACME e com um

SCCmec type diferente (Potel et al., 2015).

Ao contrario do que acontece noutros paises europeus, como Portugal, em Italia

este clone apresenta uma elevada prevaléncia (Sanchini et al., 2013).

O clone ST22, descrito pela primeira vez no Reino Unido (Grundmann et al.,
2014), tem sido o clone com maior prevaléncia em diversos estudos, como um
recentemente realizado nos Agores, que contou com 87% de isolados ST22 (Simdes et
al., 2011). Este clone foi simultaneamente identificado, em Copenhaga no ano de 2013,
em 4 isolados (Bartels et al., 2015), na Alemanha, Hungria e Italia (Grundmann et al.,

2014).

Alguns estudos, por se restringirem a amostras clinicas de pacientes de um tnico
hospital, ndo refletem a epidemiologia molecular e genética desse pais; contudo,
permitem analisar a diversidade clonal existente em isolados MRSA de diferentes origens
geograficas. E o caso do estudo turco ja referido, realizado no hospital universitario de
Istambul entre 2007 e 2012 (Oksuz et al., 2013). Neste estudo o clone mais prevalente
com cerca de 53.9% de prevaléncia foi o clone ST239, considerado um clone MRSA
pandémico, e que, devido a sua distribui¢do mundial, ¢ internacionalmente designado
como clone Vienna/Hungarian/Brazilian. Ao mesmo associam-se os genes de resisténcia
operdo bla, erm(A), tet(M), tet efluxo, fosB, aacA — aphD, erm(C), gac, mupR, e cat. E
de realcar que durante o periodo de estudo, a prevaléncia deste clone decresceu
continuadamente, devido aos esforgos realizados para controlar a disseminacao de MRSA
em meio hospitalar. Simultaneamente foi identificado o clone ST22, com 9.8% e com
uma distribui¢do temporal constante ao longo do periodo de estudo. Este clone
transportava consigo SSCmec type 1V, os genes tet(K) e operdao bla e os fatores de

viruléncia egc e tst-1 (Oksuz et al., 2013).

Na Europa, a incidéncia de infecdes por clones CA-MRSA ¢ relativamente baixa
comparada com outros continentes; o clone predominante ¢ o importante clone ST80,
conhecido como European CA-MRSA clone (Sanchini et al., 2013) ; (Bartels et al., 2015).
Este foi identificado em Istambul, com uma prevaléncia de 6.9% e associado aos genes
operdo bla, AphA3, sat, tet(K), tet efluxo e etd (Oksuz et al., 2013), e na Dinamarca, em
13 pacientes no ano de 2013 (Bartels et al., 2015).
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Um estudo realizado no Hospital Universitario de Zurique, entre marco de 2012 e
fevereiro de 2014, avaliou estirpes MRSA nd3o duplicadas isoladas de processos
infeciosos e de coloniza¢do. Foram identificados STs, CC e 50 spa types. Com 23% de
prevaléncia foi identificado o complexo CC5 que continha o STS5; com 19% o CC8, que
continha o ST8, ST239 ¢ o ST72; com 16% o CC22, que continha o ST22 ¢ o ST1327;
com 11% o ST30; com aproximadamente 10% o ST1 e com 3% o ST45. Este ultimo
clone, CA-MRSA, ¢ conhecido por Swiss drug clone e apresentou uma vasta
disseminagdo em Zurique entre 1998 e 2004, em pacientes que utilizavam injetaveis.

Atualmente ¢ apenas identificado esporadicamente (Seidl et al., 2015).

O perfil de resisténcias associado a estes clones era vasto e distinto entre clones,
contando com resisténcias a eritromicina, ciprofloxacina, clindamicina, tetraciclina e
gentamicina. Ao contrario do que seria expectavel, ocorreu uma diminuicdo das
resisténcias comparando com estirpes recolhidas no mesmo hospital entre o ano de 2004
e 2006, pela implementagdo de medidas de prevencao e contengdo de infe¢des (Seidl et

al., 2015).
3.3. Gene mecC

Além do gene mecA, outro gene, originalmente identificado no Reino Unido,
Dinamarca e Irlanda em 2011 (Ballhausen, Kriegeskorte, Schleimer, Peters, & Becker,
2014), pode conferir resisténcia a todos os - lactamicos atuando de forma semelhante:
gene mecC. Apesar de apresentarem uma semelhanga de cerca de 70% (Ballhausen et al.,
2014), existem diferencas no comportamento das proteinas codificadas por ambos os
genes, apesar das suas bases e estrutura evoluciondria ainda ndo se encontrarem
totalmente definidas. As estirpes transportadoras deste gene sdo igualmente capazes de

colonizar e infetar seres humanos e outras espécies hospedeiras (Paterson et al., 2014).

No seguimento desta descoberta e caracterizagdo, varias estirpes associadas a um
elevado leque de infe¢des em seres humanos, foram rapidamente identificadas como
transportadoras do gene mecC em outros paises europeus. Apesar de ser um gene
atualmente raro, apresenta um potencial problema a nivel de diagnostico por ndo ser
possivel utilizar os métodos standard, que estdo adaptados a pesquisa do gene mecA. A
sua presenga foi associada aos clones ST425, ST1320, ST1245, ST1526, ST1944,
ST1943, ST1945, ST1946, ST2179, ST599 e ST2361. Estes clones nao transportavam o

fator de viruléncia PVL nem os genes de evasdo imune sak, chp e scn (Paterson et al.,
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2014). Estes dados sugerem que o gene mecC se encontra disseminado nos paises

europeus e que se encontra associado a diversos clones MRSA.

Um estudo dinamarqués, analisou 341 isolados MRSA, recolhidos entre janeiro e
maio de 2013 e entre 2010 e 2012. Neste estudo, 1% dos isolados transportava o gene
mecC, enquanto 98% o gene mecA (Bartels et al., 2015). Por constituir uma
obrigatoriedade a reportagdo de casos MRSA em seres humanos, sabe-se que neste pais
foram identificados 1.9% isolados transportadores do gene mecC em 2010 e 2.8% em

2011 (Paterson et al., 2014).

Os clones ST6, ST8, ST22 e ST80 foram identificados, com prevaléncias de,
respetivamente, 16%, 17%, 6% e 4% (Bartels et al., 2015). Como pode ser observado na

Tabela 12, foram simultaneamente identificados outros clones.

Os 55 isolados ST6, identificados durante o total periodo de estudo, revelam uma

epidemiologia genética bastante semelhante (Bartels et al., 2015).

Na Alemanha, numa cole¢ao de 3207 isolados MRSA, foram identificados apenas
dois isolados com o gene mecC, com uma prevaléncia de 0.06%, e sem nenhuma alteragao

significativa entre os anos de 2004/2005 para 2010/2011 (Paterson et al., 2014).

Num estudo na Turquia, 80% das estirpes MRS A possuia SCCmec type 111, e tanto
estirpes HA-MRSA como CA-MRSA possuiam o fator de viruléncia PVL. O SCCmec
type III ¢ um elemento genético movel responsavel pela elevada resisténcia a multiplas

classes de antibioticos (Oksuz et al., 2013).

Neste estudo, todas as estirpes que transportavam o fator de viruléncia PVL foram

isoladas de IPTM, com exce¢do de um isolado (Oksuz et al., 2013).
3.4. Estirpes MRSA em pacientes imunocomprometidos

Como ja foi referido, por norma as estirpes CA-MRSA causam patogenicidade
em individuos sdos (Imaz et al., 2015; Paterson et al., 2014), contudo, foi descrito que em
determinados grupos populacionais, como os individuos positivos para o virus HIV, a
incidéncia destas estirpes pode conduzir a um aumento do risco de colonizacao (Imaz et

al., 2015).

Em Espanha, com o objetivo de avaliar a prevaléncia da colonizagdo de estirpes

MRSA, foram investigados 190 pacientes positivos para o virus HIV. Estirpes MRSA
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foram detetadas em apenas trés pacientes, com prevaléncia de 1% quando a colonizacao
era nasal e 2% quando a colonizagdo era faringea. A colonizagdo por estirpes MSSA foi
simultaneamente documentada. Os isolados bacterianos foram identificados como ST146
e ST125 e transportavam o elemento genético SCCmec type IV. Ao contrario do que seria
expectavel, ndo foi observada colonizagdo por estirpes tipicas de CA-MRSA nem

expressando PVL (Imaz et al., 2015).

Em concordancia com outros estudos realizados anteriormente, a prevaléncia de
estirpes MRSA em pacientes HIV — positivos na Europa foi bastante baixa, nao tendo
sido necessario uma implementacdo de medidas de controlo infecioso, associadas a este

grupo de risco (Imaz et al., 2015).
3.5. Livestock-associated S. aureus

Como ja havia sido descrito, S. aureus ¢ um relevante agente patogénico humano;
contudo, a sua capacidade infeciosa ndo se restringe somente a espécie humana, sendo
capaz de infetar animais. Infe¢des por este microrganismo, especialmente MRSA, noutras
espécies animais, sao de particular importancia por representarem um reservatorio para
infegdes zoonoticas em humanos (Paterson et al., 2014). Um exemplo que permite € o
clone ST398, associado com infe¢des em gado, e que recentemente tem sido considerado
um novo clone em infe¢des/colonizagdes em seres humanos. Este clone, associado a
colonizagdo humana, foi descrito pela primeira vez em Franca e na Holanda no ano de

2003 e causa essencialmente infe¢des da pele e dos tecidos moles (Camoez et al., 2013).

A exposicao humana a gado que transporte este clone ¢ um fator de risco para

possivel colonizacao ou infecdo por MRSA (Camoez et al., 2013).

Um estudo, realizado em Barcelona, teve como objetivo avaliar a prevaléncia e as
caracteristicas do clone ST398 (LA-MRSA), durante janeiro de 2000 e junho de 2011 no

hospital universitario de Bellvitge (Camoez et al., 2013).

Durante este periodo, 164 isolados MRSA foram recolhidos, sendo 20%
identificados como ST398 transportando os genes mecA e blaz — responsavel pela
resisténcia a penicilina (El Feghaly, Stamm, Fritz, & Burnham, 2012); dos 33 isolados
identificados como ST398, 67% foram recolhidos durante os ultimos dois anos de estudo

(Camoez et al., 2013). Em 2012 e 2013, respetivamente, tinham sido identificados 232 e

75



Epidemiologia Molecular de Estirpes Bacterianas Multiresistentes — Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus.

5 isolados ST398 em Copenhaga (Bartels et al., 2015). Estes dados permitem concluir a

atual emergéncia destes clones em seres humanos.

Além dos genes mecA e blaZ, também os genes tet(K) ou tet(M), que conferem
resisténcia a tetraciclina, foram descritos em todos os isolados; genes que conferem
resisténcia a eritromicina, clindamicina — erm(A) e erm(C) -, a gentamicina — aacA-aphD
-, a tobramicina — aadD -, € ao cloranfenicol — cat — foram simultaneamente identificados.
Relativamente as resisténcias reportadas neste estudo, alguns valores sao discordantes dos
recolhidos em estudos similares ou em outros clones; a resisténcia a ciprofloxacina por
exemplo, foi identificada em 67% dos isolados face a baixa percentagem da resisténcia a
este antibiodtico em outros clones; por sua vez, a percentagem de 3% referente ao
cotrimoxazol foi considerada baixa tendo em conta que noutros estudos os valores

excederam os 88% (Camoez et al., 2013).

De forma geral e em adigdo a resisténcia aos B—lactdmicos, 49% dos isolados
demonstraram ser resistentes a pelo menos trés classes de antibidticos (Camoez et al.,

2013).

Além das resisténcias associadas a este clone, foram simultaneamente pesquisados
fatores de viruléncia. Os fatores de viruléncia de maior importancia para a infe¢do em
seres humanos, como PVL e a toxina da sindrome do choque toxico, ndo foram
identificados. A auséncia destes fatores poderd estar relacionada com o facto destas

estirpes nao apresentarem um elevado grau infecioso (Camoez et al., 2013).

Contudo, outros genes que codificam para fatores de viruléncia foram
identificados como os genes seb, hla, hlb, hld, higA, higB, higC, cna, scn, sak e chp. Os
genes scn, sak e chp estdo associados a evasao imune e sao apenas ativos contra o sistema

imune inato na espécie humana (Camoez et al., 2013).

O clone ST398 ja foi identificado na Franca e na Bélgica (Grundmann et al.,

2014).
3.6. Resisténcia a vancomicina

Além da multirresisténcia adquirida por estirpes MRSA, também outras estirpes

resistentes aos antibidticos comecam a emergir.
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A vancomicina permanece como opg¢ao terapéutica de 1* linha para o tratamento
de infe¢des por estirpes MRSA; contudo, e ap6s a sua primeira identificagdo em 2002, a
preocupacao com a emergéncia e a disseminagao de estirpes de S. aureus resistentes a
vancomicina (VRSA) tem aumentado (Frides et al., 2014), apesar destas estirpes ainda
serem raras a nivel mundial. Na Turquia foram reportados 76 isolados que expressavam

resisténcia heterogénea a vancomicina - hVISA (Oksuz et al., 2013).

Em maio de 2013, num hospital de Lisboa, foi isolada de pus de uma ferida
polimicrobiana a primeira estirpe VRSA europeia, que transportava o gene vanA, Foram
simultaneamente identificadas trés estirpes MRSA. A estirpe VRSA foi identificada
como ST105, dando enfase a hipotese de que as estirpes pertencentes ao CC5 sdao mais
propensas a adquirir este gene. As estirpes MRSA pertenciam ao ST22, refor¢ando a ideia

de que este ¢ o clone nosocomial mais frequente em Portugal (Frides et al., 2014).

Apds o isolamento da estirpe VRSA, a terap€utica empirica instituida foi
substituida por amicacina, daptomicina e rifampicina. Na sequéncia da sua identificagdo
foi iniciado um estudo epidemioldgico de modo a monitorizar a sua possivel

disseminag¢do (Frides et al., 2014).

As estirpes VRSA apresentam caracteristicas unicas como o facto de ndo

colonizarem qualquer local dos pacientes que infetam (Frides et al., 2014).

O isolamento de estirpes VRSA, MRSA e enterococos resistentes & vancomicina
(VRE) sugere que, durante a coinfecdo da ferida, o gene vanA foi transferido da estirpe

VRE para uma estirpe MRSA (Frides et al., 2014).

A emergéncia destas estirpes ¢ de particular relevancia em paises com elevada
prevaléncia de MRSA e VRE, pela razao acima enunciada (Frides et al., 2014) e porque
a probabilidade de existéncia de uma coinfec¢do com estes dois microrganismos €

extremamente rara.
3.7. Resisténcia a linezolida

Resisténcias a linezolida em estirpes de S. aureus foram simultaneamente
descritas, e emergiram ha alguns anos em diferentes paises, em pacientes com fibrose
cistica (Romén, Roldan, Trincado, Ballesteros, & Carazo, 2013). Este agente

antimicrobiano, inicialmente introduzido na pratica clinica no ano 2000, tornou-se
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rapidamente num dos antibioticos de ultima escolha para tratamento de IPTM em

bactérias gram-positivas, como o MRSA (Shore et al., 2016).

A resisténcia a este antibidtico ¢ adquirida pelas bactérias por trés formas
diferentes: mutagdes em genes que codifiquem para proteinas da subunidade 508,
mutacoes no local alvo do antibidtico, ou aquisicdo do elemento genético moével cfr.

(Shore et al., 2016)

A presenca deste gene, conduz a uma metilagdo no nucleotido adenosina na
posicdo 2503 na subunidade 23S rRNA, o que interfere com o local de ligagao da
linezolida. Além disso, a presenca deste gene afeta os locais de ligacdo de mais quatro
classes de agentes antimicrobianos, e resulta no fenotipo de multirresisténcia PALOPSA.
A sigla deste fendtipo deriva da sua resisténcia ao cloranfenicol, lincosamidas,

oxazolidinonas, pleuromutilina e antibioticos estreptogramina A (Shore et al., 2016).

De uma paciente de 17 anos com fibrose cistica, admitida num hospital em
Espanha, foram isolados diversos microrganismos durante o periodo de 2010 a 2013. Trés
estirpes de S. aureus foram isoladas e analisadas quanto as suas resisténcias. Ambas as
estirpes transportavam o gene mec, € pertenciam ao CC5. Dos mecanismos de resisténcia
habitualmente transportados pelas bactérias para resisténcia a linezolida, nenhum foi
encontrado, mas apresentavam mutacdes pontuais G2576T e substituigdes Gly69Ala e
Thr70Pro na proteina ribossomal L4, o que contribuiu para uma diminuigdo da

suscetibilidade a este antibiotico (Roman et al., 2013).

Foi o primeiro caso clinico reportado de mutagdes no gene rp/D associadas S.

aureus resistentes a linezolida (LRSA) (Roman et al., 2013).

Dois isolados LRSA foram também identificadas na Irlanda, em 2012 num
hospital em Cork e em 2013 num hospital em Dublin. Ambos foram identificados como
ST22 e transportavam o gene de resisténcia cfr, exibindo, portanto, o fendtipo PALOPSA.
Além deste elemento genético movel, foram simultaneamente identificados os genes

fexA, blaZ e erm(C), e os fatores de viruléncia sec e egc (Shore et al., 2016).
3.8. Estudo de monitoriza¢ao repetitivo

Tendo em conta os factos acima referidos, compreende-se que a espécie S. aureus

devido ao seu potencial como microrganismo responsavel por surtos de larga escala e
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pela sua estrutura clonal a nivel populacional, necessite de meios de monitorizagdo que
avaliem a distribuicao e a disseminagdo de clones com elevada importancia para a satde
publica. Estes meios de monitorizagdo podem passar por estudos repetitivos que avaliem
condi¢des semelhantes em intervalos de tempo e espago distintos, permitindo uma
posterior obtencdo de observagdes consistentes face as mudangas epidemioldgicas

(Grundmann et al., 2014).

Na mesma linha de pensamento, com o objetivo de investigar mudangas temporais
e espaciais em estirpes de S. aureus, foram avaliadas estirpes que causadoras de
bacteriémia na Europa, explorando a possibilidade de integracdo destes dados com
informacdes epidemiologicas e clinicas a nivel europeu, num estudo repetitivo realizado
em 25 paises europeus, entre janeiro e julho de 2011. O primeiro estudo foi realizado em

2006 (Grundmann et al., 2014).

Dos 3.753 isolados de pacientes com bacteriemia, 69% foi identificado como
MSSA e apenas 31.9% como MRSA. Cinquenta e seis por cento foi identificado com
CA-MSSA e 33.4% como CA-MRSA, o que indicou que as estirpes MRSA foram
predominantemente adquiridas em meio hospitalar. De acordo com descobertas
anteriores, as bacteriémias encontram-se associadas em maior escala a individuos do sexo
masculino de idade avancada e a estirpes MRSA. Foram identificados 861 spa types
diferentes, o que revela uma elevada variabilidade genética nos paises europeus. Face a

2006, a diversidade genética € semelhante e continua (Grundmann et al., 2014).

Tal como foi descrito em 2006, uma diferenca significativa de 17.1% para 24.4%
na mortalidade de infecdes por MSSA e MRSA, respetivamente, no ano de 2011, foi
explicada pelo risco mais elevado de mortalidade nos pacientes infetados por

microrganismos MRSA (Grundmann et al., 2014).

Como pode ser visto na Tabela seguinte, foram identificados inimeros STs

associados a inimeros spa types.
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MS5A h
h.lu ot - o  Cumulative it hfluILi[n-:u:- Sy Cumulative
sequence  Freguency % % Rank spa type  sequence  Freguency % &
lype* lype*

log1 517 138 53 53 i loyz2 5T22 202 17.9 17.9
2 (el 5T1g 124 4.7 10.0 2 ton3 5T2z4 99 8.8 26.6
3 tonz 575 121 &.6 14.6 3 load 518 a5 B4 35.0
5 to1g 5745 o8 3.7 18.4 F) tooz 575 87 7.7 42.7
5 tood 5TE a7 3.7 22.1 5 toby STizg 50 ddy i7.2
-] to1z2 5T30 aa 3.4 25.5 & tage 5T228 24 2.1 493
7 tzy 5T B3 3.2 28.7 7 1777 5Ts 21 LG §1.2
8 21 5T30 50 1.9 30.6 B tond 5T36 20 1.8 52.9
-] 1065 5Ty 38 1.4 321 g ez S5Tz2 20 1.8 54.7
10 to26 5T4s 34 13 334 10 oy 5T239 19 1.7 6.4
11 oo STz 33 1.3 34.6 i1 hay 5N 18 1.6 58.0
12 t230 5745 2 1.2 35.9 12 t747 5Tz2 17 1.5 50.5
13 t216 5Thg 28 11 36.9 13 log4 5T8o 15 13 6o.8
14 togé 5T a7 1.0 38.0 14 t2387 5Tz2 15 13 B2a
111 tig8 572 a5 1.0 j8.9 15 tozg 518 14 1.2 63.4
16 oy 5TE 23 0.4 349.8 16 1740 5T4s 12 L1 B4
17 1346 5T15 23 0.9 4007 17 tg15 5Tz2 12 Li 65.5
18 g7 5Tig8 23 0.9 41.5 18 thos7 5Tz2 1 1.0 Gh.5
19 tpo1 5T8 23 0.9 42.4 14 taze 5T239 g 0.8 67.3
20 118y 5Ti88 ki o.B 43.2 20 Loy 5T22g g 0.8 68.1
Othet . . 1,489 56.8 100.0 other . . 361 3.5 100.0
Total 2,621 100 Total 1,130 100

Tabela 15 — Os 20 spa types mais frequentemente isolados de estirpes MSSA ¢ MRSA, num estudo

realizado em 25 paises europeus, no ano de 2011 (Grundmann et al., 2014).

Da analise da Tabela 15, o isolado ST7 e o isolado ST22 sdo os mais
predominantes em bacteriémias causadas por estirpes MSSA e MRSA, respetivamente.
O ST22 ¢ o clone predominante em todo o estudo, e ¢ mencionado diversas vezes
associado a um spa type diferente, e associado tanto a estirpes MSSA como MRSA.
Relativamente ao ano de 2006, todos, exceto um spa type, associados ao clone ST22
aumentaram de frequéncia, com uma prevaléncia de 36% no ano de 2011 (Grundmann et

al., 2014).

Para as estirpes MRSA, que para a analise desta monografia apresentam maior
importancia, o top 20 de spa types continha 68.1% de todos os isolados. E de salientar
que apesar da maioria dos clones ter apresentado um aumento de prevaléncia nos ultimos
cinco anos, alguns clones descreveram um padrao contrario, com um decréscimo na sua
frequéncia: o clone ST8 com uma diminui¢do de 12.4% param 8.4%, o clone ST228 de
7.4% para 2.1%, e o clone ST239 de 2.1% para 0.8% (Grundmann et al., 2014). Em paises
com baixa prevaléncia de estirpes MRSA, as infeg¢des por estirpes MSSA constituem um

problema maior do que infe¢des por MRSA (Lindqvist et al., 2015).
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CAPITULO IV - CONCLUSOES

Para A. baumannii a literatura apresentada refere paises da Europa do Sul, como
Italia, Espanha, Turquia e Grécia, como sendo paises onde a prevaléncia de resisténcia
aos carbapenemos ¢ maior. Além deste facto, ¢ ainda possivel afirmar que alguns clones

e respetivos genes associados ja se encontram disseminados em Portugal.

Tendo em conta que o clone ST2 é o clone com maior prevaléncia nos estudos
analisados neste trabalho, pode sugerir-se que este ¢ o clone mais prevalente com
resisténcias a carbapenemos na Europa. A explicacdo pode estar relacionada com a
elevada eficiéncia na formagdo de biofilmes e aderéncia a superficies abioticas o que

favorece a sua disseminagdo e persisténcia no ambiente hospitalar (Principe et al., 2014).

Os resultados analisados sdo concordantes com a prévia descricdo de um aumento

da dissemina¢do mundial do gene blaox4-23.

Para P. aeruginosa os clones ST235, ST111 e ST175 sdo os clones com maior
prevaléncia na Europa. Por norma o clone ST235 ¢ o clone mais prevalente dos trés,
exceto em situacdes especificas. As enzimas VIM e IMP sdo as mais disseminadas,
também por se encontrarem associadas aos clones com maior prevaléncia, e tém sido
reportadas ndo s6 a nivel europeu, como a nivel mundial (Wright et al., 2015). O gene
blaviv-2 € 0 gene associado a resisténcia a carbapenemos mais frequente nos paises da

Europa do Sul (Koutsogiannou et al., 2013).

O facto de uma nova enzima indutora de resisténcia aos carbapenemos — IMP-31
— ter sido identificada e caracterizada, indica uma evolugdao e disseminacao de
carbapenemases em estirpes clinicas de P. aeruginosa e alerta para a necessidade na

continuagdo da prevencao de infegdes por microrganismos gram-negativos.

A versatilidade desta bactéria associada a sua habil capacidade em combinar
diferentes mecanismos de resisténcia e fatores de viruléncia, limita severamente as opgoes
de tratamento utilizadas (Multidrug-resistant et al., 2012), sendo necessario pesquisar

novas abordagens terapéuticas.

Para S. aureus os clones mais predominantes em estirpes HA-MRSA na Europa
no periodo analisado foram os clones ST22, ST125 e STS; enquanto que os clones mais

predominantes em CA-MRSA foram ST8 e ST80.
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O aumento da prevaléncia de resisténcias a antibioticos como a vancomicina € a
linezolida e a utilizagdo de bacteriofagos reforca a importancia da implementagdo de

medidas de controlo de infecao nesta espécie.

A emergéncia de estirpes multirresistentes e a sua disseminagdo, ¢ um problema
atual e relevante. Os estudos analisados sugerem que ao longo dos anos a prevaléncia e
emergéncia de diversos clones multirresistentes e respetivos genes de resisténcia
associados ¢ cada vez maior, refor¢ando para uma necessidade na implementagdo de

medidas de controlo infecioso.
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