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Resumo

RESUMO

O isolamento dé&scherichia colie Klebsiellaspp. multirresistentes produtores fHactamases

de espectro alargado (ESBL) em infec¢Oes invasigasras como as bacteriémias, constitui um
grande desafio terapéutico. De modo a aumentar nbhecimento destes microorganismos,
efectuou-se a caracterizacdo dos determinantesigenée resisténcia e viruléncia de isolados
obtidos ao longo de 7 anos (2000-2007) no Hospésganta Maria.

A Klebsiella spp.demonstrou uma grande variabilidade genotipicajtrastando com a
existéncia de um clone predominante nos isolado&.deoli o qual persiste em diferentes
servicos do hospital ha 5 anos. Este clone é psodda ESBL CTX-M15 e pertence
maioritariamente ao grupo filogenético B2, emba@tzja também presente em isolados do grupo
D, A e B1. A superior capacidade de disseminac&xdmtal daE. coli comparativamente a
Klebsiella spp (2,04 replicdes/isoladd/s 0,59 replicbes/isolado), aliado a especificidade
plasmidica encontrada (grupo In&fs grupo HI1 e P) sugere que o0s genes contidos nestes
elementos genéticos moveis ndo sdo facilmente nitides entres estas espécies. O clone
descrito apresenta as ilhas de patogenicidagg, IN:rro7s€ llcrrozs € 0s padrdes de viruléncia
com apenas doidihH, ecpA ou trés {imH, ecpA,iuc dos nove factores pesquisados. Até a
data apenas descrita Bacoli entero-hemorragica 0157:H, o factor de aderéncia EcpA surge
no presente trabalho sempre associada a fimbriéd.FiEstudos adicionais sdo requeridos, no
entanto parece existir uma accdo combinada entbesira FimH permite a adesado e invaséo no
epitélio vesical ou no enterécito actuando comasaguimaria da bacteriémia, enquanto que a
EcpA possibilita a “fuga” ao sistema imunitario @nsequentemente a sua persisténcia no
hospedeiro.

Palavras Chave: ESBL, viruléncia, controlos de m@dicacdo plasmidica
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ABSTRACT

The isolation ofEscherichia colie Klebsiellaspp multidrud-producing ESBL in severe invasive
infections such as bacteraemia, is a major thetapelallenge. To increase knowledge of these
microorganisms, it was made the characterizatiothefgenetic determinants of resistance and
virulence of isolates obtained over 7 years (200072 at Hospital de Santa Maria.
TheKlebsiellaspp. has demonstrated a great genetic varialititgpntrast with the existence of
a predominant clone in the isolates Bf coli, which persists in different departments of the
hospital for 5 years. This clone is a ESBL CTX-Mdrdducer and belong mostly to phylogenetic
group B2, but is also present in isolates of grbu\ and B1. The superior ability of horizontal
spread ofE. coli compared withKlebsiellaspp. (2.04 replicons/isolate Vs 0.59 replicon$éts)

as well as the specific plasmid group found (gring¥- Vs HI1 and P group) suggests that genes
contained in these mobile genetic elements areeasity transferred between these species. The
clone described presents the pathogenicity isldn@86, ICFT073 and IICFT073 and the
virulence patterns mostly found the presence oy ewb (fimH, ecpA or three {imH, ecpA,
iucC) of the nine virulence factors investigated. Sodaly described in entero-haemorrhagic
E.coli O157:H7’8, the EcpA pilus-adherence factor appears in tiigkvalways associated with
the fimbriae FimH. Additional studies are requirdmwever there appears to be a combined
action between them: the fimH allows adhesion avasion in the bladder epithelium or in the
enterocyte acting as a primary cause of bacterenhide the EcpA allows the "escape” of the

immune system and consequently its persistendesihast.

Keywords: ESBL, Virulence, replicon plasmidic contols
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Capitulo 1. Introducao

1. INTRODUGCAO

1.1. Bacteriémias: implicagdes clinicas e econOmsca

7

A bacteriémia € caracterizada pelo isolamento deromiganismos viaveis na corrente
sanguine¥. Apresenta taxas de mortalidade de #4%alor que pode ser superior a 50% em
unidades de cuidados intensi¥b&Representa cerca de 15% de todas as infeccdesomaisis e

afecta aproximadamente 1% de todos os doentestélsmios’. Esta patologia aumenta a taxa
de mortalidade, o prolongamento em unidades hdspEtga e € geradora de custos
extraordinario¥. Por estas razbes, a prevencdo e a monitorizagio isblados mais

frequentemente envolvidos em situacfes de bacteriddevem ser consideradas accoes

prioritarias.

1.2. Isolados produtores d@-Lactamases de espectro alargado (ESBL)

Estirpes produtoras de beta lactamases de espdatgado (ESBL) tém emergido como um dos
principais mecanismos de resisténcia aos antib®fidactamico&®, com prevaléncias europeias
que variam entre 3% (Suécia) e 34% (Portdgal)

As familias de maior importancia neste grupo sadkel, SHV e CTX-M. As duas primeiras
sdo ceftazidimases, tendo sido descritas até aadabm 90 como os enzimfidactamases de
espectro alargado (ESBLs) mais frequehth® entanto a sua frequéncia tem sido ultrapassada
com a introducéo das cefalosporinas na década“@@6s enzimas da familia dos CTX-K

7. Os membros desta familia emergente de enzimascef@taximases, apresentando uma

actividade 35 vezes superior com a cefotaxima csufistrato, que com a ceftazidin®esde

Céatia Caneiras 1



Capitulo 1. Introducao

sua descricdo em 1986, tém vindo a aumentar expiah®ente, constituindo ja cerca de 50%
dos ESBLs produzidos pé&:. colf, estando actualmente descritas mais de 60 disreatriantes
deste grupo de acordo com a sua sequéncia amiticati

Os ESBL sado enzimas maioritariamente de origemnptisa que conferem resisténcia as
penicilinas, cefalosporinas e aztreonamo. Sao é&mgunente encontradas @émcherichia coli
Klebsiellaspp e outras enterobactéffasA terapéutica antimicrobiana para infeccdes aasa
por organismos produtores de ESBL representa uafidesonsiderando que estes organismos
sdo frequentemente resistentes a outros antim&robi como trimetoprim-sulfametoxazol,
aminoglicosideos e fluoroquinoloffstendo sido até recentemente sugerida uma reghdimjue
permita uma rapida percepcao clinica das resigtémsisociadas

Os grupos terapéuticos das cefalosporinas e dasofjuinolonas sdo recomendadas como
primeira linha na terapéutica empirica para o mnatato das infec¢cdes generalizadas provenientes
do tracto urinario, infecces dos tecidos-molesnteaiadbominaf® " “°Estudos recentes
inferem que cerca de 12-16% dos doentes com irdepo@ isolados produtores de ESBL
apresentam bacteriérfifa pelo que a terapéutica empirica a utilizar nestascdes assume
especial preocupacao.

Kang et al. descreve um estudo de 286 doentes com bactergam&ada por microorganismos
gram negativos, verificando que 52,8% dos doenfiesteve a terapéutica adequdassim,
considerando que 30,8% de todas as bacteriémiesvsen a organismos produtores de ES8L

a rapida emergéncia e disseminacao destes enzierdika-se a necessidade de controlo destes

microorganismos como uma prioridade estratégica

Céatia Caneiras 2



Capitulo 1. Introducao

1.3.Escherichia colie Klebsiellaspp. em situacdes de bacteriemia

Entre os microorganismos gram-negativo mais fregumeante isolados em situacdes clinicas de
bacteriémia encontram-seEacherichia col{20%) e &Klebsiella pneumonig4,7%Y*. A origem
primaria da bacteriémia parece estar associadéeecdes do tracto urinario (23-44%), tracto
gastro-intestinal (14-17%) e associada a dispasitinédicos (14%), embora se verifigue uma
elevada percentagem de origem desconhecida (31335%)

Infeccdes causadas por isolados de pkeumoniaeprodutores de ESBL estdo usualmente
confinadas ao ambiente hospitalar contrariamengeissmdados dé=. coli produtores de ESBL,
dos quais ja cerca de metade das infeccBes séciaaks® a doentes ndo hospitalizAldze
facto, recentemente, a maioria dos casos reportddodbacteriémia causada por estirpes
multiresistentes produtoras de ESBL na Europa tmlmaigem nosocomial. No entanto, o
aumento de casos de infeccdo do tracto urinari@ éatteriémia adquirida na comunidade
causada por estes microorganismos sugerem quetficdedo precoce de doentes de elevado
risco para a aquisicdo de isolados produtores d&_EBaseada na sua origem geografica e o

estudo do percurso de viajante, podera ajudarimiapt estratégias de terapéutica emptfita

Estudos multicéntricos europeus e intercontinentd@s monitorizacdo da susceptibilidade
antimicrobiana com especial incidéncia nos isolgatosiutores de ESBL, tém consistentemente
demonstrado uma variabilidade na frequéncia ddades considerando a localizacdo geogréfica,
espécie bacteriana e a origem dos diferentes ssifados paises europeus, Portugal apresenta
as taxas mais elevadas de consumo de antibiotmoprojecto europeu ESAEuropean
Surveillance of Antimicrobial Consumptiatescreve que, no ano de 2006, se encontrou entre

18,69 e 23,24 doses diarias por mil habitantes (P@Dquanto que na Holanda foi de 9,58-

Céatia Caneiras 3
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14,14 DDD e em Franca 27,80-32,35 DBDvalores preocupantes corroborados por outros

estudos.

Publicactes recentes do sistema EARESSpean Antimicrobial Resistance Surveillance &yist
(http://www.earss.rivm.nl), fundado pela agénciaopaia ECDCEuropean Centre for Disease
Prevention and Controlcom o apoio da Comissdo Europeia, descrevem elsviadlices de

resisténcia antimicrobiana nos microorganismosidms da corrente sanguinea (Figura 1).

[ Mo data®
E<1%
B o1 -5%
£15-10%
B 10 -25%
BN 25 -E0%
= =50

[ Mo data*
H=1%
W1 -5%
O 5-10%
= 10-25%
B 25 -50%
I =50

Figura 1. Representacdo da resisténcia dos isolados cliimeasivos deEscherichia coli(esq.) e

Klebsiella pneumonia®.

Esta situacdo apresenta especial incidéncias nBsokacteridceas e sua resisténcias as
cefalosporinas de 32 geracéo, fluoroquinolonasiaagiicosideos, com os isolados invasivos de
E. colia apresentar um indice de resisténcia as fluanotprias compreendido entre 25 e 50% e
de Klebsiella pneumoniaentre 10-25%. Estes dados devem, portanto, ser considerados na
actualizacdo dos pontos de coorte definidos pdes @gentes antimicrobiandsyando mesmo
autores a sugerir uma alteracéo nos pontos deecommsiderados pelas agéncias compet&rees

uma harmonizacgéo internacional entre a agéncigpeirdUCAST-European Committee on

Céatia Caneiras 4



Capitulo 1. Introducao

Antimicrobial Susceptibility Testing a agéncia norte-americana ClC3inical and Laboratory

Standards Instituté®.

1.4. Disseminacao Plasmidica: grupos de incompatiidiade de Escherichia coli

e Klebsiellaspp.

A aquisicdo de elementos genéticos moveis (fagdasnpdios virulentos e ilhas de
patogenicidade), assim como a perda de regided\Ndedbomossomico nas diferentes linhagens
celulares, permitem uma dindmica de evolucéo deeslaleE. coli comensais (Figura 2), com
distintas caracteristicas patogeénicas e frequeminassociadas a uma sintomatologia e quadro
clinico especifico: E. coli enterotoxigonénicas, enteropatogénicas, enteramagicas,

enteroinvasivas e uropatogénicas

Plasmideos Fago : Ithas Patogenicidade

| Black hole

E coli Enteropatogénicd E coli Emterobvasiva

E coli Entsrohemorrdsica
Figura 2. Contribuicdo da aquisicdo horizontal de elementseticos moéveis para a evolugéo

distintos tipos patogénicos &e coli®.
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Capitulo 1. Introducao

Os plasmideos sédo elementos genéticos extracromassque existem nas células como acidos
nucleicos livres, maioritariamente constituidos goas cadeias de DNA circulares, que variam
entre 1 e 1000 Kpb. O nimero de copias na célula,\@dendo existir apenas 1 ou 2 cépias, ou
mais de 10%. Parecem estar envolvidos na diversidade genéigcderiana, permitindo a

aquisicao e a perda de genes, e podem ser trooadnsntalmente por diferentes populacdes por
conjugacéo ou mobilizacdo (Figurd>3)Contém genes essenciais para a iniciacio e tmuiao

replicacdo assim como genes acessorios cujas sipod@iem envolver resisténcia antimicrobiana

ou genes de virulénéa

Célula Dadara CElulz Receptora

Tubo de
conjugacdo @
Flasmideo

Conjugativo Cromossoma

@ ) @

@ 4 @)
N\ _-

@ ) ( @

Movo Dador

Diadaor

Figura 3. Esquema exemplificativo de conjugacéo bacte 2.

Plasmideos com a mesmo controlo de replicacdoisé&ompativeis”, enquanto que plasmideos

com diferentes controlos de replicacdo sdo “comesti. Segundo este pressuposto, dois
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plasmideos pertencendo ao mesmo grupo Inc ndo pedemropagados na mesma linhagem
celula®. O grupo Inc tem sido frequentemente utilizadoapelassificar os plasmideos. Este
método permite tracar a difusdo destes elementodtiges moveis no que infere a resisténcia
antimicrobiana, assim como monitorizar a evolucéiiseeminacdo de plasmideos emergéhtes
A epidemiologia de infec¢cbes causadas por isolggodutores de CTX-M demonstrou ser
diferente de infec¢des causadas por produtoresiti@scESBL como as TEM ou SHV:dado que
0S genes que codificam para os enzimas CTX-M eramorse associados com elementos
genéticos moveis, favorecendo a sua disseminacio

Em 1988, Couturieet al desenvolveu um novo método para a identificag@® mlasmideos
maioritariamente presentes em isolados de Enteleidmea¥. Este método, baseado na
hibridizacdo de 19 sondas de DNA que reconhecidaretites replicOes, apresentava como
limitacbes ser trabalhoso, demorado e de dificllcapdo num grande numero de isolados.
Carattoli et al. apresentou em 2005, um método de PCR para idegib de 18 origens de
replicacdo representativas dos grupos de inconilpdditle mais frequentemente associados a
resisténcia antimicrobiana em enterobacteridceagual contribuiu para um aumento de estudos

sobre esta tematica.
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1.5. Caracterizacao Filogenética em populacdes Bscherichia coli

A analise filogenética dos isolados de E. coli desthmu a existéncia de quatro grupos
filogenéticos maioritarios: A, B1, B2 e ¥ Embora os determinantes de viruléncia possam esta
associados a elementos genéticos moveis, uma oetatde a classificacdo filogenética e a
viruléncia tem sido reportada: isolados virulerggga-intestinais sdo, maioritariamente do grupo
B2 e, com menor frequéncia, do grupo D. Por sua og&zsolados comensais pertencem
maioritariamente aos grupos A e®&1Tradicionalmente, infere-se que a prevaléncissolados
multirresistentes é menor em isolados B2embora recentemente se tenha descrito isolados
multirresistentes pertencentes a este grupo fiketigs® >

Brangeret al. promoveu um estudo com 1%/coli produtoras de ESBL, verificando que foram
encontradas ESBL em todos os grupos filogenéticqgeea resisténcia as fluoroquinolonas se
encontra associada a uma diminuicdo de factorasraéncia (FV) e da capacidade invasiva
corroborado por outros estuddsSannet al, por sua vez, infere que os isoladosEdeoli do
sangue comparativamente a isolados rectais, apa@sanais FV em situacOes de bacteriémia.
Sugere, assim, uma supremacia dos determinantegud@ncia sobre os filogéneticos como
indicadores preditivos da capacidade de virul&icia

A relacdo entre a resisténcia aos antimicrobianogrupo filogenético a que pertencem e o
potencial de viruléncia ndo é clara e consensual. f&rto, pouco € conhecido sobre a
caracterizacdo filogenética descherichia coliprodutores de ESBle sua importancia na
patogenicidade destas estirpes, principalmenteiteiacées de infeccao invasiva severa, como é

0 caso da bacteriémia.
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1.6. Factores de Viruléncia e llhas de Patogenicida (PAIs) deEscherichia

coli

A severidade das infeccdes bacterianas resulta mia gomplexa interaccdo entre a
susceptibilidade do hospedeiro e as caracteristicaggente patogénico, entre as quais 0s
factores bacterianos de viruléncia que pd3suDentro dos factores de viruléncia mais
frequentemente associados a infeccbes severasiviwapor facilitarem a colonizagéo,
proliferacdo e 0 acesso bacteriano ao sistema endew, podemos destacar as adesinas
especificas, os sideréforos e as toxth48

A adesdo celular € amplamente descrita como umo paggortante para a patogenese da
doencd®, dado que confere & bactéria uma capacidade decpéo contra alguns mecanismos
mecanicos de proteccédo bacteriana (p.e. descandacBmicosa), aumentando a sua habilidade
para se multiplicar e invadir o tecido refial® A ades&o d&. coli as células uroepiteliais é
medidado por proteinas bacterianas denominadasle#nas associadas ou ndo a producéo de
fimbrias. O genepap codifica uma adesina fimbria P, a qual media a &eRm bactéria a
glicopéptidos localizados na superficie das céldtagracto urinario, facilitanto a colonizacao da
pélvis e a invasdo do parénquima réHaksendo que a proteina papG, dada a sua localizacdo
estratégica na regido distal da estrutura fimbpiatece ter um papel relevante na proteccdse. da
coli da'accéo dos neutréfildsA fimbria FimH é uma adesina sensivel aos resideosianose
existentes nos receptores glicoproteicos, que sengam localizados na superficie das células
epiteliais da bexiga. Esta adeséo é seguida pedadn do tecido uroepitelf&I°:

O genesfa é codificador da adesina fimbria S, reconhecendtduwes de &cido siadlico na

laminina. Esta fimbria € uma hemaglutinina maneséstente que se liga a estruturas presentes
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em eritrocitos humanos, sendo usualmente deteactadaamostras dé. coli isoladas em
pacientes com quadros clinicos de sépsis ou méairgor sua vez, o gerda codifica uma
adesina afimbrial, reconhecendo o antigénio deaysamguineo Dr como seu recefftor

A aerobactina, codificada pelo gene iucC, é umaepra associada a captacdo de ferro, cujo
gene se encontra frequentemente em plasmideos apicam também a resisténcia a
antimicrobianos. Esta associada a situacfes dinjtaves dado que promove crescimento
bacteriano em concentracoes limitantes de feriocitkentes com as encontradas no decorrer da
infeccad?.

A hemolisina, codificada pelo gerdy, encontra-se associada a quadros severos dednfeca
Promove a lise dos eritrocitos, contribuindo pamacesso inflamatério através da libertacdo de
ferro, interrupcado da fagocitose e causando toxitgdirecta para os tecidas

O factor citotéxico necrotizante 1, codificado pelenecnf, consiste numa toxina protéica que
induz a desaminacdo do residuo de glutamina 63ataipa RhoA GTP-ligante, uma proteina
essencial para a organizacao do citoesqueletotiia ae células eucariofdsO geneausp o qual
codifica para uma proteina especifica uropatogéep@eece estar associado a infeccao do tracto
urinario, tendo sido recentemente descrito coméngportante factor de viruléncis.

O pilus de adeséo EcpA, embora esteja presenteetarain isolados comensais, caracteriza-se
por ser crucial para a viruléncia & coli H7:0157 em humanos. A presenca deste proteina
parece mimetizar os isolados comensais promovendevasao ao sistema imunitério,
promovendo a perpetuacéo da colonizacéo e a prandacifeccat .

As llhas de Patogenicidadae (PAIs) foram descpta primeira vez por Hacket al, sendo

elementos genéticos moveis constituidos por gragdastidades de DNA (superiores a 10Kb) as
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quais codificam para genes de viruléncia e de tégsiE®. Encontram-se contidas de forma
adjacente a genes RNAt e contém sequéncias dedoséntegrases e transposases

De facto, dada a complexidade inerente a esta ianéstirpes d&. coli produtoras de ESBL
envolvidas em situagbes de bacteriémia apresentsda aum potencial de viruléncia
desconhecido. Podem representar clones altamenikentds ou isolados oportunistas cuja
habilidade para causar doenca se encontra largariertada aos hospedeiros comprometidos,

nos quais a resisténcia podera apresentar vantsgjentiva.
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1.7. Objectivos
O objectivo principal deste estudo consiste emotari@ar os determinantes genéticos associados
a resisténcia e viruléncia em isolados clinico&sieherichia colie Klebsiellaspp. produtores de

B-lactamases de espectro alargado provenientesctiribaias.

De modo a atingir este objectivo, € necessario:

» Caracterizacdo fenotipica e genotipica dos isoladivscos deE.coli e de
Klebsiella sppprodutores de beta-lactamases de espectro alar&8BL)
isolados de hemoculturas;

» Caracterizacado do perfil de disseminacéo plasai@ves da determinacdo dos
grupos de incompatibilidade dos isolados em estudo;

e Caracterizacao filogenética da populaca& deoli;

» Determinacdo de factores de viruléncia e llhasPdigenicidade (PAIs) em

E.coli e sua relacdo com os perfis de resisténcia éwicid encontrados.

O interesse nesta tematica justifica-se pela nelzels crescente de aumentar o conhecimento
das estirpes produtoras de ESBL, principalmentendmuarovenientes de situagbes invasivas
severas, como € o0 caso das bacteriémias. Estedsstione especial relevancia considerando os
limitados estudos neste ambito e a controversg&elaa viruléncia com a previsibilidade da

resisténcia e patogenicidade dos isolados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados Bacterianos em estudo

As hemoculturas efectuadas apdés suspeita de infebg&teriana por sintomatologia ou
parametros clinicos, foram processadas pelo sisart@matico do Hospital de Santa Maria.
Apenas os isolados d€lebsiellaspp e Escherichia coliidentificados como produtores @e
lactamases de espectro alargado pelo LaboratoérMic®biologia do Hospital de Santa Maria
foram encaminhados para o Laboratério de Contrakrdioldgico da Faculdade de Farmacia
da Universidade de Lisboa, no ambito de ser efdotuen estudo especifico. Todas as estirpes
foram, entdo, conservadas a partir de uma cultura pm criotubos com 1 mL de BHI com
glicerol a 15%, devidamente identificados e cormdrg a — 80°C. Deste modo, é possivel
preservar as caracteristicas genotipicas e feoasiptdas bactérias, garantindo-se que as
caracteristicas permanecem intactas para estudteripoes e, comparativamente a conservacao

a temperatura ambiente, diminuindo-se o risco déacosinacdo bacteriana e/ou fungica.

O presente trabalho constitui um estudo retrospeaas estirpes dElebsiella spp (n=83),
nomeadament&lebsiella pneumonia¢n=68) eKlebsiella oxytocan=15), eEscherichia coli
(n=72) produtoras de ESBL, isoladas de hemocultdmasiospital de Santa Maria (HSM) no

decorrer de 7 anos consecutivos (2000-2007). Apkiesado por doente foi considerado.
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2.2. Métodos de Biotipagem

Para a caracterizagdo fenotipica e genotipica &8s idolados clinicos produtores de beta-
lactamases de espectro alargado isolados de hedorasuylserdo utilizadas técnicas tradicionais
de determinacdo da susceptibilidade aos antim@nolsi como o método de difusdo em disco

Kirby-Bauer, e de tipificacdo molecular, comda3-PCR fingerprinting

2.2.1 Métodos Fenotipicos

A terapéutica empirica para infec¢des severas slEavecomendada tendo por base a distribuicdo
dos microorganismos e o0 seu perfil de susceptdukd na instituicho onde o regime é
administrado, de modo a minizar as consequénciasndeterapéutica inapropriada. Deste modo,

ird proceder-se a caracterizacao fenotipica désdss em estudo.

Susceptibilidade a Agentes Antimicrobianos

Numa primeira fase, ird proceder-se a determindedsusceptibilidade dos isolados a diferentes
familias de antimicrobianos utilizados na pratitiaica, recorrendo-se ao método de difusdo de
discos de antibiético em agar, também designadodwéate Kirby-Bauer.

Verificou-se a susceptibilidade dos isolados enudesta 7 antimicrobianos: 3 cefalosporinas,
cefoxitina (22geracéo), ceftazidima e cefotaxim®géBacdo); aminoglicosideos, gentamicina,;
qguinolonas, ciprofloxacina e o grupo dos carbap@&semepresentado pelo imipenemo. Foi
utilizado também um disco de amoxicilina e acidavalanico (associacdo beta-lactamico com

inibidor de beta lactamases).

Cétia Caneiras 15



Capitulo 2. Material e Métodos

Os resultados foram analizados tendo em conta m®$ade coorte definidos pelinical and
Laboratory Standards Institute(Tabelal) para interpretacdo da susceptibilidade d

Enterobacteriaceaos antimicrobianos utilizados no presente esttido

Tabela 1.Pontos de coorte definidos pelo CLSI, 2808

- . , i Diametro da Zona de Inibicdo (mm)
Agente Antimicrobiano Conteudo do disco (ug)

R | S

Cefotaxima (CTX) 30 <14 15-22 >23
Ceftazidima (CAZ) 30 <14 15-17 >18
Ciprofloxacina (CIP) 5 <15 16-20 >21
Cefoxitina (FOX) 30 <13 15-17 >18
Imipenemo (IMP) 10 <13 14-15 >16
Gentamicina (GM) 10 <12 13-14 >15
Amox. e Ac. Clav. (AMC) 20/10 <13 14-17 >18

2.2.2. Métodos Genotipicos

O controlo de uma infeccdo associada aos cuidaeleaade (IACS) pressupde o conhecimento
das bactérias endémicas no meio hospitalar. De ragoimceder a caracterizacdo molecular e
avaliar a relacdo clonal dos isolados clinicos stad®, recorreu-se ao método genotipico M-13

PCRfingerprinting

M-13 PCR fingerprinting
O método de M-13 PCRngerprintig, baseado na técnica dendomly amplified polymorphic
DNA analysis(RAPD) é de facil realizacdo, embora tenha sideritasbaixa reprodutibilidade

inter-ensaios. Tem sido amplamente utilizado nesteoratério para tipificar diversos
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microorganismos, sendo referida uma boa correlag&ooutros métodé% Para extrair o DNA
de cada isolado recorreu-se a técnicabdiied, menos dispendiosa que o recursits de
extraccdo comerciais e mais rapida que a extrapoédenol:cloroformio e precipitacdo com

etanol absoluto. A sequéncia pglemer utilizado encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2.Primer para M13 PCRingerprinting

Descricao Gene(s) alvo Sequéncia primer (5"-3") Referéncia

M-13 Emparelha  aleatoriamente COMGAGGGTGGCGGTTCT  Grundmaret al, 1997
fragmentos poliméficos do genoma

Para a amplificacdo recorreu-se aeady-to-go RAPD Analysis Bead@mersham
Biosciences®), de acordo com as instrucdes dockate. As reaccdes foram efectuadas num
termociclador Clycler™ thermal cycler, Bio-Rad®) previamente aquecido a 95°C ségum
programa descrito na Tabela 3. O restante protosotontra-se de acordo com o descrito por

Grundmanret al.1997°°.

Tabela 3.Programa de amplificacdo M-13 PdiRgerprintig

Temperatura (°C) Tempo N° ciclos
94 2 min 1
94 20 seg 35
50 1 min 35
72 20 seg 35
72 5 min 1
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2.3. Métodos Moleculares

As técnicas moleculares tém demonstrado elevadwesge no diagnéstico e terapéutica de
doencas infecciosas, promovendo um conhecimentdusmatado dos mecanismos de resisténcia

e viruléncia de microorganismos clinicamente raies.

2.3.1. PCR

O método de PCR (Polymerase Chain Reaction) peara@plificacdo especifica de genes cuja
presenca se procura confirmar. O amplicdo originadm os primers indicados € depois
purificado, sequenciado e analisado. Esta reagefjoer uma extraccdo prévia do DNA das
células, de forma a estar disponivel para os psimrcledtidos e DNA polimerase. As reaccfes
de polimerase em cadeia foram realizadas utilizanidbcomercialpuReTaq Ready-To-Go PCR

Beads(Amersham Biosciences®), de acordo com as instsudo fabricante.

Pesquisa de ESBL
Através da técnica de PCR foi efectuada a pesaglasaenzimas do grupo CTX-M1, tendo-se

utilizado para tal oprimersdescriminados na Tabela 4.

Tabela 4 Primers utilizados na pesquisa de ES

Descricao Sequéncia primer (5°-3") Referéncia

CTX-M1F ATGGTTAAAAAATCACTGCGCTCCT
no. X92506

CTX-M1R TTACAAACCGTCGGTG
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Tipificacdo plasmidica
De modo a classificar os plasmideos existentes isaados deE.coli e Klebsiella spp.

provenientes de bacteriémias foi efectuada umatifbaigdo do grupo Inc, de acordo com o

descrito por Carattoli et al., 2065

Tabela 5 Primers utilizados na tipificacdo plasmidi

Identificagdo Sequéncia primer (5-3") Referéncia

HI1 Fw ggagcgatggattacttcagtac AF 250878
HI 1Rv tgccgtttcacctcgtgagta

HI2 Fw tttctcctgagtcacctgttaacac BX664015
HI2 Rv ggctcactaccgttgtcatcct

11 Fw cgaaagccggacggcagaa M20413
11 Rv tcgtcgttccgecaagttegt

X Fw aaccttagaggctatttaagttgctgat  YO0768
X Rv tgagagtcaatttttatctcatgttttagc
L/M Fw ggatgaaaactatcagcatctgaag U27345

L/M Rv ctgcaggggcgattctttagg
N Fw gtctaacgagcttaccgaag NC_003292
N Rv gtttcaactctgccaagttc
FIA Fw ccatgctggttctagagaaggtg J01724
FIA Rv gtatatccttactggcttccgcag
FIB Fw ggagttctgacacacgattttctg M26308
FIB Rv ctccegtcgcettcagggcatt
W Fw cctaagaacaacaaagcccccg ul12441
W Rv ggtgcgcggcatagaaccgt
Y Fw aattcaaacaacactgtgcagcctg K02380
Y Rv gcgagaatggacgattacaaaacttt
P Fw ctatggccctgcaaacgcgccagaad20134
P Rv tcacgcgccagggcgcagcc
FIC Fw gtgaactggcagatgaggaagg  AH003523
FIC Rv ttctcctegtcgecaaactagat
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A/C Fw gagaaccaaagacaaagacctgga X73674

A/C Rv acgacaaacctgaattgcctcctt
T Fw ttggcctgtttgtgcctaaaccat K00053
TRv cgttgattacacttagctttggac
FIIS Fw ctgtcgtaagctgatggce AE006471
FIIS Rv ctctgccacaaacttcagc
FrepB Fw tgatcgtttaaggaattttg AY234375
FrepB Rv gaagatcagtcacaccatcc

K/B Fw gcggtccggaaagccagaaaac M93063
K Rv tctttcacgagcccgccaaa
B/O Rv tctgegttccgecaagtticga M28718

Caracterizacao Filogenética
Os isolados deE.coli provenientes de bacteriemias do Hospital de Samaaia foram

caracterizados filogenéticamente com péners descritos na Tabela 6 e de acordo com o

descrito por Clermont, @t al (2000}2

Tabela 6. Primers utilizados na caracterizacéo
filogenética dos isolados @ coli.

F':lr?r;nei Sequéncia primer (5°-3")
ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
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Os resultados obtidos através da técnica de PCinfamterpretados de acordo com a arvore

dicotémica apresentada na Figurd 4

)
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Figura 4. Arvore dicotémica utilizada para determina
grupo filogenético dos isolados d& coli através dos

resultados obtidos por PER

Factores de Viruléncia e llhas de Patogenicidade

Tabela 7 Primers utilizados na identificacdo de factores de vici@ e de ilhas de

patogenicidade

Descricdo Gene(s) alvo Sequéncia primer (5°-3") Reéncia
Fimbria P papC GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGC®itoutet al.,2005
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
Fimbria S e F1C sfa/focDE CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
Adesinas Afa afaC CGGCTTTTCTGCTGAACTGGCAGGC
CCGTCAGCCCCCACGGCAGACC
Fimbria do Tipol fimH AACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG
ATTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC
Hemolisina hlyCA AGATTCTTGGGCATGTATCCT
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TTGCTTTGCAGACTGTAGTGT

Factor Citotoxico
. cnf TTATATAGTCGTCAAGATGGA
Necrotizante
CACTAAGCTTTACAATATTGA
Aerobactina iucC AAACCTGGCTTACGCAACTGT

ACCCGTCTGCAAATCATGGAT

Factor comum de aderéncia ecpA AAGCTGGTTGTGACGCCAC
GAAACCATCCTGTGCGGTG Presente trabalho
Proteina especifica
- usp CCGAGTAGTGTGTTGGCGAC
uropatogenica Presente trabalho
GTCGGGGCGTAACAATCCT
PAI 111 536 sfa Al.1 CGGGCATGCATCAATTATCTTTG
sfa Al.2 TGTGTAGATGCAGTCACTCCG
PAI IV 536 IR P2 FP AAGGATTCGCTGTTACCGGAC
IR P2 RP TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT
PAI Il CFT073 cft 073.2 Entl ATGGATGTTGTATCGCGC Sabateet al, 2006
cft 073.2 Ent2 ACGAGCATGTGGATCTGC
PAI 1 536 1.9 TAATGCCGGAGATTCATTGTC
1.10 AGGATTTGTCTCAGGGCTTT
PAI 11 536 orfl up CATGTCCAAAGTTCGAGCC
orfl down CTACGTCAGGCTGGCTTTG
PAI | j96 papGlf TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT
papGlr TGGCATCCCACATTATCG
PAI Il j96 hlyd GGATCCATGAAAACATGGTTAATGGG Sabateet al, 2006
cnf GAAGTTACAGCGCGCA
PAI | CFTO73 RPAI GGACATCCTGTTACAGCGCGCA
RPAf TCGCCACCAATCACAGCGAAC

2.3.2. Purificacéo de Produtos de PCR
Para completar a caracterizacdo genética das bactrnecessario sequenciar os produtos

obtidos na amplificagdo por PCR. Sendo a sequdiiag processo complexo e muito sensivel
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€ necessario garantir que a solucao a analisaéroospenas o DNA pretendido. Deste modo, as
amostras foram purificadas utilizando-se o Kit defiracdoJETquick Spin Column Technique

(Genomed®), segundo as instrucdes do fabricante.

2.4. Métodos Informaticos

A analise das sequéncias nucleotidicas amplificgquele método de PCR foi efectuada

recorrendo a dois programas informaticos: BLASTL&/STALW.

2.4.1. BLAST

O programa BLAST 2.0 Basic Local Alignment Search Tooldisponivel em
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) permite a analise dasequéncias nucleotidicas obtidas
considerando a homologia com as contidas na baselades doNational Center for
Biotechnology Information(NCBI), permitindo conhecer a significAncia estatés dos

emparelhamentos.

2.4.2. Clustalw

O Software ClustalW Multalign é um programa delsimento de multiplas sequéncias, para

DNA e proteina, disponivel onlinevwyw.ebi.ac.uk/clustalvj)/ Produz alinhamentos de varias

sequéncias divergentes, de forma biologicameneyaste. Calcula o melhor emparelhamento
possivel entre cada sequencia, e forneceutputalinhado para que as identidades, semelhancas

e diferencas possam ser visiveis.
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2.5. Métodos Estatisticos
De modo a percepcionar a significancia estatisli@a comparacdes efectuadas ao longo do
presente trabalho foi efectuado o Teste de Fislacth, recorrendo ao programa de célculo

disponivel enhttp://www.graphpad.com/quickcalcs/index
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3. Resultados e Discussao

3.1. Frequéncia de isolamento de ESBL em situacbe® bacteriémias no

Hospital de Santa Maria, 2000-2007

De modo a percepcionar a representatividade dansoito de estirpes produtoras de ESBL
provenientes de bacteriémias no decorrer de 7 mm®$SM, procedeu-se a analise dos isolados
enviados para a FFUL comparativamente a totalidimdeisolados recolhidos em hemoculturas

no hospital durante o periodo em estudo (Tabela 8).

Tabela 8 Frequéncia de isolamento (Escherichia colie Klebsielle spp produtores de ESB

considerando a totalidade de isolados em situal@®bacteriémia, por ano de estudo, no HospitakbaeaS

Maria.
N° isolados (%)
E. coli Klebsiellaspp.
Ano de Isolamento Total (100) ESBL Total (100) ESBL
2000 130 2 (1,5) 59 1(1,7)
2001 174 1 (0,6) 87 8(9,2)
2002 174 4(2,3) 64 9 (14,1)
2003 209 5(2,4) 83 14 (16,9)
2004 236 6 (2,5) 93 5 (5,4)
2005 223 20 (9,0) 107 20 (18,7)
2006 229 11 (4,8) 102 15 (14,7)
2007 233 23(9,9) 107 11 (10,3)
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A frequéncia de isolamento @scherichia coliprodutora de ESBL em bacteriémias variou entre
0,6% e 9,9%, nos anos de 2001 e 2007, respectitant@a anos decorridos entre 2005 e 2007
demonstraram um aumento significativo comparativamaos anos anteriores (0,6-2,5%#,8-

9,9%, IC95%, p<0,05).

Embora ha cerca de 10 anos atras um estudo de bkunas europeias efectuado entre 1997 e
1998 pelo programa internacional de vigilanciaraiiobiana SENTRY, tenha determinado um
indice de 0,36% de isolados He coli potencialmente produtores de ESBLfoi recentemente
descrito em Espanha por Rodriguez-Bahal, uma frequéncia de isolamento que, actualmente
rondara os 9,09%', com uma preocupante tendéncia crescente iguamvenificada por toda a

Europd' **'3'e concordante com a evolucdo descrita no presahiaho.

Nos isolados d&lebsiellaspp. o indice percentual de isolados produtoreES®L assumiram
uma variacao entre 1,7% e 18,7% nos anos de 2@00%® respectivamente, com 0s anos de
2000 e 2004 a apresentarem os indices mais reduldidoe 5,4%, respectivamente). No ultimo
ano do presente estudo, 2007, a frequéncia de giiodle ESBL em isolados #éebsiellaspp

foi de 10,3%. Embora no presente estudo se veeifign decréscimo no indice de isolados desta
espécie nos ultimos 3 anos (18,7% em 2005 Vs 1@B9@2007), importa notar que outros
estudos europeus descrevem valores de producdSRle i ordem dos 9,4% (Franca,1988)
10,2% (Italia, 2003f e 13,7% (Espanha, 2068) pelo que os valores obtidos no Hospital de

Santa Maria indiciam uma necessidade de medidasimreas e de monitorizacao rigorosa.
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3.2. Caracterizagcdo da amostra em estudo

No periodo de tempo decorrido entre Janeiro de 20D@zembro de 2007 foram identificados
155 isolados clinicos produtores tHactamases de espectro alargado (ESBL), homeadam2n
Escherichia colie 83 Klebsiella spp., das quais 6&lebsiella pneumoniae 15 Klebsiella
oxytoca Todos os isolados s&o provenientes de hemocsildar&lospital de Santa Maria (HSM),

Lisboa, tendo sido apenas considerado um isoladdqemte.

3.2.1. Evolucéo da frequéncia de isolamento de protbres de ESBL na
amostra em estudo
De um modo complementar a informacéo recolhida ot 3.1. deste trabalho, na qual foi
determinada a frequéncia de isolamento de ESBL ospithl de Santa Maria em situagdes de

bacteriémia, importa também caracterizar a ameastrastudo no que infere a evolugcao destas

estirpes entre 2000 e 2007 (Figura 5).

Isolados Produtores de ESBL - Bacteriémia

—e— Escherichia coli, n=72
—m— Klebsiella spp, n=83

Frequéncia Percentual (%)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Ano de Isolamento

Figura 5. Distribuicdo da frequéncia percentual dos isolaEscherichia coli(n=72 e
Klebsiellaspp. (n=83) produtores de ESBL provenientes deehémia, por ano de isolamento.

Céatia Caneiras 28



Capitulo 3. Resultados e Discusséao

Como se pode observar na Figura 5, verifica-se wmea tendéncia crescente de isolamento de
estirpes produtoras de ESBL em ambas as estirpes,06 anos compreendidos entre 2005 e
2007 a apresentarem significativamente (p<0,05; 9% um numero superior de isolados

produtores de ESBL, comparativamente aos restantus

Analizando as duas espécies bacterianas isoladamemtfica-se um aumento significativo de
isolamentos d&. colino ano de 2005 (os quais representavam 8,33% alaléate da amostra
em 2004, passando para 27,78% em 2005, p<0,05; B¥6rTomportamento semelhante ao
encontrado na frequéncia de isoladoKébsiellaspp. produtores de ESBL, nos quais também
se verificou um aumento extraordinario de isola(®82% em 2004 para 24,10% em 2005,
p<0,05; NC=95%), De facto, os resultados obtidagesem a existéncia de um surto de ambos os

isolados produtores de ESBL no HSM no ano de 2005.

Verifica-se que a frequéncia de isolamento #éebsiella spp. invasiva diminuiu
significativamente nos anos subsequentes (24,10&noae 2005 comparativamente a 18,07% e
13,25% dos anos de 2006 e 2007, respectivamentapartamento distinto do verificado para os
isolados deEscherichia coli Nestes isolados invasivos produtores de ESBLfiea@us-se um
aumento de 28% em 2005 para 32% em 2007, sendoup@te o facto de, neste ultimo, o

numero de isolados d& coliatingir o valor mais elevado dos ultimos 7 anos.

Cétia Caneiras 29



Capitulo 3. Resultados e Discusséao

3.2.2. Distribuicao dos isolados por Servigos Cltos

O estudo das unidades nas quais mais frequenterfezate isoladas estirpes produtoras de
ESBL permite ndo so verificar a possibilidade distércia de clones endémicos no Hospital ou
em servicos de determinada tipologia, assim conpbeimentar medidas especificas e adequadas
a situacdo. Deste modo, pretendeu-se estudarréodiisio da frequéncia absoluta e percentual
dos isolados por agrupamento de servicos clinicossiderando a similaridade de servico

prestado (Tabela 9).

Tabela 9 Distribuicao da frequéncia absoluta ecentual de isolados (Escherichia colie Klebsielle

spp. por servico clinico do HSM.

E. coli Klebsiellaspp.
SERVICOS N° isolados (%) N° isolados (%)
Medicinas e Esp. Médicas 46 (63,89) 29 (34,94)
SO e Urgéncia 12 (16,67) 3 (3,61)
ucl 10 (13,89) 38 (45,78)
Cirurgia e Esp. Cirargicas 2 (2,78) 10 (12,05)
Pediatria 2 (2,78) 3 (3,61)
TOTAL 72 (100) 83 (100)

Legenda: SO-Sala de Observag8es da Urgéncia; UCI-Unidade de Cuidados Intensivos

No presente estudo, os isoladosEseherichia coliprovém maioritariamente dos servicos de
medicinas e de especialidades médicas do HSM, uris §&o isolados 63,89% da totalidade da
amostra, seguidos dos isolados da Sala de ObsessdadJrgéncia e Urgéncia Central (16,67%)
e das distintas unidades de cuidados intensivpggsentando 13,89% dos isoladoKlabsiella

spp. apresenta uma distribuicdo distinta, apesarsdovicos em que mais frequentemente séo
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isolados serem comuns: 45,78% dos isolados prov@snudidades de cuidados intensivos e
apenas 34,94% das medicinas e especialidades méHimaambas as estirpes existe um baixo
numero de isolados provenientes dos servicos de&atpadcomparativamente aos restantes,

representando 3,61% da amostrasdéados d&lebsiellaspp. e 2,78% dEscherichia coli

A representacdo gréfica dos resultados (Figura® permite comparar de um modo mais

perceptivel a representatividade dos servicoscoénem cada uma das espécies bacterianas:

SOe
Urgéncia U S? €
17% el rgencia
14% UcCl
45%
i i dici )
Clr;z‘::)la € o Megicinas e Esp, . md:z::l oo B
[ Médicas
Cirlrgicas |msoe Urgéncia o @ SO e Urgéncia
3% Vediinas & Cirurgia e oua
ici ouc Esp.
Medicinas e Pediatria MédiEas Esp.
ESp 3% O Cirurgia e Esp. 35% - Cirdrgicas 0 Cirurgia e Esp.
Médicas Cirtrgicas 0 Pediatria 12% Cirtrgicas
63% B Pediatria 4% B Pediatria

Figuras 6 e 7 Distribui¢do dos isolados clinicos Escherichia co e Klebsiella respectivamente, pi

tinoloaia de servicos

Os isolados bacteriémicos descherichia coli produtores de ESBL encontram-se mais
frequentemenete associados aos servicos de mediciegpecialidades médicas do que o0s
isolados deKlebsiella spp. (63%Vs 35%, respectivamente), espécie na qual os isolados
unidade de cuidados intensivos e nos servicosgitas representam mais de 50% da totalidade
da amostra. De facto, contrariamente ao demonspealddlebsiellaspp., os isolados de&. coli

produtores de ESBL n&o aparecem frequentementd@asomportamento descrito também por

Céatia Caneiras 31



Capitulo 3. Resultados e Discusséao

outros autorés. Por sua vez, na sala de observacdo da urgérsgavigo de urgéncia central
denota-se também uma superior frequéncia de isatandeEscherichia colicomparativamente

aKlebsiellaspp. (16,67% Vs 3,61%, respectivamente.

Na Figura 8 encontram-se representados especifitants servigos clinicos nos quais mais
frequentemente se verificou o isolamento de prodatde ESBL em hemoculturas (Figura 4).
Importa, no entanto, referir que esta classificagdo tem em conta outros factores além dos
servigos clinicos que influenciam o risco de cantoacteriémia atraveés da infec¢cdo por estes
isolados, entre os quais a severidade da patottogialoentes, o estado de imunosupresséo ou a

existéncia de dispositivos médicos invasivos

17,43

O Escherichia coli
B Klebsiella spp

Percentagem de Isolados (%)

Servigos Clinicos

Figura 8. Servicos clinicos do HSM nos quais se verificou srfaéquentemente o isolamento
Escherichia colie Klebsiellaprodutores de ESBL em hemoculturas, durante os emopreendidos

entre 2000 e 2007. Legenda: SO- Sala de Observacées; Med-MedicinaDHT Unidade de tratamentos intensivos de doencas

hematoldgicas; UCIR-Unidade de cuidados intengigepiratérios; UCIP-Unidade de cuidados intenspalvalentes
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Ao considerarmos 0s servicos com maior represgittatie de isolamento de espécies
produtoras de ESBL em bacteriémias, verificamos gseisolados deEscherichia colise
encontram mais frequentemente distribuidos porréices, de forma bastante uniforme (2,88-
5,76%) quando comparada com os isoladoKkbsiella spp. (0,83-17,43%). De facto, os
isolados deKlebsiella spp. produtores de ESBL encontram-se maioritaritenea unidade de
tratamentos intensivos de doencas hematolégicaBMTrepresentando 17,43% da amostra),
unidade de cuidados intensivos respiratorios-UGM406) e unidade de cuidados intensivos

polivalentes —UCIP (3,32%), sendo que nestes (dtiseovicos ndo foi isolada nenhuBecoli.

De forma expectavel, dada a gravidade das patslagggentes e a maior frequéncia com que séo
efectuadas hemoculturas, a enfermaria de hemadotogi unidade de tratamentos intensivos de
doencas hematolégicas foram os servicos do HSM aumEs se verificou uma maior

predominancia de isolados clinicos em ambas apesimultaneamente.

Conhecidos os servicos do HSM nos quais mais fregoeente sdo isoladas estirpes produtoras
de ESBL em situacdes invasivas, é pertinente eepe#io da possibilidade de um anico clone

endémico entre os diferentes servigos ou a posisilé da existéncia de varios clones.
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3.3. Caracterizacéo fenotipica dos isolados

Os antibioticos seleccionados pretendem representar grupos antimicrobianos mais
frequentemente utilizados na pratica clinica, natapgente o grupo dog-lactamicos
(representado pela amoxicilina associado com acideulanico, cefalosporina de segunda
geracao-cefoxotina e cefalosporinas de terceiraacgercefotaxima e ceftazidima);
carbapenemos, representado pelo imipenemo; antosglieos representada pela gentamicina e,

finalmente o grupo das fluoroquinolonas represengada ciprofloxacina.

3.3.1. Escherichia coli

Na Figura 9, sdo apresentadas as frequéncias peaiseneferentes ao comportamento dos 72

isolados clinicos dEscherichia colface aos 7 antibidticos em estudo.
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Figura 9. Resultados obtidos nos antibiogramas das 72 estideeEscherichia co aos
antibidticos estudados. As frequéncias percentieatsada comportamento estao assinaladas sobre

a respectiva barl‘a_egenda: Amc-amoxicilina/ac. Clavulanico; Fox-céfima; Ctx-cefotaxima; Caz-ceftazidima; Imp-

imipenemo; Gm-gentamicina; Cip-ciprofloxacina
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Em situacbes graves e nas unidades de cuidadossiirds, a bacteriémia requer terapéutica
antimicrobiana empirica urgente, iniciada tendocemta os microorganismos mais frequentes e
o perfil de susceptibilidade dos isolados da regémgrafica em que estes se encontfaBomo
pode ser observado na Figura 9, a susceptibiliddeisolados em estudo aos antibioticos
testados encontram-se compreendidas entre 5,566&%98sendo importante realcar que esta
variabilidade é influenciada pelo comportamento aasbioticos cefoxitina e imipenemo, cuja

resisténcia representa apenas 15,28% e 1,39%aladas, respectivamente.

As consequéncias da prescricdo de cefalosporinasfeagdes graves causadas por estirpes com
ESBL (mesmo quando aparentemente susceptiveis)nteac® ja& bem estabelecida'®
conduzindo a elevados valores de ineficacia (424)0 Rodriguez-Banet al descreve que em
situacOes de bacteriémia provocada por isoladatupyees de ESBL do tipo CTX-M, cerca de 4
em cada 10 doentes que receberam monoterapia emp@dm cefalosporinas néo
sobreviveraff. Concordante com outros estutfpskang, C.et al. infere que 52,8% dos
pacientes com bacteriémia do seu estudo receberantarapéutica inadequada, resultando num

acréscimo de mortalidade (27y% 38,4%, p=0,049) e de maior necessidade de alterdgao

terapéutica comparativamente aos pacientes queearere a terapéutica adequéda

De facto, no presente estudo verificamos apend@®¥@dos isolados demonstraram resisténcia a
cefalosporina de segunda geracdo testada, cefyxitmbora os indices de resisténcia
encontrados para as cefalosporinas de terceirgdyeraefotaxima e ceftazidima, tenham sido
bastante superiores: 90,28 e 73,61%, respectivamiriercentagem de isoladoskkcherichia

coli resistentes a associacdo amoxicilina-ac.clavwadC) foi de, aproximadamente 64%,
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valor bastante superior ao descrito no programandsitorizacdo europeu EARIS#opean
Antimicrobial Resistance Surveillance Systengual apresenta isolados clinicos invasivog de
coli com um indice de resisténcia ao AMC de 30%%mbora concordante com outros estudos
(20-30%§* °2 importando realcar que estes trabalhos foramtusfdos apenas tendo em
consideracdo bacteriémias como consequéncia dec@ige urinarias. No entanto, considerando
gue em Portugal, a semelhanca do comportamenttebdsem outros paises europeus, a classe
dosp-lactamicos se encontram entre os mais frequentenpeescritos a nivel da comunidatle

os resultados obtidos reforgam a importancia dirdo conhecimento destes isolados, assim
como a necessidade de antecipacdo do seu compottames antimicrobianos vulgarmente

utilizados.

Os valores de resisténcia aos antimicrobianos ftgpacina e gentamicina determinados neste
estudo foram de 88,89% e 76,39%. Um estudo desedwopelo BSACBritish Society for
Antimicrobial Chemotherapyem isolados provenientes de bacteriémia recolmidagino unido
entre 2000 e 2001 reporta um valor de apenas 11fésiéncia & gentamicifiaenquanto que
Oteo, J.et al.,com uma amostra de 7098 isolados invasivds.dmlirecolhidos em 32 hospitais
em Espanha, refere indices de resisténcia a @pexfina e gentamicina de 6,8% e 5,3%,
respectivamentd embora recentemente tenham sido descritos vamesEspanha bastante
préximos dos descritos neste trabalh®e facto, é preocupante que cerca de 40% (28/72)
isolados apresentem um perfil de simultanea resisté todos os antibioticos com excepcédo da
cefoxitina e imipenemo. Os elevados indices deegtiglidade frequentemente associados a
este carbapenerhd °’ os quais no presente estudo foram superiore& as@8tentam a hipétese

de que esta parece ser a melhor opcao terapéwiaaspuacdes de bacteriémia causada por
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isolados produtores de ESBLNo entanto, importa notar que o recente aparetorde isolados
resistentes aos carbapeneffi@sa velocidade com que novas situacées tém sunggdecendo
acompanhar o perfil de prescricdo, fazem com quecamendacdo empirica deste grupo de

antibioticos deva ser efectuada com bastante pgéoau

3.3.2.Klebsiellaspp.
Na figura 10 sdo apresentadas as frequéncias peacemeferentes ao comportamento clinico

dos isolados dKlebsiellaspp em estudo face aos antibioticos seleccionados.
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Figura 10. Resultados obtidos nos antibiogramas das 83 estitpeKlebsiella spp produtoras de
ESBL. As frequéncias percentuais de cada comportangstdo assinaladas por cima da respectiva

barra. Legenda: Amc-amoxicilina/ac. Clavulanico; Fox-céfimna; Ctx-cefotaxima; Caz-ceftazidima; Imp-imigano; Gm-

gentamicina; Cip-ciprofloxacina

Como pode ser observado pela analise da Figuractinparacdo com a Figura 9, o perfil de

susceptibilidade aos antibidticos obtido pelosaidos deKlebsiela spp. €E. coli do HSM sao
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sobreponiveis. Ainda assim, a resisténcig-dactamico CTX é superior nos isoladosElecoli
comparativamente Elebsiellaspp (90,28% Vs 60,24%), sugerindo uma superiadémcia de

isolados dé=. coli produtores de cefotaximases comparativameKlelasiellaspp.

6,02% dasKlebsiella spp. reflectem uma resisténcia a cefoxitina, vaiferior ao encontrado

para ak. coli (15,28%), enquanto que a frequéncia de isolamdata@solados resistentes ao
imipenemo foi a mesma (1,20% A coli Vs 1,39% naKlebsiella spp.), embora de forma
preocupante cerca de 60% dos isolados em estudoresigténcia simultanea a ceftazidima,

cefotaxima, ciprofloxacina e gentamicina.

Um estudo recente descreve 718 isolados invasigsetbsiella pneumoniaprovenientes de 35
hospitais, referindo que o valor de resisténciasnsgnificativo e preocupante é o do
antimicrobiano ciprofloxacina (10,4%8) valor bastante inferior ao determinado no present
estudo (74,7 %). Também a resisténcia encontradatanicrobiano representativo da classe dos
aminoglicosideos, gentamicina, assume uma peramntafp aproximadamente 80%. Assim,
considerando que a espécie Klebsiella spp.€ frequentemente isolada em situacdes clinicas
severas em unidades de cuidados intenSieotendo em conta os indices de resisténcia descrit
aos grupos terapéuticos habitualmente associadakemnativas ao$-lactamicos, reforca a
necessidade de incentivos a criacdo de documenérgamlores de prescricdo e monitorizacdo de

isolados multirresistentes.
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3.3.3. Antibiotipo e ESBL

Os isolados clinicos foram agrupados de acordo@@mtibiotipo, nomeadamente pela seleccéo
dos trés antibioticos cujos indices de resistéadan simultaneamente superioreskhacoli e
Klebsiella spp.: cefotaxima (90,28%/s 60,24%), ciprofloxacina (88,89%s 74,70%) e
ceftazidima (73,61%Vs 63,86%). O principal objectivo consiste em vedficse ha
predominancia de algum antibiotipo no ambiente ialsp do HSM durante os 6 anos (2001-

2007).

Tabela 10 Classificacao fencpica dos isolados (Escherichia co € Klebsielle spp.
de acordo com o comportamento face aos antibidticetaxima (CTX),

ciprofloxacina (CIP) e ceftazidima (CAZ).

Perfil Fenotipico Escherichia coli Klebsiellaspp.
CTX CIP CAz N° isolados (%) N° isolados (%)
. F1A R R R 44 (61,10) 33(39,76)
=1
e FiB R R I 11 (15,28) 8 (9,64)
iy
o
® F2 S/ R R 4 (5,56) 12 (14,46)
S
% F3 R S R 4 (5,56) 8 (9,64)
O
F4 Variavel 9 (12,50) 22 (26,51)
Total 72 (100) 83 (100)

A classificacdo foi efectuada em 4 grupos distinfbabela 10). O grupo predominante F1A
compreende 44 dos 72 isolados Eecoli (61,11%) e 33 dos 83 isolados Hé&ebsiella spp

(39,76%), sendo caracterizado pela resisténcialtsinaa aos trés antibioticos seleccionados. Na
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Escherichia coliverifica-se uma predominancia dos servi¢os de civea$i e sala de observacoes,
seguido da unidade UTIDH, com percentagens de septatividade de 18,18%, 15,91% e
9,09%,respectivamente. Este antibiotipo surge etalfdo de 2002 persistindo no HSM ao longo
de todos os anos decorrentes do estudo, apresentaridtimo isolado no fim do més de
Novembro de 2007. Também K&bsiellaspp., foi na unidade UTIDH que mais frequentemente
se isolaram estirpes produtoras de ESBL em sitgadéebacteriémias pertencentes ao grupo
predominante F1A (13,25%), seguida da unidade YBB%0). De forma semelhante ao descrito
para ak. coli, também este antibiotipo surge em 2002 (Dez/20®2jtendo-se até ao fim do

presente estudo.

O grupo F1B distingue-se apenas por apresentar resiaténcia intermédia a ceftazidima,
contemplando 11 isolados (15,28%)Elecolie 8 isolados d&lebsiellaspp. (9,64%). Os grupos
F2 (isolados sensiveis/intermédios a cefotaximdj3e(isolados sensiveis a ciprofloxacina)
representam 14,46% e 9,64% dos isolados, respewiva, e apenas 5,56% da populacdo de
Escherichia coli em estudo. Finalmente, o grupo F4 cujos isoladpsesantam um
comportamento variavel aos antibioticos selecciosadrupo no qual se incluem apenas 12,5%
dos isolados dé&. coli (9/72), comparativamente aos 26,51% dos isoladoKlelesiella spp.

(22/83).

Todos os isolados sédo produtores de ESBL e, emh@oase tenha determinado a enzima
produzida para todos os grupos fenotipicos, ouestsidos a decorrer em simultdneo no

laboratdrio permitiram associar o grupo F2 comapcao de ESBL pertencente ao grupo TEM
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e 0 F1A e F1B a producdo da ESBL pertentence gmoddIX-M, sendo que os isolados F1A
sao produtores da CTX-M15.

Alguns dos pontos relevantes a registar nestadagaresente projecto € a similar persisténcia
dos isolados dEscherichia colie Klebsiellaspp. (2002-2007), embora no caso Hasoli pareca
existir uma menor variabilidade e maior adaptagé® idolados com o perfil de resisténcias do

grupo F1 ao ambiente do Hospital de Santa Maridi] pesociado a producédo de CTX-M15.
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3.4. Caracterizacdo Molecular

O controlo de uma infecgao associada aos cuidagleaade (IACS) pressupde o conhecimento
das bactérias endémicas no meio hospit&laoli e Klebsiella pneumoniamultirresistentes sao
comuns em situacdes de bacteriémia, causandoedude infeccdo”, em que aproximadamente
50% destes apresentam capacidade de disseminag@d’ciDe modo a avaliar a relagdo clonal
entre as estirpes de cada género em estudo, flaadt o método de tipificacdm-13 PCR

fingerprinting

3.4.1.Escherichia coli
Foram seleccionadas 46 estirpes He coli pertencentes aos quatro perfis fenotipicos
anteriormente determinados (ver ponto 3.2.2.), asmuais se procedeu a determinac¢ao do perfil

genotipico, como se encontra exemplificado na Bidur.

D0 11 12 13 14 15

Figura 11. Identificacdo do Perfil Genétidos isolado:de Escherichia co do HSIV.
Legenda: Pogo 1 (1)- Marcador de pesos moleculé2$88Ec, PerfillB; (3)491Ec, PerfilA1A (4)497EerRI2; (5)
547Ec,PerfillA; (6) 551Ec, PerfillA; (7) 555Ec, f8r (8) 563Ec, Perfil4 (9) 581Ec, Perfil 1A; (18B87Ec, Perfil 5;
(11) 600Ec, PerfillA; (12) 619Ec, PerfillA; (13)XB2c, PerfillA; (14) 623Ec, Perfil 1B; (15) 640Eerf1C
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Na totalidade das amostras estudadas, verificauesésténcia de seis perfis genotipicos distintos
(1-6), com o perfil maioritario 1 a apresentar tsé@btipos (1A, 1B e 1C). O perfil genético 1,
identificado na Figura 11, € encontrado em 60,80% idolados seleccionados, principalmente
em isolados produtores de enzimas do tipo CTX-MIX-®15 (perfil fenotipico F1A e F1B).
Apenas um isolado pertencente ao perfil fenotigido apresentou o perfil genético 1. Os
restantes perfis (2 a 6) encontram-se distribumlostodos os grupos fenotipicos, embora seja
dificil perceptionar uma tendéncia comparativaesntperfil genéticos e o perfil fenotipico, dado
0 baixo numero de amostras de cada perfil. Osdeslg@rodutores de TEM (filogenético F3),
encontram-se genéticamente distantes dos produtleSTX-M15, demonstrando os perfis
genéticos do tipo 3 a 6, embora a producdo de EBBtipo CTXM-15 e TEM possam estar
associadas no mesmo isolado bacteriaf\aelacéo entre o perfil fenotipico/ESBL prodwiel o
perfil genotipico é apresentada na Tabela 11.:

Tabela 11 Distribuicdo do perfil genotipico de 28 isoladdmicos deEscherichia coliprovenientes d

bacteriémias tendo em conta o perfil fenotipicd&SB8L produzida.

Perfil Genético
Numero de isolados(%)

F ESBL n 1A 1B 1C 2 3 4 5 6
FIA CTX-M15 35 21(60,00) 3(8,57) 1(2,86) 2(571) (5,71) 2(5,71) 4(11,44) -
FIB CTXM 3 1(33,33) 1(33,33) - - - - 1(33,33) -
F2 TEM 4 - - - - 1(25,00) 1(25,00) 1(25,00) 1(25,00)
F3 N/D 2 - - - - 1(50,00) 1(50,00) - -
F4 N/D 2 - - 1(50,00)  1(50,00) - - - -
Total 46 22(47,82) 4(8,70) 24,35) 3(6,52) 4(8,70) 4(8,70) 6(13,041(2,17)

Legenda: F=Fendtipo; n = nimero de isolados

Cerca de 71% (25/35) dos isolados representatiass isblados produtores de CTX-M15

pertencem ao perfil genético 1, sugerindo a exisdéde um clone endémico no Hospital de
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Santa Maria (Clonel). Considerando que o0 isolamet#gtas amostras se encontram
compreendidas entre Dezembro de 2002 e Dezemh20Giee que se encontram representados
em 6 servicos diferentes, poder-se-a sugerir gigeckmne 1 permanece disseminado pelo HSM
h4, pelo menos, 5 anos. Considerando o elevadootelmpermanéncia de um clone endémico
isolado em situagcOes de infec¢gbes invasivas seveoaso € o caso da bacteriémia, torna-se
imperativo perceber o possivel envolvimento dogises hospitalares de modo a percepcionar a

possivel disseminac&o entre servicos

3.4.1.1. Disseminacgé&o do clonel entre diferen@=vicos do HSM

Tendo como ponto de partida os dois servigos hadapeis com maior frequéncia de isolamentos
de Escherichia coliprodutoras de ESBL em situacfes de bacteriémiat@a8.1.2), foram
seleccionados 18 isolados clinicos dos servicatopngantes SO (n=7) e Med IIC (n=6), assim
como selecionados outros 3 isolados indistintamengdectuada a tipificacdo molecular (Figura

12).

Legenda: Pogo(1)129Ec; (2)322E; (3)547Ec;(4)55H164EC;(6)691Ec (7)687EC
(8)353Ec (9)403Ec (10)619Ec (11)352Ec (12)372Ec

Na Figura 12 é possivel percepcionar o perfil geaédlo clonel, o clone predominante no

Hospital de Santa Maria, verificando-se que € corausolados dos servicos SO e Medicina IIC.

Catia Caneiras 44



Capitulo 3. Resultados e Discusséao

A relacdo entre os servicos hospitalares nos agaigerificou o isolamento e o perfil genético
obtido encontra-se na Tabela 12.
Tabela 12 Perfil genético dos isoladoEscheichia coli de

bacteriémias dos servigcos hospitalares predomigpa8® e

MedlIC, entre outros, no periodo de tempo entréd202007.

Perfil Genético

Servigo Isolados Data Isolamento 1A 1B1C 2345 6

SO 10 24-10-2000 X
3013 129 15-05-2003 X
322 17-12-2004 X
547 07-08-2006 X
674 07-05-2007 X
687 30-01-2007 X
691 11-06-2007 X
Med IIC 25 15-10-2001 X
2026 352 21-03-2005 X
353 23-03-2005 X
372 02-06-2005 X
403 26-08-2005 X
619 20-01-2007 X
Outros
2221 581 16-10-2006 X
2160 600 18-11-2006 X
2442 621 22-01-2007 X

Legenda: 3013: Sala de observacédo da urgéncia @Q%:Medicina IIC; 2221:Doengas
pulmonaresP7; 2160:Patologia cirargicaP8; 2442:modagia pediatric

Os sete isolados clinicos descherichia colido servico SO sdo provenientes de bacteriémias
decorridas entre os anos de 2000 e 2007. Como g&debservado no Tabela 12, todos os

isolados seleccionados,excepto um, apresentam ufih genético comum, designado como

Cétia Caneiras 45



Capitulo 3. Resultados e Discusséao

clone 1. De facto, apenas o primeiro isolado dsstgico hospitalar, que data de Outubro de
2000, apresenta o perfil 6. No servico Medicina dkCresultados sdo similares aos ja descritos
para o servico SO. A estirpe 25, isolada em 200d4sapta um perfil distinto (perfil 2), enquanto
gue as 4 estirpes restantes, do ano de 2005, prdgémesmo clone que persiste no HSM nos
ultimos anos e que é transversal aos servicosthtmps. Estes resultados sugerem que estamos
na presenca de um clone com elevada capacidadéssEméhacdo e de adaptacdo e que o
ambiente genético ddsscherichia coli isoladas em situagfes clinicas de bacteriémiasanos

de 2000/2001 é distinto do clone que se mantémaogpital até a actualidade. Esta alteracéo
clonal no ambiente genético dos isolados do HSMadeé com o primeiro isolamento de uma

estirpe produtora de CTX-M15 em Portd§alum isolado proveniente deste hospital.

Quando observamos o perfil genético dos 3 isoladioécos provenientes de outros servicos

distintos dos predominantes, verificamos que estdados sdo genéticamente iguais aos que
permanecem no HSM desde 2002 e que, corroborajideeterido, apresenta elevada capacidade
de transmissibilidade entre servicos geogréaficaeneligpersos. Ndo podemos ser alheios as
caracteristicas deste clone 1, nomeadamente angpatevada capacidade invasiva, assim como
elevada capacidade de disseminacdo e de adaptsj@ecial relevancia deve ser dada a esta
situagéo se considerarmos dois factos: (1) a exist&le um isolado (621Ec) proveniente de um

servico pediatrico e (2) a interaccdo entre Hokgit@omunidade e a possivel dispersédo deste
clone para esta ultima. De facto, verifica-se atéricia de isolados provenientes do servigco
3013, sala de observacfes da urgéncia, o qualohmciomo “via de entrada” dos individuos da

comunidade no hospital, com o mesmo perfil clonals dsolados “tradicionalmente”

considerados hospitalares, como o servigo 2026,metkcina.
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Dos 16 doentes seleccionados cujos isolados pertera® clone 1 todos eles, excepto um,
apresentam uma idade superior a 75 anos, de acordoinformacdes recolhidas no HSM.
Embora neste estudo se desconheca patologias aksmciterapéutica administrada ou
internamentos prévios ao isolamentos Hasoli em situacdes de bacteriémia, é possivel antever
uma forte possibilidade de interaccdo destes dseoten unidades prestadoras de saude.
Rodriguez-Bano, J.et al descreve que 19% dos episodios bacteriémicostddtes foram
estritamente associados a aquisicdo na comunidadgye poderd significar que isolados
multiresistentes podem ser a causa de sérias @€sa@dquiridas na comunid&teA situacéo
descrita no presente estudo demonstra a necessidagsalefinir accoes de monitorizacdo dos
isolados na comunidade, reiterando a importancevdaucdo do conceito especifico de infeccéo
nosocomial para um conceito de infeccdo associaslZ@dados de saude, o qual contempla os
riscos associados as caracteristicas da popul&gédriga e a elevada mobilidade de doentes e

profissionais entre unidades prestadoras de cusdaelgalde.
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3.4.2. Tipificagdo Molecular dos isolados clinicage Klebsiella spp.
De modo a verificar a possivel relacdo clonal easrésolados d&lebsiellaspp. produtores de
ESB, seleccionaram-se 12 isolados clinicos tendwoctritério a representatividade dos quatro
antibiotipos e a seleccdo de isolados consecufvogenientes do mesmo servico hospitalar
(n=8). Foram também incluidos isolados pertensesbeantibiotipo F1A, produtor de CTX-M15

(n=5). Estes isolados encontram-se devidamentéfidados e assinalados na Figura 13.

Produtores de CTX- Servico 2032

bl
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Figura 13. Determinacdo do perfil genéticdos isolado: de

Klebsiella sppdo HSM )

Legenda: Poco 1 (1) Marcador PM 1Kb (2) 560KI; §8BKI (4) 1454KI (5) 535Kl (6)
79KI (7) 139Kl (8) 164Kl (9) 238Kl (10) 412KI (11541KI(12) 593Kl (13) 1507KI (14)
Marcador PM 1K
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Como é possivel observar na Figura 13, existe uaradg variabilidade genética nos isolados de
Klebsiellaspp. estudados. Mesmo quando sdo comparadosadsatadh antibiotipo comum ou

gue demonstram a producdo da mesma enzima, vesdigae nao pertencem a um so clone.

Como j& foi referido (capitulo 3.1.2 do presentbétho),0 servico hospitalar no qual mais
frequentemente se isoldtiebsiella spp. produtora de ESBL entre 2001 e 2007 em $iasac
invasivas foi a unidade de tratamentos intensivslaencas hematoldgicas-UTIDH (17,43%).
Quando comparamos os 8 isolados obtidos nestecgeverificamos a existéncia de 8 perfis
genéticos distintos, pelo que é possivel inferg gontrariamente ao descrito anteriormente para
aE. coli, e apesar de esta estirpe produtora de CTXM-i&saptar capacidade invasiva e se
manter endémica no HSM de Dezembro-2002 até Dezemdbr2007, verificamos que 0s
isolados d&lebsiellaspp. demonstram uma diversificacao genotipicaveéiicada nos isolados
de E. coli. Dada a crescente importancia destes isoladosniieate hospitalar e os escassos
estudos referentes a esta espécie, torna impeestsdlos mais detalhados sobre a virulénca,

capacidade invasiva, capacidade de persisténissentinacat’®
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3.5. Grupos de Incompatibilidade Plasmidica

Embora seja reconhecido o papel dos plasmideammsferéncia horizontdi*> poucos estudos

tém caracterizado os plasmideos em diferentes acfes bacterianas.

3.5. 1 —Escherichia coli

Foram estudados 28 isolados que foram selecciortadds em conta o perfil de resisténcia, a

predominancia, os anos de isolamento e os sen@eesultados sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 Classificacdo dos plmideos detectados na8 isolados d¢E. coli. produtores de CT-M15 e
outras ESBL.

) Origem de Replicagdo
Isolados deE. coli Total
Ne° de Isolados*

ESBL N° isolados AlC FrepB FIA FIB N Y NP° replicdes média
CTX-M15 21 2 11 13 11 2 2 41 1,95
Outros 7 0 5 6 4 1 0 16 2,29
Todos 28 2 16 19 15 3 2 57 2,04

* No mesmo isolado encontravam-se presentes majselom plasmideo

Como pode ser observado na Tabela 13, quer naal@®olprodutores de CTX-M15 quer nos
isolados produtores de outro tipo de ESBL, o pldemimais frequentemente detectado é o
apresenta a origem de replicacéo do grupo InclpBjreesultados concordantes com com outros
autore8™ % Rijavec, M.et al. descreve o estudo efectuado com 110 isolad&sdeerichia coli
recolhidas em situacdes infeccbes do tracto udnéos quais 26% apresentavam integrdoes da
classel e 56% apresentavam plasmidios do tipoftbdisios por todos os grupos filogenéticos,
sugerindo que todos eles tém similar tendéncia pdririr e manter elementos genéticos

moéveis frequentemente associados a determinantessisé2nci¥, comportamento descrito por
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outros autore?’. De facto, também no presente estudo os plasméftetiso IncF (FIA, FIB, FIC

e FII) se encontram amplamente dispersos peloadgsldeE. coli, sugerindo uma adaptacao

bem sucedida a esta espécie.

Em todos os isolados (n=28) foi detectado, peloaseam plasmideo, tendo sido o FIA (n=19),
o FrepB (n=16) e o FIB (n=15) os mais prevalenidss 28 isolados foram detectados 57
replicbes, sendo que 25 isolados demonstraramsééngia de multireplicbes, frequentemente

associacoes do grupo F aos replicbes A/IC,NeY.

3.5. 2 Klebsiellaspp.

Na Tabela 14 podem ser encontrados os resultadido®bna determinacdo da tipologia

plasmidica dos isolados invasivosKiebsiellaspp produtores de ESBL.

Tabela 14 Clasificacdo dos plasmideos detectados nos 22 isolddKlebsielle spp. produtores ¢
CTX-M15 e outras ESB|

Isolados de Origem de replicacéo
) Total
Klebsiellaspp. N° de isolados
N° isolados AlC FrepB FIB HI1 P N° replicbes média
ESBL
CTX-M15 16 0 0 0 10 1 11 0,69
Outros 6 1 1 1 0 1 4 0,67
Todos 22 1 1 1 10 2 13 0,59

Os plasmideos com a origem de replicacdo HI1 foocsmmaioritariamente detectados nos

isolados em estudo (10/22), seguido da origem phkcagdo do tipo P (2/22). A origem de
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replicacdo A/C e FIB encontrava-se presente emaapénisolado. De facto, os resultados
parecem sugerir uma especificidade plasmidica ecdante com a espécie microbiana. Assim, os
isolados deKlebsiella spp. apresentam mais frequentemente plasmideos agem de
replicacdo HI1 e P (este ultimo apenas isoladdéhsiella oxytochenquanto que nds. coli
foram detectados maioritariamente plasmideos d@d@Ri Também na representatividade de
plasmideos detectados surge um comportamento tdiséintre as espécies estudadas: na
Klebsiella spp detectaram-se 13 plasmideos em 22 isolados, 8&asolados sem qualquer
plasmideo (média de 0,59 plasmideos/isolado); enqugue nakE. coli foram detectados 57
plasmideos em 28 isolados, sendo que todos oslisolpresentavam pelo menos 1 plasmideo

(média de 2,04 plasmideos/isolado).

Apesar do papel critico desempenhado pelos plasshida transferéncia genética horizontal,
poucos estudos procederam a comparacdo das castaader plasmidicas entre diferentes
espécies bacterianas, nomeadamentg-ldatamase CTX-M15 em isolados Héebsiella spp..

Os resultados obtidos s&o indicadores de uma supapacidade de disseminagéo horizontal da
Escherichia colicomparativamente Klebsiellaspp., assim como sugerem que 0s genes contidos
nestes elementos genéticos mdéveis ndo conseguerfa@inente transmitidos entre estas

espécies.
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3.6. Estudos de Filogenia e Viruléncia ngkscherichia coli

3.6.1. Caracterizacdo das estirpes quanto ao grupdlogenético
O objectivo deste capitulo foi caracterizar o gréimgenético das estirpes produtoras de ESBL
isoladas de bacteriémias. Foi, assim, determinagdoupo filogenético de todos os isolados de
Escherichia coliem estudo, excepto dois, perfazendo um total désgl@dos. Os resultados

obtidos encontram-se apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 Distribuicdo dos 70 isolados E. coli produtores de ESBL isolados em situa
de bacteriemia no HSM, pelos grupos filogenéticoBH B2 e D.

Perfil Grupo Filogenético Total de
Fenotipico ESBL Ne° de isolados (%) Isolados
A B1 B2 D
F1A CTX-M15 2 (4,80) 2(4,76) 30(71,43) 8(19,05) 42
FiB CTM-M 1(9,09) 0 9 (81,82) 1(9,09) 11
F2 TEM 2 (50,00) 0 1(25,00) 1 (25,00)
F3 N/D 1(25,00) 0 1(25,00) 2 (50,00)
F4 N/D 3(33,33) 0 5(5556) 1(11,11)
TOTAL 9(12,86) 2(2,86) 46 (65,71) 13(18,57) 70

Legenda: N/D — N&o determinado

Os resultados obtidos no presente estudo demongtrarg5,71% dos isolados (46/70) derivam
do grupo filogenético B2, usualmente associadookd®s altamente patogénicos, embora, a
amostra apresente uma elevada percentagem deosgbmdvenientes do grupo filogenético

comensal A (12,86%), estatisticamente igual a abp@ra o grupo filogenético D, associado a
bactérias patogénicas intestinais e extra-intast{i®,57%). Apenas 2,86% dos isolados provém

do grupo filogenético B1.
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Picardet al. estudou 82 estirpes de coli comensais e patogénicas, caracterizando-as no que
infere aos grupos filogenéticos, verificando a @nga de conhecidos factores de viruléncia e
determinando a viruléncia vivo destes mesmos isolados, recorrendo a um modelfoutiéncia
extraintestinal. O autor verifica que os isoladomensais derivam maioritariamente dos grupos
filogenéticos A e B1, apresentam baixo numero deofas de viruléncia, ndo causando
mortalidadein vivo. Por sua vez, os grupos filogenéticos B2 e D emaonse associados a
isolados patogénicos causadores de infec¢des vagagstabelecendo uma relagéo entre o grupo
D e isolados patogénicos intestinais ou extra-dimas e o grupo B2, contendo estirpes altamente
patogénica$. Varios autores corroboram esta associacdo d@scrit*® % embora poucos
estudos tenham sido efectuados considerando oeatesenvolvimento de isolados resistentes
em infec¢des invasivas. De facto, os resultadasl@bneste estudo séo indicativos que estirpes
caracterizadas filogenéticamente como comensaisnpakr isoladas em situacdes invasivas,
sugerindo a potencial supremacia dos factores depézs do hospedeiro no desenvolvimento da

infeccao.

No que infere a relacdo entre o grupo filogenééiaresisténcia dos isolados, verificamos uma
frequente associacdo na literatura entre grupogdiiético B2 e isolados patogénicos,
caracterizados como mais virulentos e com elevadasilslidade, principalmente as
fluoroquinolona®™ °® "> 8 No entanto, Brangeet al, num estudo com isolados produtores de
distintasp-lactamases (TEM, SHV e CTX-M) descreve os isolgatesiutores de SHV e TEM
como estando maioritariamente incluidos no grulbgédinético B2, exibindo numerosos factores
de viruléncia (FV) e apresentando sensibilidaddliasoquinolonas. Por sua vez os isolados

produtores da ESBL CTX-M foi associada ao grupogiihético D, apresentando poucos FV e
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elevados indices de resisténcias as fluoroquinsldneevelando deste modo que a associacéo

entre grupos filogenéticos, viruléncia e resist&méo € ainda consensual.

Brangeret al descreve uma associagédo das enzimas ESBL d€TigeM ao grupo filogenético

D, comparativamente aos isolados produtores de E88Ltipo SHV e TEM, os quais

apresentavam mais frequentemente isolados do @Bpé&ste autor conclui, no entanto, que a
emergéncia de isolados produtores de ESBL parsao#iaede complexas interac¢des entre o tipo
de ESBL produzido, o “background” genético do idolee a pressdo selectiva dos nichos
ecolégicos nos quais de encontr®uando os resultados obtidos no presente estéido s
analizados por perfil fenotipico, verificamos ques fisolados do grupo F1A, produtor de CTX-
M15, se encontram isolados de todos o0s grupos efiéiicos,embora maioritariamente
provenientes do grupo B2 (71,43%) e D (19,05%),comtante com o descritos noutros

estudo$® *2

Na variante fenotipica F1B, cujos isolados apresenum comportamento de resisténcia
intermédia a cefotaxima e mantém as resisténciasuaiibioticos ceftazidima e ciprofloxacina,
mantém-se a predominancia de isolados do grup@B32%). Os isolados do grupo fenotipico
F2 e F3 apresentam predominancia de isolados pertes aos grupos filogenéticos A e D
embora a amostra seja pequena (n=4) para tirasqueti elacgdes conclusivas. Finalmente, no
grupo F4, o qual apresenta um comportamento var&égeantibidticos, os isolados sao, na sua
maioria, provenientes do grupo filogenético B2 $6%p), embora seja notéria uma elevada
percentagem (33,33%) de isolados pertencentesupo @, usualmente associad&scherichia

coli comensais.
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Se analizarmos a distribuicdo dos grupos filogenétem isolados produtores de CTX-M15 que
detinham um perfil de resisténcia concomitante la@ts-lactamicos (excepto carbapenemos),
aminoglicosideos e fluoroquinolonas (os quais @AM 87,80% da amostra total)

encontramos também todos os grupos filogenétigoesentados (28 isolados do grupo B2, 2 do

grupo B1, 4 do grupo D e 2 do grupo A).

A emergéncia de isolados de coli produtores de ESBL parece ser resultado de commplex
interac¢cOes entre o tipo de ESBL, o perfil genétics isolados, e as pressdes selectivas dos
nichos ecolégicos nos quais se incluem. De fagtesar da relacdo previamente estabelecida
entre o grupo filogenético e a resisténcia as figomolonas ser a que se encontra melhor
documentad® ** 7 os resultados obtidos no presente estudo sugerenrevisdo destes factos,

tendo em consideracdo a multirresisténcia frequestiée associada aos isolados produtores de

ESBL.
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3.6.2. Perfil de Viruléncia

Foram seleccionados 45 isoladostdeoli causadoras de bacteriémias no HSM, tendo em eonta
representatividade do clonel que persiste no labspitipo de ESBL produzida (39 produtores
de CTX-M15 e 6 produtores de outras ESBL) e osrquatupos filogenéticos (6 isolados do
grupoA, 2 do grupo B1, 27 do grupo B2 e 10 do giypd\esta amostra, foi estudada a
distribuicdo de 9 factores de viruléncia associadoB.coli extra intestinais, previamente
associadas como agentes causadores de infeccérastdaurinario (UTI) e bacteriénffa

Os resultados obtidos na pesquisa de factoreguléntia pode ser observada na Tabela 16.

Tabela 16 Distribuicdo dos factores de viruléncia produzigetos 45 isoladc

deE. colipertencentes ao clone 1

N° de isoladoq%)

Factores de Viruléncia (FV) Gene alvo 45 (100)
Fimbrias do tipo P papC 0
Fimbrias do tipo S Sfa/focDE 0
Adeséo
Adesina afimbrial afaC 0
Fimbrias do Tipol fimH 41 (91,11)
] Hemolisina hly 1(2,22)
Toxinas
Factor Citotoxico Necrotizante cnf 0
Captacao Ferro Aerobactina iucC 28 (62,22)
Pilus comum de adesé&o ecpA 41 (91,11)
Outros
Proteina especifica uropatogénica usp 0

Os factores de viruléncia mais frequentemente dranios foram a adesina FimH e a aerobactina
iucC, presente em 91,11% e 62,22% dos isoladoslahts, respectivamente. Nenhum isolado
demonstrou a presenca dos genes de ageg#Q sfa e afa, assim como do geranf, o qual

codifica para o factor citotoxico necrotizanfepresenca da hemolisina codificada pelo geyle

Cétia Caneiras 57



Capitulo 3. Resultados e Discusséao

foi detectada apenas em 1 isolado (2,22%). 91,14%cisblados (41/45) apresentaram o gene
ecpA referente a producade: coli common piluse em nenhum foi encontrado o geums o

gual codifica para a proteina especifica uropatiegédmporta, no entanto, percepcionar como

estes resultados se encontram distribuidos nosof&dios. O modo como 0s genes de viruléncia
foram detectados nos isolados do clone 1 permiseuwagrupamento em padrdes caracteristicos,

cuja frequéncia se encontra apresentada na Tabela 1

Tabela 17 Frequéncia dos padrdes éticos de viruléncia el
amostras isoladas de pacientes com bacteriémiadaymr isolados

persistentes no HSM, clone 1.

Padr&o de viruléncia Genes de viruléncia N° de isados (%)

n=45(100)

1 0 3(6,67)

2 fimH, iucC 1(2,22)

3 ecpA, iucC 1(2,22)

4 fimH, ecpA 14 (31,11)

5 fimH, ecpA, iucC 25 (55,56)

6 fimH, ecpA, iucC, hylCA 1(2,22)

Pela analise da Tabela 17 verificamos que apesexidiérem 6 padrdes distintos de viruléncia,
cerca de 35% dos isolados apresentam apenas faoei@s de viruléncia (FV) estudados e que
aproximadamente 7% dos isolados ndo demonstramsarmya de quaisquer FV pesquisados no
presente trabalho. Os padrdes de viruléncia mar@mente encontrados na amostra em estudo
compreende a presenca apenas de fmsl{ecpA-padrao 4pu trés(fimH,ecpA,iucC-padréob)

dos nove factores de viruléncia pesquisados.
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A maior percentagem dos isolados provenientesodatds com bacteriémia (55,56%) apresenta
0 padrao de viruléncia 5, constituido pela presedags genesimH, ecpAe iucC, seguido do
padréo 4 (31,11% dos isolados), que apresentararesfgnH e ecpA.Apenas 1 isolado (2,22%
da amostra total) apresenta concomitantemente 4 dastores de viruléncia (FV) estudados,

nomeadament@mH, ecpA, iuc hylCA.

No presente estudo nédo se verificou a existéncgudiuer padréo de viruléncia especifico nos
isolados produtores de CTX-15 comparativamentetea®UESBL. Karisisik, Eet al descreve,

no estudo efectuado a 114 isolados clinicoB.dmlido Reino Unido, que a detec¢éo de factores
de viruléncia ndo se encontrava restrita aos clepekmicos produtores de CTX-M-15, embora
o par de genes que codifica para uma adesina @to ttainario afa/draBC parece estar
significativamente associado a producédidactamases do tipo CTX-M Pitout, J.et al. por
sua vez, infere ndo existir diferenca entre o nileeViruléncia dos produtores e ndo produtores de
B-lactamases CTX-M, com valores médios de 8,5 e(871,10), respectivamente, embora os
factores de viruléncia encontrados nestes isolasljam distintos comparativamente aos
encontrados nos produtores de TEM, SHV e VEB-Importa considerar que a amostra
considerada em ambos os estudos & maioritariandentsolados do tracto urinario e ndo de

situacOes de bacteriémia.

Embora se encontre descrito que, comparativamenterrmas menos severas de ITU, a
bacteriémia é preferencialmente causada por clognesexpressam fimbrias do tipd*Pna
amostra de 45 isolados produtores de CTX-M15 espeentes ao clonel o qual permanece no

HSM durante anos, estas adesinas uropatogénicapanéoem ter uma acc¢ao significativa na
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patogenicidade dds. coli considerando que nenhum isolado demonstrou anpas®s genes de
adesao pesquisadopapC sfa/focDE e afaC. Os resultados poderdao ser justificados pela
especificidade dos genes do operado pesquisadogydad®mpresenca de fimbrias do tipo P parece

ser fortemente influenciada pela idade e pelo comptimento imunitario do hospedéfto

Importa, no entanto realcar a elevada percentagensaados nos quais foi encontrada a
presenca do genfanH, codificante das fimbrias do tipol (91,11%), asigapresentam uma
importante contribuicdo para a colonizacdo da la»egtando também associadas a mecanismos
de invaséo e patogenicidadeHlacoli*® °° No presente estudo, esta adesina encontra-snfees
em 4 dos 5 padrdes de viruléncia que apresentaes gienviruléncia, nomeadamente nos padroes
predominantes 4 e 5, sugerindo uma acc¢ao relemastes isolados. Verifica-se que na totalidade
da amostra em estudo, com excepcdo de um isolatfigecdo da fimH encontra-se associada a

presenca do gerszpA

A hemolisina, codificada pelo gerdy, é frequentemente associada com quadros severos de
infeccdo sendo vista como um importante factommalantacdo da infec¢cdo devido ao aumento
da toxicidade bacteriana e sua accéo citoliticadisonibiliza ferro para as bactérids® No
entanto, no presente estudo houve amplificagcaade gly em apenas 1 amostra, isolado no qual
se verificou também a presenca dos gdimeld, ecpA e iucCApesar de, como ja referido, ndo
existir qualquer padrdo que diferencie os isolgolmslutores de CTX-M15 (n=39) dos outros
isolados (n=6), é curioso verificar que este isolado é produtor de CTX-M15 e que apresenta
um padrao de maior sensibilidade comparativamesgagestantes. Outra toxina pesquisada foi o

factor citotoxico necrotizante, embora nenhum w@olam estudo tenha demonstrado a presenca
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deste gene. Os resultados obtidos encontram-seoeoordancia com o descrito por Vila, &t,
al., autor que descre que dos 6 FV estudados, a rsémaok o factor citotdxico necrotizante se
encontram mais frequentemente presentes (p<0,05p@ados susceptiveis as quinolonas do
que em isolados resistentes (pielonefrite - 52/49%4,3% ou cistite - 31.09%s 0%)’’, embora o

estudo tenha sido efectuado apenas em isoladoatagémicos.

A producéo da aerobactina parece contribuir pateud&ncia dos isolados dentro e fora do tracto
urinario’®. 55,66% dos isolados (25/45) apresentam o padrdiraléncia 5, o qual se caracteriza
pela presenca concomitante dos gefitabl, ecpA e iucCO nosso estudo determinou que este
ultimo, foi o segundo de maior prevaléncia na pagéb estudada, tendo sido detectado em
62,22% do total da amostra, corroborando a potemgiportancia em quadros severos de

infeccéao.

O aumento da resisténcia antimicrobiana em isola#os.coli verificou-se parelalemente ao
aumento da incidéncia de sépsis por este micromsman sugerindo uma correlacdo entre a
resisténcia e a virulenéfa Johnson, Jet al, num estudo desenvolvido entre 2000 e 2001,
comparou 76 isolados d&. coli multirresistentes e 76 isolados sensiveis. Osadesl
provenientes do grupo MR representam predominamtenen grupo filogenético ndo-B2 (91%)

e exibiram uma reduzida viruléncia molecular corap@aamente ao grupo controlo B2. Apenas
30% dos isolados multiresistentes foram considerdeddPEC, comparativamente a 61% do
grupo controlo, no entanto exibiram um indice deul@ncia inferior do que os EXPEC
susceptiveis  (7,258/s 9.0; p=0,001}". Os resultados sugerem existir uma ligacdo entre a

viruléncia e a resisténcia em isolados=deoli, corroborada pelo presente estudo
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Importa realgcar que a deteccdo dos factores ddémma foi efectuada em 45 isolados

pertencentes ao clonel, o qual persiste no HSWhtkuaanos. Como ja observado pelos dados
clinicos dos doentes nos quais foi isol&laoli pertencendo a este clone (capitulo 3.3.1.1),0s
idosos parecem funcionar como veiculo e/ou fontealtenizag&o, populacdo na qual é frequente

a existéncia de varias patologias concomitantes estado imunitario comprometffo’®

A viruléncia de isolados dE. coliassociados a infec¢des invasivas severas, coraoteriémia,

€ influenciada pelo estado imunitdrio do hospedeireendo que hospedeiros
imunocomprometidos permitem uma infeccéo mais gtersie com isolados menos viruleritas
Clermontet al. testou quatro isolados produtores de CTX-M15 nurdeto animal de viruléncia
extraintestinal, verificando que apesar do reduzidmero de genes de viruléncia, todos os
isolados produtores de CTX-M15 mataram os 10 rasinhoculadoS. Os resultados obtidos
neste estudo sado concordantes com o descrito,istdgeyue a baixa viruléncia existente na
amostra podera conferir uma vantagem competitice fa isolados virulentos, detectados e
eliminados pelo sistema imunitario. Importa, dedando esquecer que o facto de isoladoB.de
coli resistentes apresentarem menos factores de \draléada infere ao seu potencial de
virulénciain vivo. Esta percepg¢éo parece ser corroborada com oda®&,11% dos isolados em
estudo apresentarem a presenca do gepA,o qual codifica para um factor de aderéncia que é
crucial para a viruléncia da. coliO157:H7 em humanos, mimetizando os isolados coasers

permitindo uma vantagem para a colonizacéo e edisdistema imunitarié.
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3.6.3. Determinacéao das ilhas de patogenicidade

O aumento do conhecimento sobre as ilhas de patidgate (PAIS), nomeadamente a sua
estrutura, capacidade de mobilidade a factoresatisgenicidade codificados por ela, constitui
uma util ferramenta para um melhor entendimenteviducdo bacteriana e da interaccdo com a
célula eucariota hospedéitaNo presente trabalho foram pesquisadas as ibgsigenicidade
mais frequentemente associadas a amostra de isottid@cos invasivos dE&. coli descrita no

ponto 3.6.2..

Tabela 1¢. llhas de Patogenicidade pesquisadeus determinantes de virulér®® e resultado
obtidos em 45 isolados representativos de E. cobddyioras de ESBL provenientes de
bacteriemias do HSM.

Ne° de

isolados (%)

Ilhas de patogenicidade Caracteristicas e determinantes de viruléncia codifados 45 (100)
n=
(PAIs) pelas PAls

I536 a- hemolisina, fimbrias, adesinas 0

a- hemolisina, fimbrias do tipoP, adesina Hek, adestipo-
536 . 7 (15,56)
hemaglutininas

Fimbrias do tipoS, sistema sider6foro de captagdedo,

[l
5% hemoglobina protease tipoTSH, receptor tipo HemexHm

llha de elevada patogenicidade (HPI),yersiniabactsintese
IV 536 _ o 39 (86,67)
do sistema siderdéforo

lcETo73 a- hemolisina, fimbria do tipoP e aerobactina 23151
Il cero7s Fimbrias do tipoP e genes reguladores de ferro (42a4)
lio6 a- hemolisina e fimbrias do tipoP 14 (31,11)

' a- hemolisina, fimbrias do tipo P, factor -citotoxico
j96 . .. .
: necrotizantécnf), hemaglutinina resistente ao calbra)

A presenca da ilha de patogenicidaderdzze llcrrozs foi detectada em 51,11% e 44,44% dos

isolados, respectivamente, enquando que 31,11%aeaqegam a PAlgs e 15,56% a PAI k.
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Em nenhum dos 45 isolados em estudo foram detectslédhas de patogenicidadgeg|l Isss €
1536

A ilha de patogenicidade ks também designada como ilha de elevada patogenidéel) foi
detectada em 86,67% dos isolados, tendo sido aquelanais frequentemente foi encontrada.
Estudosin vivo demonstraram que esta HPI contribui para a vioidéde E. coli patogénicas
extra-intestina®" & embora outros estudos descrevam a sua presesdaat@dos comensais
(30-38%%* ®* embora, como ja verificAmos no presente estudtefimicdo de comensal ndo
exclua a possibilidade de isolamento em infeco@essivas. Deste modo, estudos adicionais sédo

requeridos para clarificar a importancia da HPI.

O clone deE. coli produtor de CTX-M15 que se encontra ja disseminaatovarios paises da
Europa e Africa foi recentemente caracterizado bermont, O.et al. Entre outras
caracteristicas referidas, o autor descreve quermam ao grupo filogenético B2, produzem
biofilme e, apesar do baixo numero de factoresidéwncia/ilhas de patogenicidade encontrados,
apresentam a HPI, elevada resisténcia aos antisod elevada viruléncia vivo™. Por sua vez
Carattoli, A.et al descreve também uma elevada prevaléncia (2528&othdos produtores de
CTX-M-15 em Roma, Italia, embora as ilhas de pata@mjgade mais frequentemente encontradas
tivessem sido ackrors llcrrors € IVsse, concordante com os resultados do presente estudo.
Embora ndo esteja ainda totalmente esclarecidopel painico da presenca de factores de
viruléncia/ilhas de patogenicidade no genoma biactgf, os resultados obtidos parecem sugerir

uma variabilidade geografica condicionada pelagd@selectiva e/ou ambiente genético.
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Importa, no entanto verificar o modo como as ildagatogenicidade se encontram distribuidas

nos isolados (Tabela 19):

Tabela 19 Distribuicdo das combinagfes das llhas de Patogewie presentes n

isolados dé. coli.

N° de PAls Ne° isolados Combinacdes de PAIls
0 2 -
10 V536
2 8 V536 Il crro73
1 536 536
6 V536 lcrro73
3 1 lcrrorzs Hetrora lios
4 V536 IcFrora lios
2 V536 llctrors 536
2 V536 lcrro73 llctrors
4 5 V536 IcFro7s letrorz ligs
2 I crrors Is3s 536 lios
6 2 V536 Icrrors Il crrors Isss ligs  lszs

Quando observamos o modo como as PAIs se encomtrdigéribuidas nos isolados em estudo,
verificamos que 60% dos isolados apresentam memagliel 3 PAlIs em simultaneo. De facto,
comparativamente a outros estiffo¥ é notério o baixo nimero de ilhas de patogenitEda
encontradas no genoma bacteriano dos isolados &moespossivelmente justificada pela
resisténcia as fluoroquinolonas, as quais aparemtninduzem a perda parcial ou total das ilhas

de patogenicidadé

Sabateet al. refere que a PAI I3 foi a primeira a ser adquirida e a ser fixada rmossoma,

fazendo com que seja a mais estivéde facto, também Middendorf et al demonstrou gue
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PAlsss apresenta elevada estabilidade, facto que podécaxpl sua elevada frequéréiaO
presente estudo parece corroborar este facto, @najwe a PAJs3s Se encontra em 72,72%
(8/11) das combinacdes de PAIls encontradas noads®)l sendo também a Unica que é
encontrada sozinha, embora a sua presenca estdjanafrequentemente associada com a PAI
Icrrors A PAI llcero7s parece ter sido a terceira a ser adquirida, sagoéda PAI bs € bss
Finalmente, PAI 11536 e 11l 536 parecem ter sidauliBnas a ser adquiridas, um facto que podera
explicar o porqué de serem pouco comuns e encast@xtlusivamente em isolados altamente
virulentog*. A consisténcia dos resultados obtidos por véaiateres parecem de facto sugerir
gue a aquisicao das PAIs pelos isoladoE.depli consiste num processo mecanismo programado
e sequencial, cuja presenca e prevaléncia de éactte viruléncia e ilhas de patogenicidade é

amplamente influenciado pela resisténcia dos issfad’.

3.6.4. Grupos Filogenéticos: relacéo entre os pesfde resisténcia, viruléncia e

ilhas de patogenicidade

Com o intuito de verificar uma possivel associaeatre o grupo filogenético, viruléncia e

g4 39, 41 43, 72, 73, 8545 regyltados

resisténcia, como anteriormente descrito por ouaut®re
anteriormente obtidos foram agrupados de acordo comgrupo filogenético da amostra

representativa estudada (Tabela 20).
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Tabela 20 Distribuicdo dos perfis de resisténcia e virul@npelos grupo

filogenéticos dos isolados de E. coli.

Grupos Filogenéticos
N° isolados (%)
A B1 B2 D

6(100)  2(100)  27(100) 10 (100)

Resisténcia
CIP 5 (83,33) 2 (100) 27(100) 10 (100)
GM 5 (83,33) 2 (100) 23 (85,19) 4 (40,00)

Factores de Viruléncia

pap 0 0 0 0
sfa 0 0 0 0
afa 0 0 0 0
fimH 5(83,33) 1(50,00) 26 (96,39) 9 (90,00)
hyl 0 0 1 0
cnf 0 0 0 0
iucC 4 (66,67) 0 19 (70,37) 5 (50,00)
ecpA 5(83,33) 1(50,00) 26(96,39) 9 (90,00)
usp 0 0 0 0

Ilhas de Patogenicidade

PAI | 536 0 0 0 0
PAI 11 536 L 0 5 0
PAI Il 536 0 0 0 0
PAI IV 536 5 ) 03 0

PAI | CFT073 L L 16 5

PAI Il CFTO73 ) 0 16 )
PAI | j96 L 0 13 0
PAI 11 j96 0 0 0 0

Tendo j& verificado que os todos os isolados eadesapresentam menor numero de factores de

viruléncia do que os descritos por outros auféré§ é possivel percepcionar uma maior
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distribuicdo dos FV pesquisados no grupo filogenéd2 comparativamente aos restantes,
confirmada pela sua significancia estatistica (@5),0s isolados pertencentes aos grupos
filogenéticos A e D apresentam similar percentagknfactores de viruléncia, ndo existindo

diferenca estatistica entre eles (p<0,05).

A totalidade dos isolados dos grupos filogenéti®ils B2 e D apresentam resisténcia a
ciprofloxacina (CIP), como é possivel observar rebela 11. Também no que infere a
gentamicina (GM) todos os grupos, com excepcaordpogD, apresentam mais de 80% dos
isolados resistentes a este antibiotico (83,33%84)0@ grupo filogenético comensal A verifica

uma igual percentagem de isolados resistentesea astibioticos (83,33%). Como é possivel
verificar, o perfil de resisténcia ndo se encondsdrito a grupos filogenéticos especificos, como
amplamente tem sido descrftoos quais usualmente associam os grupos B2 e &fis pe

menor resisténcia antimicrobiana.

Horcajadaet al descreve que dentro do Grupo B2, isolados resesteas fluoroquinolonas
demonstraram prevalencias mais baixagdpC, hlyAe cnfl comparativamente aos isolados
sensiveis® < 0,001), embora ndo se tenha detectado este stenpara a deteccdo de hemolisina
e fimbria do tipoP. Estudos prévios referem quéadkis resistentes as quinolonas apresentam
menos FV do que os sensivis’, sendo que recentemente foi descrito que estemiemd
parece estar apenas associado a estirpes do gitogenético B2°, comportamento n&o
identificado no presente estudo. De facto, os t@do$ obtidos sugerem que para situacdes de
bacteriémia causada por isolados multirresisteseds coli produtores de ESBL né&o é possivel

antever a sua viruléncia ou capacidade de patddadi pela associacéo ao grupo filogenético.
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O facto de serem os isolados do grupo B2 e D osritmiamente envolvidos em processos
infecciosos levou Escobast al a estudar a distribuicdo de 17 factores de vinidé numa
coleccdo de 98 isolados representativo€Edeherichia colipatogénicas e comensais. O autor
sugere que a viruléncia se develmzkgroundgenético o qual permite numerosos eventos de
transferéncia horizontal, responsaveis pela adgsie expressao de diferentes factores de
viruléncig€? Também Piattet al.infere que as mutaces que conferem resisténcjaiaslonas

e fluoroquinolas parecem requerer ackgroundgenético especifico, ndo estando este facto
correlacionado com os grupos filogenéticos, emboeaento mutacional em si pareca afectar a
expressdo de determinados factores de virulénela, rpenos no complexo e prevalente grupo
B2’2. Surgem, no entanto, estudos contraditorios qfierem que a associacdo do grupo
filogenético B2 a viruléncia extraintestinal é latrivel & abundancia de factores de viruléncia que
contém e ndo a uimackgroundgenético definid®, permanecendo, no entanto, por esclarecer a
aparente compatibilidade entre o grupo filogené®® e os genes de viruléncia, também

verificado no presente estudo.

As classicas comparagfes entre isolados de pomslaginensais e extra-intestinaisklecoli,
baseados em factores de viruléncia, demonstrarao quotencial de viruléncia destas estirpes
em individuos saudaveis é mais baixo do que emithatis com IT3*. Russo, T.Aet al.sugere
que a definicéo entt. coli patogénicas e comensais devera ser alvo de rdedeffti. De facto,
nao é claro se todas Bscolino tracto intestinal de individuos saudaveis desentonsiderados
comensais, independentemente do seu grupo fildgerait apenas os isolados do grupo A e B1.

Permanece também por esclarecer se um isoladomgente ao grupo A ou B1 de um individuo
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com infeccdo do tracto urinario deve ser considerach verdadeiro isolado patogénico ou

apenas um isolado comensal que produz infeccadmdimiduo imunocomprometido.

Johnson, Jet al estudou 63 isolados d& coli provenientes de diferentes patologias urinarias:
pielonefrite, prostatite e cistite, caracterizandgrupo filogenético dos isolados e pesquisando a
presenca de 35 factores de viruléncia. O autofieui que n&o havia diferenca significativa na
distribuicdo dos grupos filogenéticos pelas difegerpatologias, sugerindo deste modo que seria
a distinta acumulacgéo de factores de virulénciacgueicionaria a patogenicidade dos isolados e,
consequentemente a evolucdo clifficBntre outro®, também Sannes, M.Rt al comparou os
isolados bacteriéemicos de 63 idosos com 71 isoladogis, verificando uma distribuicdo
filogenética comum, embora os isolados do grupogdihético B2 e D apresentassem uma
viruléncia superior aos restantes grijpa&o analizarmos a distribuicéo filogenética dostdees

de viruléncia em estudo nos isoladosdeoli de bacteriémias, verificamos que apesar do grupo
B2 ter sido o predominante, exibindo a maior cotreg@o individual de FVs e contendo um
maior namero de clones virulentos, 0 mesmo compmmtéo foi detectado em outros grupos

filogenéticos, nomeadamente o0 A e D.

Jaureguy, F.et al. desenvolveu um estudo cohort prospectivo duranteamo) no qual seguiu
todos os isolados provenientes de bacteriémia éwspitais universitarios em Franca. Através
de umaanalise multifactorial permitiu distinguir 2 popo@es: os do grupo filogenético B2
associados mais frequentemente a susceptibilidadatibiéticos, infeccdo da comunidade,
provenientes do tracto urinario e de hospedeiremavompetentes. Os que pertencem ao grupo

A, B1 ou D foram associados mais frequentementesisténcia aos antibidticos, infeccdo
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nosocomial, origem n&o urindria e hospedeiros imomprometido¥. Embora n&o

minimizando a importancia do hospedeiro e da biactéa severidade inicial na evolucdo para
guadros de bacteriémia e sépsis, os resultadodosbtio presente estudo evidenciam uma
supremacia do reportorio de FV sobre o grupo filggjeo na previsdo do comportamento de
patogenicidade. No entanto, aumenta a complexididta analise quando consideramos a
multirresisténcia dos isolados, a qual parece st@riohinante para o reduzido nimero de FV e

PAls detectadas.

De facto, considerando a diversidade de perfis rehdes em todos o0s niveis da éarvore
filogenética, é possivel sugerir que diferentescyosps podem originar isolados &e coli

extraintestinais e que a evolugao destas estigpe®|ve extensa transmissdo horizontal de FV e
gue o processo de remodelacdo dos factores déndrale ilhas de patogenicidade € altamente

activo e ocorre de forma contintfa
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CAPITULO 4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
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Os resultados reunidos no presente trabalho peaniticaracterizar os isolados clinicos de
Escherichia colie Klebsiella spp. produtores dg-lactamases de espectro alargado (ESBL)
provenientes de bacteriémias, obtidos ao longo @mos (2000-2007) no Hospital de Santa
Maria (HSM), Lisboa, no que infere aos determinamenéticos associados a resisténcia e

viruléncia.

Em 2007, no dltimo ano deste estudo, a frequéneiasdlamento de estirpes & coli e
Klebsiella spp. produtoras de ESBL em situacbes invasivas dei 9,9% e 10,3%,
respectivamente, valores concordantes com os nesdos da Europa, nomeadamente em
Francd®, Itali®* e EspanH4d. A preocupante tendéncia crescente de isolametiemja aos
indices de resisténcia encontrados para aos dmtds@entamicina e ciprofloxacina superiores a
70%, usualmente alternativas clinicas gédactamicos, constituem um grande desafio
terapéutico, alertando para uma necessidade urgEntmedidas preventivas e de rigoroso

controlo e monitorizacdo destes isolados.

Dada influéncia dos plasmideos como elementos mdweitransferéncia genética horizoftal
efectuou-se a caracterizacao do perfil de disseg@nalasmidica, através da determinacdo dos
grupos de incompatibilidade dos isolados em est@doisolados d&. coli apresentaram uma
média de 2,04 plasmideos/isolado, tendo sido asrptkeos com a origem de replicacdo grupo

IncF, seguido do FIA e FIB os mais frequentememteortrados. Por sua vez, os isolados de
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Klebsiella spp apresentam um valor médio de 0,59 plasmidetedo, tendo sido
maioritariamente detectados os que apresentangenode replicacao HI1 e P, inexistenteg€na
coli. Os resultados s&o assim indicadores de uma supapacidade de disseminacao horizontal
daE. colie de uma especificidade plasmidica, ndo desdgta data, e que sugere que 0S genes

contidos nestes elementos genéticos moveis ndacfoente transmitidos entres estas espécies.

Os isolados deKlebsiella spp. demonstraram uma grande variabilidade genotipica,
contrariamente a existéncia de um clone predonenaos isolados dé. coli, 0 qual persiste em

diferentes servicos do hospital ha 5 anos. Esteectd produtor d#-lactamase de espectro

alargado CTX-M15 e pertence maioritariamente ap@filogenético B2, embora esteja também
presente em isolados do grupo D, A e Bl. Verifiea-@ssim, que estirpes caracterizadas
filogenéticamente como comensais podem ser isoladassituacdes invasivas, sugerindo a
potencial supremacia dos factores dependentesspetieiro no desenvolvimento da infeccao e a

revisao destes conceitos.

O clone predominante d& coli apresenta as ilhas de patogenicidadge/\crro73€ llcrrozs OS
padrbes de viruléncia maioritariamente encontragilos isolados deste clone corresponde a
presenca de apenas ddisn, ecpA ou trés {imH, ecpA,iuc§ dos nove factores de viruléncia
pesquisados. Até & data apenas descrifa ©ali entero-hemorragica 0157:H% a EcpA surge

no presente trabalho sempre associada a fimbrid, fsmgerindo uma accdo combinada destes
factores. Dada a descricdo das suas fufttd2<®poder-se-a inferir que a fimH permite a adesao

e invasdo no epitélio vesical ou no enterdcito awio como causa primaria da bacteriémia,

Cétia Caneiras 74



Capitulo 4. Conclusdes e Perspectivas Futuras

enquanto que a EcpA possibilita a “fuga” ao sistemanitario e, consequentemente a sua
persisténcia no hospedeiro.

De modo a aprofundar o conhecimento e a importéahestes factores, estudos adicionais em
culturas celulares de células vesicais e intestim@verdao ser efectuados. Importa também
percepcionar o serotipo do clone descrito, verifiita se se trata do clone 025:H4-ST131

recentemente descrito como internacionalmente emnefg

A emergéncia de isolados multirresistentes prodstode ESBL parece ser resultado de
complexas interaccdes entre o perfil genético dokdos e as pressoes selectivas dos nichos
ecologicos nos quais se incluem. Dada a cresceeriancia do isolados ddebsiellaspp em
situacBes severas e invasivas no ambiente hosfkalas escassos estudos referentes a esta
espécie, € imperiosa a promocédo de estudos maithadbs sobre a sua viruléncia, capacidade

invasiva, capacidade de persisténcia e disseminacgao
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ANEXO 2. RESUMO DA COMUNICACAO “Replicon typing of plasmids from Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli clinical isolatesdpcing CTX-M-15 extended-spectrupa

lactamase”

Replicon typing of plasmids fromKlebsiella pneumoniaend Escherichia coliclinical isolates producing CTX-
M-15 extended-spectrum b-lactamase

C. Caneira F. Nune§ L. Lito? J. Melo-Cristin8 , M. Salgadband A. Duarté

®Laboratory of Microbiology, Faculty of Pharmacy, iversity of Lisboa, Av Forgas Armadas 1649-019boa, Portugal

PLaboratory of Microbiology, Hospital de Santa Mafaculty of Medicine, University of Lisboa, Lishd@ortugal

Objectives: The aim of this study was to investigate the ezlaess of replicons involved in the emergence and
spread oKlebsiella pneumoniaandEscherichia colicarrying theblacrx.v.15 geneMethods: E. coli (n= 30) andK.
pneumoniagn=16) representative clinical isolatesoducing CTX-M-15 extended-spectrum b-lactama&&B(s)
were collected between 2001 and 2007 in a Hospital Sktatda, in Lisboa. Plasmid replicons were deterrdine
using the PCR-based replicon typing scheme desthieCarattoli et al (2005) with specific primeos L8 plasmid
replicons. Results: Among theE. coli isolates the most frequent plasmid incompatibijitpup was Inc F 73.3%
(22/30) with FI A and FI B replicons found on twadafour isolates, respectively. Several other cowiidons
involving F replicon were found, namely A/C, 11, ahd Y plasmid replicons. IK. pneumoniaelinical isolates
were found only the IncHI1 plasmid incompatibilfyyoup (10/16, 62.5%). The remaining 6 isolates weggative
for all the replicons testedConclusions: In E. coli isolatesthe bla crxm1s5 genes arecarried byplasmid
incompatibility group Inc F. Overall, it is importato note a high degree of variability in plasmitfiles observed
among 3(E. coliisolates, with 13 different combinations. In K6pneumonia€cTX-M-15 ESBL carried the IncHI1
replicons and none belonged to the IncF group. iDedpe critical role of plasmids in horizontal gemmansfer, this

study has suggested that the ctx.w.15 genes cannot be readily transmitted fiéntoli to K. pneumonia.

(3) Keywords: plasmid, replication controls, ESBL poducers
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ANEXO 3. RESUMO DA COMUNICACAO “Potential role of Escherichia coli common pilus
in persistence of clinical isolates producing egehspectrum beta-lactamase from bacteraemia

and urinary tract infection”

Potential role of Escherichia coli common pilugpgrsistence of clinical isolates producing extensigectrum beta-
lactamase from bacteraemia and urinary tract irdfect

C. Caneira’s F. Nune§ J. Pissarrg L. Lito® J. Melo-Cristin8, M. Salgadband A. Duarté

L aboratory of Microbiology, Faculty of Pharmacy, iersity of Lisboa, Av Forcas Armadas 1649-019 plia, Portugal
PLaboratory of Microbiology, Hospital de Santa Mafaculty of Medicine, University of Lisboa, Lishd@ortugal

Objectives: Ecp is a pilus-adherence factor that is cruciah® virulence of. coli 0157 in humans and is also
carried by commensal strainsBf coli. The role of the above noted virulence factonitrantestinal pathogenik.
coli and the etiology oE. colibacteremia remains unclear in spite of the urit@gt infection (UTI) seems to be the
most frequent causative sourdéle examined both blood and urine isolates considetheir clonal profile,
phylogenetic groups and virulence facErcoli common pilus (EcpAMethods: ESBL E. coli clinical isolates in
urine (n= 103) and blood (n= 70) were collectedMestn 2001 and 2007 in a Central Hospital in Lisapndwere
phylogenetically grouped. 45 blood isolates andsi6ultaneous clinical isolates recovered from 12epés with
both urine and blood sample were then analyzedmndomly amplified polymorphic DNA (RAPD) PCR patts
obtained with primer M13and screened by PCR for EcpA virulence factor geResults: The majority
representatives of the epidemic E. coli strainstgeéd to the phylogenetic group B2 (62,5% urinéd¥51% blood)
as did 17,50% and 18,57% urine and blood isolaéésniged to virulence group D. Surprisingly was thet that
equal frequence was detected to commensal phyligegeoup A (15,00% urine Vs 12,86% blood), usually
associated with low invasive capacity compared witlulence group D (p<0,8036, 951C0,6663-1,836). Bik
phylogenetic group represent only 5 and 2,86% feuand blood isolates. RAPD M13 profile of 45bldedlates
showed a predominant clone among the Eschericliizatection (57,78%, pattern A) while 42% werestlibuted

to B-F patterns. Within predominant and persis{@002-2007) cloneA the phylogenetic group B2 wasvalent
altough co-exist with A phylogenetic group. AmorigetB-F RAPD patterns all phylogenetic groups were

represented. In 91,11% (41/45) of blood isolates #@etected the EcpA gene. The four isolates tloheththe EcpA

Céatia Caneiras 96



Capitulo 5. Referéncias Bibliograficas

adherence factor were from non frequent clonalilpsafAlso all the 26 isolates recovered from 18quds with UTI
and then bacteriemia present the EcpA gene. Thei@so a case-study with the Ecl9isolate at 0&/266m urine
and four years later (04/2004) is isolated the Eo®Bh the same clonal A pattern in the blood samBbth carried
the EcpA geneConclusions: Bacteremia and ITU are common associated only withlent extra-intestinal
phylogeneticB2 group although the present study demonstrate fnefuence of commensghylogenetic group A
in both urine and blood isolateEhis study suggest that the gastrointestinal tantbe a relevant primary source for
UTI and bacteremia, wheter it was from a urinagctfocus or not. As described to intestinal pesgis¢ and
virulence toE. coli 0157, pathogeni&. coli strains may provide to use EcpA to mimic commemsatoli and

provide themselves with an ecological advantag&dést colonization and evasion of the immune system

Keywords: E. coli common pilus (EcpA), persistancemmensal
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