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SUMARIO

As infegdes do trato urinario (ITU) sdo das infecdes mais frequentes na
comunidade, sendo E. coli o principal agente etiolégico. O conhecimento da realidade
epidemioldgica no que concerne aos padrfes de suscetibilidade aos varios antibioticos
utilizados no tratamento de ITU é de extrema importancia, permitindo assim a escolha

malis adequada em contexto de terapia empirica.

No tratamento da ITU sdo utilizados antibidticos de eliminacdo urinaria,
nomeadamente B-lactdmicos, quinolonas, sulfanamidas, fosfomicina e nitrofurantoina,
sendo os antibidticos do grupo dos B-lactdmicos um dos mais utilizados no tratamento
de infecdes causadas por Escherichia coli. No entanto, com o surgimento de bactérias
produtoras de [-lactamases de espectro alargado (ESBLs), gAmpCs e/ou
carbapenemases a eficcia deste grupo de antimicrobianos tem vindo a diminuir. Os
genes codificantes destes mecanismos de resisténcia podem estar inseridos em
elementos moveis (plasmideos) que podem incluir também genes de resisténcia a outros

grupos de antibidticos, limitando ainda mais as op¢des terapéuticas.

Com a realizagdo do presente trabalho pretende-se avaliar os padrbes de
suscetibilidade aos véarios antibidticos utilizados no tratamento da ITU de 480 isolados
de E. coli provenientes de amostras de urina de pacientes que requisitaram exame
bacterioldgico de urina em um laboratorio da comunidade; investigar a ocorréncia e a
diversidade de genes que codificam para ESBLs (blaessL) ou gAmMpC (blagampc) Nnos
isolados identificados como presumiveis produtores de ESBLs e/ou gAmpC; assim
como avaliar a co-resisténcia a antibioticos ndo p-lactamicos nos isolados produtores de
ESBLs e/ou gAmpCs.

A identificacdo da espécie bacteriana e a avaliagdo da susceptibilidade aos varios
antibidticos foram realizadas utilizando o sistema automatico VITEK®2 Systems. A
caracterizacdo dos isolados identificados como presumiveis produtores de ESBLS

incluiu a realizacdo do teste do duplo sinergismo e a identificacdo de genes blagssL



(blatem/blaskv/blactx-m) por PCR e sequenciacdo. Nos isolados identificados como
possiveis produtores de gAmpC foi realizada a identificacdo de genes blagampc por PCR

e sequenciagéo.

Nos 480 isolados de E. coli estudados, 94% foram provenientes de pacientes do
género feminino. A classe etaria dos 61 aos 75 anos foi associada a uma maior
ocorréncia de ITU em ambos os géneros. Na avaliacdo da susceptibilidade aos
diferentes antibioticos verificou-se uma elevada resisténcia a ampicilina (42,9%), ao
trimetropim-sulfametoxazol (23,1%) e a antibioticos do grupo das quinolonas,
destacando-se o acido nalidixico (28,6%). As taxas de resisténcia a nitrofurantoina
(1,7%) ou a fosfomicina (2,1%) foram baixas, pelo que ambos constituiram ainda
alternativas eficazes no tratamento de ITU na comunidade. Nenhum isolado de E. coli

apresentou resisténcia aos carbapenemos.

A expressdo de ESBLs foi observada em 3% (14/480) dos isolados de E. coli. Os
genes blagsg. foram identificados como blactx-m (blactx-m-14 € blactx-m-15) (n=12) ou
blasnv (blasnv-12) (n=2). Em 4 isolados de E. coli foi detetado um fendtipo compativel
com a produgdo de gAmpC, sendo que em todos foi identificado o gene blacmy-.
Verificou-se ainda a co-producdo de ESBLs e gAmpC (blashv-12/blacmy-2) (n=1). Em 12
dos isolados produtores de ESBLs e em 1 dos isolados produtores de gAmpC foram

observados fenotipos de multiresisténcia.

Este estudo demonstra que a disseminagdo na comunidade de E. coli resistentes
a multiplos antibidticos é uma realidade preocupante, limitando as opc6es terapéuticas e
contribuindo para o insucesso do tratamento da ITU, sobretudo em contexto de terapia

empirica.



ABSTRACT

Urinary tract infections (UTI) are the most common infections in the
community, with Escherichia coli constituting the most commonly identified ethiologic
agent. Knowledge of the epidemiological reality regarding the susceptibility patterns to
various antibiotics used in the treatment of UTI is extremely important, allowing the

most appropriate antibiotic choice in the context of empiric therapy.

For the treatment of UTI are frequently used antibiotics with a high rate of
urinary elimination, including B-lactams, quinolones, sulfanamides, fosfomycin and
nitrofurantoin, the group of B-lactams being one of the most widely used in infections
caused by E. coli. However, the emergence of bacteria producing extended-spectrum f3-
lactamases (ESBLs), gAmpCs and/or carbapenemases has been largely compromissing
the effectiveness of this antimicrobial group. The genes encoding these resistance
mechanisms may be inserted in mobile genetic elements (plasmids) that may also
include resistance genes to other groups of antibiotics, further limiting the therapeutic
options.

In this study we aim to assess the susceptibility patterns to various antibiotics
used in the treatment of UTI among 480 E. coli isolates recovered from urine samples
of patients who ordered bacteriological examination of urine in a community laboratory;
to investigate the occurrence and diversity of genes encoding ESBLs (blaeseL) and/or
gAmpC (blagampc) in. isolates identified as presumable ESBL and/or gAmpC producers;
and also to evaluate theco-resistance to non-p-lactam antibiotics among ESBLs and/or

gAmpC producers.

Bacterial identification and susceptibility to various antibiotics were carried out
using the automatic VITEK®2 Systems. Characterization of isolates identified as
ESBLs producers included the of double synergism test (DDST) and the identification
of blaeseL (blatem/blasnv/blacTx-m) genes by PCR and sequencing. In isolates identified
as possible gAmpC producers, detection and identification blagampc genes was

performed by PCR and sequencing.



Among the 480 E. coli isolates analysed in this study, 94% were from female
patients. The age group from 61 to 75 years old presented higher incidence of UTI in
both genders. Isolates were frequently resistant to ampicillin (42.9%), trimethoprim-
sulfamethoxazole (23.1%), and quinolones, mainly to nalidixic acid (28.6 %).
Resistance rates to nitrofurantoin (1.7%) or fosfomycin (2.1%) were lower, and hence
both still constitute effective alternatives in the treatment of UTI in the community.

None E. coli isolate showed resistance to carbapenems.

The ESBLs expression was observed in 3% (14/480) of the E. coli isolates. The
blagss. genes were identified as blactx-m (blactx-m-14 and blacrx-m-15) (n=12) or blaskv
(blaskv-12) (n=2). In four isolates, a phenotype compatible with production gAmpC was
detected, and in all of them a blacmy-2 gene was identified. The co-production of ESBLS
and gAmpC (blashv-12/blacmy-2) was also observed (n=1). A multidrug resistance

phenotype was found in 1 gAmpC- and in 12 ESBL-producing isolates.

This study shows that the spread in the community of E. coli resistant to multiple
antibiotics constitutes a disturbing reality, limiting treatment options and contributing to
failures in the treatment of UTI, especially in the context of empiric therapy.
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. INTRODUCAO

1. INFECAO DO TRATO URINARIO

As infe¢des do trato urinério (ITU) sdo uma patologia muito frequente, quer na
comunidade, quer em meio hospitalar, estando muitas vezes relacionadas com uma
diminuicdo da qualidade de vida, perda de produtividade e custos associados aos
cuidados de saude (Narciso, et al., 2010, Narciso, et al., 2012, Forbes, et al., 2007,
Nordstrom, et al, 2013). Embora a maioria das infe¢0es seja aguda e de curta duracao,
algumas delas podem ter sequelas graves, com comprometimento da funcéo renal,
podendo em casos extremos provocar a morte (Narciso, et al., 2010, Narciso, et al.,
2012, Martins, et al., 2010).

O trato urinario é composto pelos rins, ureteres, bexiga e uretra (Fig.1). A ITU
pode ser definida como a invasdo e multiplicagdo de microrganismos nos tecidos do
trato urinario desde a uretra até aos rins. Podem ser classificadas como superiores ou
inferiores, dependendo do local anatomico da infegdo: trato urinario superior
(piolenofrite) abrange os uréteres e rins; trato urinario inferior (cistite) compreende a
bexiga e uretra (Forbes, et al., 2007, Martins, et al., 2010, Seely, et al, 1995). Estas
infecGes podem apresentar sintomatologia ou serem assintomaticas (Martins, et al.,
2010). A cistite caracteriza-se pela presenca de disuria, poliquidria, hematdria, ardor ao
urinar, miccdo urgente e pode ser também acompanhada de dor suprapubica. A urina é
por vezes turva e com mau odor (Martins, et al., 2010, Cercenado, et al. 2010,
Rodrigues, et al, 2011).

A pielonefrite € uma inflamacdo de causa infeciosa do parénquima renal e pode
manifestar-se por febre, calafrios, dor lombar, nduseas e vomitos (Martins, et al., 2010,
Cercenado, et al. 2010, Rodrigues, et al, 2011).

Existem diversos fatores que predispdem a ocorréncia de 1TU, como, anomalias

estruturais ou funcionais do trato genitourinrio (tais como célculos renais, bexiga



Avaliacdo dos perfis de resisténcia a antibiéticos em Escherichia coli provenientes de infe¢des urinarias
adquiridas na comunidade

neurogénica, ou presenca de cateteres uretrais) ou outras condi¢des inerentes a
determinadas subpopula¢cdes mais susceptiveis a esta patologia, como gravidas, idosos,
diabéticos, individuos com esclerose multipla ou com o sistema imunitéario debilitado
(Narciso, et al., 2012).

A ITU pode ocorrer em todas as idades, desde a neonatal até & idosa,
verificando-se ser o género masculino que apresenta maior incidéncia nos primeiros
meses de vida, devido a um maior nimero de malformagfes congénitas. A partir deste
periodo e até faixas etarias superiores, é o0 género feminino que tem maior
susceptibilidade para este tipo de infecdo. Na vida adulta, a incidéncia de ITU nas
mulheres mantém-se elevada devido a atividade sexual, gestacdo e menopausa. Esta
prevaléncia deve-se sobretudo a fisiologia do sistema urinario, 0 comprimento da uretra
e a sua localizagdo proxima do &nus e da vagina. Nos homens a ITU estd geralmente
relacionada com problemas ao nivel da préstata, célculo vesicular, cateterismo e
diabetes mellitus (Forbes, et al., 2007, Schor, et al, 2003, Gobernada et al, 2002,
Rodrigues, et al, 2011).

Residuos sio
Hltrados do
sangue ¢ formam a
arina

Urcter

A urina é
armazenada oa
a antes de see

expelida do corpo

Figura 1. Representa¢do do trato urinario, extraida do site http://www.webciencia.com

2



Avaliacdo dos perfis de resisténcia a antibiéticos em Escherichia coli provenientes de infe¢des urinarias
adquiridas na comunidade

1.1 Etiologia da infe¢do urinaria

A maioria das ITU sdo originadas por microrganismos de origem entérica, sendo
Escherichia coli o principal agente etiologico. Nas infe¢cBes adquiridas na comunidade
E.coli ttm uma incidéncia de cerca de 70 a 80%, Proteus spp., Klebsiella spp., e
Enterococus spp. sdo responsaveis por uma percentagem menos elevada, nas mulheres
jovens e sexualmente ativas Sthapylococcus saprophyticus € um dos principais
responsaveis por ITU (Narciso, et al., 2012, Martins, et al., 2010, Gobernada et al.,
2002, Correia, et al., 2007, Rodrigues, et al., 2011, Rolo, et al., 2008, Wright, et al.,
2006).

Nas infe¢cBes adquiridas a nivel hospitalar as estirpes com maior incidéncia séo
Enterobactereaceae com predominio da Escherichia coli (cerca de 50 a 60%),
Klebsiella spp, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, também pode ser
originada por fungos principalmente pela Céndida spp (Rodrigues, et al., 2011,
Marques, et al., 2005).

A etiologia das ITUs € maioritariamente de origem bacteriana, podendo também

ser causada por virus ou fungos (Martins, et al., 2010,Andreu, et al., 2011).

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli um dos principais agentes etiolégicos da ITU, pertence a
familia das Enterobacteriaceae. Trata-se de um bacilo de Gram negativo, anaerobio
facultativo, mével com flagelos peritricos, fermentador da glicose, reacdo de catélase
positiva e oxidase negativa (Sousa, et al., 2000; Barroso, et al 2014; Forbes, et al.,
2007). Alguns membros da familia das Enterobacteriaceae apresentam uma
distribuicdo ubiquitaria, fazem parte da flora comensal do Homem e de outros animais
mas também constituem uma importante causa de infecdo, tanto em ambiente hospitalar
como na comunidade, tendo especial destaque a espécie E. coli (Sousa, et al., 2000;
Barroso, et. al., 2014; Forbes, et al., 2007).



Avaliacdo dos perfis de resisténcia a antibiéticos em Escherichia coli provenientes de infe¢des urinarias
adquiridas na comunidade

2. PATOGENESE DA INFECAO URINARIA

A ITU resulta da proliferagdo de bactérias no trato urindrio, sendo este
normalmente estéril (Cercenado, et al., 2010,Campos, et al., 2006) A maioria dos
microrganismos responsaveis por provocar ITU tém origem na flora do trato intestinal
do paciente e atingem o trato urindrio por via ascendente, a partir da uretra até a bexiga,
podendo por vezes atingir os rins (Chung, 2010, Cercenado, et al., 2010, Rolo, et al.,
2008). A ITU resulta da interacao entre os fatores de viruléncia do microrganismo e os
mecanismos de defesa do hospedeiro. Quando existe desequilibrio entre estes fatores,

pode surgir uma ITU (Rolo, et al., 2008).

Certas estirpes bacterianas que ascendem o trato urindrio sdo por vezes
eliminadas pelo fluxo urinério, pelas propriedades antibacterianas da urina (alta
osmolaridade, elevada concentragdo de ureia e de acidos organicos e o pH acido), pela
presenca de imunoglobulinas sIgA, pelos leucdcitos polimorfonucleares presentes na
superficie vesical e também pela presenca de inibidores da aderéncia bacteriana como as
proteinas de Tamm-Horsfall (glicoproteina uromucdide que inibe a aderéncia bacteriana
com capacidade de se ligar a fimbria tipol, impedindo a interacdo do microrganismo
com o uroepitélio) ndo causando ITU (Cercenado, et al.,, 2010, Rolo, et al, 2008,
Weichhart, et al., 2008; Sdemann, et al; 2005).

Se as bactérias ndo forem eliminadas iniciam a colonizagdo, adesdo do
microrganismo ao uroepitélio e sua reproducdo, podendo assim causar infegdo. O inicio
de infe¢do depende do equilibrio entre a viruléncia das bactérias, o tamanho do indculo,
0s mecanismos defensivos locais e a presenga ou ndo de alteragcbes anatomicas ou

funcionais do trato urinério (Cercenado, et al., 2010, Rolo, et al., 2008).

A capacidade de adesdo de E.coli as células uroepetiliais € determinante no
desenvolvimento de colonizagdo e infegdo, permitindo resisténcia as forcas

hidrodindmicas do fluxo urindrio (Domingo, 2013; Barroso, et al., 2014).

As fimbrias de origem proteica sdo as principais estruturas de aderéncia a
recetores especificos existentes nas membranas das células epetiliais humanas, porque

reconhecem os recetores celulares a superficie dos epitélios, permitindo a aderéncia
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bacteriana e tornando assim possivel a colonizagdo das mucosas do hospedeiro, que

poderd evoluir para infecdo (Narciso, et al., 2010).

2.1. Principais fatores de viruléncia em E.coli que lhe confere uropatogenicidade:

Adesinas fimbriais — sdo estruturas filamentosas presentes na superficie
bacteriana, com distribuicdo peritrica (Fig. 2 e 3), que promovem a aderéncia a recetores
presentes nas células do hospedeiro, tornando possivel a colonizacdo bacteriana nas

mucosas do hospedeiro (Mulvey, et al., 2002; Wood et al., 2006; Barroso, et al., 2014).

As fimbrias também designadas por adesinas fimbriais, sdo constituidas
predominantemente por aminodcidos apolares tornando a superficie bacteriana

hidrofdbica, o que facilita a aproximacéo as células do hospedeiro.

Nas estirpes uropatogeénicas de E.coli predominam trés tipos de adesinas

fimbriais:

o Adesinas fimbriais do tipo 1- medeiam a ligacdo e invasdo do epitélio

vesical através da adesina FimH, codificada pelo gene fimH do operdo fim, reconhecem
residuos de manose na superficie do uroepitélio e sdo o tipo de adesina mais associado a
infecdo vesical. Este tipo de adesinas € muitas vezes designado por fimbrias manose-

sensives;

o Adesinas fimbriais do tipo P - adesina PapG, codificada pelo gene papG,

do operdo pap, reconhecem recetores nas células do uroepitélio, os glicoesfingolipidos
que expressam galactose (o-1-Gal-p-4-Gal) e sdo por isso designadas por fimbrias

manose-resistentes. Sdo predominantemente associadas a pielonefrite;
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o Outros tipos de fimbrias - as fimbrias S em que a adesina é Sfas (operdo

sfa), responsavel pelo reconhecimento de &cido sialico nos recetores das células dos

eritrocitos da bexiga e rins;

Figura 2. Adesinas fimbriais (seta) de estirpe uropatogénica de E. coli (ME). (imagem
cedida por Prof. Dr. J. C. Sousa).

Céapsula (antigénio K) — permite a bactéria a existéncia de uma camada

protetora resistente a fagocitose, permite também a adesdo ao uroepitélio;

Flagelo - permite a mobilidade a bactéria (fig 3);

Hemolisinas — toxinas polipeptidicas que originam a lise dos eritocitos e em
E.coli a a-hemolisiana codificada pelo gene hlyA no operéo hly apresentam capacidade
de distruicdo eritrocitaria, das células endoteliais e do epitélio renal, mondcitos e

granulécitos;

Aerobactina — é um componente presente nas células de E.coli com uma agéo
quelante de ides de ferro, desempenhando um papel importante na sobrevivéncia de

E.coli no trato urinario, onde ha pouca disponibilidade de ides de ferro;

Fator necrotizantel (CNF-1- cytotoxic necrotizing factor 1) — toxina que

penetra na célula do hospedeiro e pode levar & necrose ou apopetose da célula, pode
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também originar a degradacdo do epitélio do aparelho urinario. Em E. coli este factor
tem um papel importante na passagem da bactéria do sistema urinario para o sistema
sanguineo (Andreu, et al., 2011,Narciso, et al., 2012, Cercenado, et al., 2010, Agarwal,
et al.,2012, Lloyd, et al., 2007, Rolo, et al, 2008, Ferreira, et al., 2000, Domingo 2010).

Figura 3. E. coli exibindo flagelos (F) e fimbrias (f). Imagem cedida por Prof. Dr. J. C.
Sousa.

Nem todas as estirpes de Escherichia coli possuem a mesma capacidade de
provocar infegdo do trato urindrio e so as estirpes de determinados grupos filogenéticos
e com determinados fatores de viruléncia sdo capazes de produzir essa infecdo
(Cercenado, et al., 2010, Rolo, et al., 2008).

Existem em Escherichia coli 4 grupos filogenéticos: A (Ao, A1), B1, B2 (B2,
B23) e D (D1, D2). As estirpes de E. coli pertencentes aos grupos filogenéticos A (Ao,
A1) e ao grupo B1 ndo estdo frequentemente associados a infegdo urinéria. As estirpes
uropatogénicas de Escherichia coli pertencem principalmente ao grupo B2 (B2;, B23) e
em menor quantidade ao grupo D (D1, D>) e transportam genes que codificam os fatores
de viruléncia extra-intestinais, como as toxinas, adesinas, lipopolissacarideos, capsula,

proteases e invasinas (Cercenado, et al., 2010, Rolo, et al., 2008, Pitout, 2012).

Os genes responsaveis pelos fatores de viruléncia encontram-se no cromossoma
bacteriano agrupados em fragmentos de DNA chamados “ilhas de patogenicidade”

(PAI), bacteriéfagos, plasmideos e transposbes (Andreu, et al., 2011,Narciso, et al.,
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2010, Cercenado, et al., 2010, Agarwal, et al.,2012, Lloyd, et al., 2007, Wright, et al.,
2006).

3. DIAGNOSTICO DA ITU

Perante a suspeita clinica e presenca de sintomas associados a ITUs, sdo
essenciais 0s exames complementares de diagndstico, nomeadamente 0 exame sumario
da urina (analise fisica, analise quimica e observacdo ao microscopio) e a urocultura. A
confirmacdo do diagnostico laboratorial da infecdo é muito importante dada a presenca
de estirpes de E. coli com a presenca de genes de resisténcia aos antibidticos
conducentes & faléncia da terapéutica com os antibioticos convencionais (Campos, et
al., 2006, Rodrigues, et al., 2011, Mendo, et al., 2008).

Atualmente a medicagdo empirica de um modo convencional tem grandes
probabilidades de nédo ser eficaz (Campos, et al., 2006, Rodrigues, et al., 2011, Mendo,
et al., 2008).

3.1. Colheita da amostra

A urina para exame microbioldgico deve ser colhida de forma asséptica, sendo
requerido jato médio de urina, apds a lavagem cuidadosa da &rea genital com agua e
sabdo, sem uso de anti-sépticos e eliminacdo do primeiro jato. Em criangas usar saco
coletor ou quando necessario recorrer a colheita supra pubica da urina vesical (Campos,
et al, 2006, Rodrigues, et al, 2011, Fonseca, et al., 2004). Depois de colhida a amostra
de urina deve ser transportada ao laboratério 0 mais rapido possivel, uma vez que
deverd ser semeada no maximo até uma hora apds a colheita, e no caso de ndo ser
possivel, devera ser refrigerada a 4° C e processada até as 24 horas apds a colheita
(Cercenado, et al., 2010, Campos, et al., 2006, Fonseca, et al., 2004).
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3.2. Exame sumario de urina

O exame sumério de urina é composto por diversas observacGes laboratoriais

conducentes ao diagndstico clinico da ITU.

Inclui a presenca na urina de:

1.  Pidria (teste da esterase leucocitéria);

2. Apresenca de nitritos (negativo para bactérias ndo produtoras de nitrato-
redutase, como acontece em Enterococcus spp, Staphylococcus saprophyticus e em
bacilos de Gram negativo ndo fermentativos);

3. Bacterilria geralmente com UCF >10°/mL;

4.  Hematdria, frequentemente sem bacterilria e pidria, sendo relevante

nesta situacdo a pesquisa de Mycobacterium tuberculosis. (Rodrigues, et al., 2011)

3.3. Exame direto — Coloragédo de Gram

A observacdo de esfregaco de urina, corado pela técnica de Gram, permite

avaliar a probabilidade de ITU.

3.4. Exame cultural de urina

A sementeira de urina em meio de cultura deve ser realizada de forma semi-
guantitativa usando ansas calibradas de 0,01 ou 0.001ml, permitindo assim contabilizar
0 numero de UFC/ml dos microrganismos presentes na amostra e obter coldnias
isoladas para permitir uma identificacdo e antibiograma (Rodrigues, et al., 2011,
Cercenado, et al., 2010, Fonseca, et al., 2004).

Os meios de cultura utilizados podem ser de trés tipos: meios diferenciais ndo
selectivos como por exemplo o meio Cled agar; meios diferenciais adaptados ou meios
diferenciais ndo selectivos cromogénicos. Cada tipo de meios apresenta as suas

vantagens e inconvenientes, ficando ao critério de cada instituicdo a sua escolha. Os
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meios de cultura incubam em atmosfera de aerobiose a 36°C +/- 1°C durante 18 a 24
horas, podendo haver necessidade de prolongar a incubacdo por 48 horas (Rodrigues, et
al., 2011, Cercenado, et al., 2010, Fonseca, et al., 2004).

Na interpretacdo dos resultados das uroculturas, é considerado uma urocultura
positiva quando a contagem é > a 10° UCF/ml. No entanto, em determinadas
circunstancias, podera admitir-se uma contagem menor, como em amostras de urinas
obtidas por puncdo suprapUbica (nestes casos qualquer contagem é significativa)
(Rodrigues, et al, 2012, Fonseca, et al., 2004, Rolo, et al., 2008).

Para interpretacdo do antibiograma deve ser seguida uma metodologia
padronizada recomendada pelo EUCAST (European Committe of Antimicrobial
Susceptibility Testing) ou pelo CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) (Cantén,
2010). A atividade antimicrobiana sobre E. coli pode ser avaliada de um modo
qualitativo (método de difusdo em disco de papel) e de um modo quantitativo com a
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI), expressa em pg/mL. Os
resultados podem variar de acordo com as condic¢des experimentais e o foco de infegao
(Soriana-Garcia, 2010).

O resultado pode ser classificado em:

o Sensivel - quando o microorganismo € inibido, in vitro, por uma
concentracdo de antibidtico, que estd associado a uma elevada possibilidade de sucesso

terapéutico;

o Resisténcia intermédia - quando o microorganismo € inibido, in vitro,

por uma concentracdo de antibidtico que esté associada a um efeito terapéutico incerto;

o Resistente - quando o microorganismo, in vitro, ndo é inibido pelo
antibiotico (Rodloff, et al., 2008, Canton, 2010).

10
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A identificacdo do agente causador de infecdo e o respetivo antibiograma
permite uma orientacdo terapéutica eficaz, mas o tempo necessario para a obtencdo
destes resultados faz com que por vezes seja necessario iniciar uma terapéutica empirica
(Rolo, et al,, 2008).

O inicio de uma terapéutica empirica nem sempre tem sucesso, sendo muito
importante a realizagdo do antibiograma, de modo a permitir que se corrija a terapéutica

a prosseguir no tratamento de ITU.

4. TRATAMENTO INFECAO URINARIA

4.1 Terapéutica antimicrobiana

A escolha do antibidtico para o tratamento das doencas infeciosas é um ato
complexo, sendo necessario conhecer os mecanismos de acdo dos diferentes antibioticos
(bactericidas ou bacteriostaticos), 0s mecanismos de resisténcia bacteriana,
caracteristicas farmacoldgicas das moléculas, local e etiologia da infecdo, efeitos
adversos, incompatibilidade entre medicamentos e histéria clinica (anamnese) dos

doentes, nomeadamente idade, estado funcional renal e hepético (Sousa, 2006).

A escolha do antibidtico é também condicionada pelo local da infegdo, pois o
farmaco devera atingir concentracfes terapéuticas nesse local. Para o tratamento da ITU
deverdo ser utilizado antibioticos de eliminagdo urinaria como os p-lactdmicos,
glicopeptideos, fosfomicina, aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas, e
nitrofurantoina (Tabela 1) (Sousa, 2006, Rolo, et al., 2008). Os grupos de antibioticos
utilizados no tratamento de ITU atuam em diferentes estruturas alvo na bactéria, sendo
que os antibioticos B-lactamicos, glicopéptideos e fosfomicina atuam na inibicdo da
sintese da parede celular, os aminoglicosideos inibem a sintese proteica, as
sulfonamidas e trimetropim inibem a sintese do acido folico e as quinolonas inibem a
sintese de DNA (Fig. 4), (Sousa 2006, Barroso, et al., 2014).

11
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Tabela 1: Principais grupos de antibioticos no tratamento da ITU (Sousa, 2006).
Fosfomicina
Antibioticos antiparietais B — Lactamicos
Glicopeptideos
Antibioticos inibidores da sintese proteica Aminoglicosideos - aminociclitois

Antibiéticos inibidores da sintese dos acidos

) Quinolonas
nucleicos

Sulfonamidas

Antibioticos antimetabolitos
Trimethoprim

Nitrofuranos Nitrofurantoina
pHactamicos Polimixines
Glicopeptidecs Daptomicinge
= ‘/ Paruce Celuse
4 & o Membeana Coular
e T |
4 LY ) Protuna
i / \ Aminoglicosidoos
Trimetoprim . T - 3E \ FeMAL } Tetrasiclinas
\\_.I i ¥ Gilgilciclings
il w o = ANAmM _.,._,, e Macrolideos
\-b X S DNA Ritozsoma Estreptograminas
@ Paga | 3 el Cloranfenicol
4 Lincosaminas

FPABA = Ackdo Parapmnobenioes \
OHF = Dihismotolato Oxazclidinonas

THF = T
OMA=
FNAM s Acses RBOALCHHIOS Monsbgero Quinoions

RNAt=Acido Hibonockisoo Transpomasor Nitrolmidardlicon

driniala
Deadwiribonuciesco

RANA=Acco Ribenuciiicoo Ribossdmico

Figura 4. Principais alvos de acdo dos antibioticos na bactéria.

Os antibi6ticos tém demonstrado uma eficacia inquestionavel no tratamento da
infecdo do trato urinario. Contudo apés a sua introdugdo na pratica clinica, rapidamente
se verificou que diversos microrganismos adquiriram resisténcias a antibioticos aos
quais inicialmente eram sensiveis. Uma terapéutica antimicrobiana racional &
importante de modo a evitar o surgimento das resisténcias bacterianas responsaveis pelo

fracasso terapéutico (Rolo, et al., 2008, Giedraitiene, et al., 2011).
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4.1.1 Antibioticos antiparietais

A parede celular bacteriana (PC) ¢ a estrutura que reveste externamente a célula
bacteriana, anexa a membrana citoplasmatica (MC), com grande rigidez, responsavel
pela forma e integridade da célula e também pelo diferente comportamento das bactérias
face a coloracdo de Gram e condiciona a atividade dos antibidticos. O mucopeptideo
ou peptidoglicano é a macromolécula exclusiva da PC bacteriana responsavel pela sua
rigidez, dadas as numerosas ligacGes quimicas intramoleculares, funcionando como um
“saco” de revestimento de toda a célula. Os antibidticos antiparietais, inibidores da
biossintese desta macromolécula, fragilizam a PC causando lise celular em ambientes

hipotonicos (Sousa 2006).

Independentemente da diferente constituicdo quimica da PC das bactérias de
Gram positivo e de Gram negativo, ambas tém em comum o mucopeptideo, sendo
predominante nas bactérias de Gram positivo (70% a 80% do peso seco da PC) e em
menor quantidade nas bactérias de Gram negativo (1-5% do peso seco da PC) (Sousa
2006).

O Peptidoglicano é a macromolécula especifica da PC bacteriana constituida por
cadeias lineares de aminoaglcares, N-acetilglucosamina (NAG) e acido N-
acetilmuramico (NAM), dispostas alternadamente ao longo das cadeias e unidos por
ligagdes glicosidicas p(1-4), mediadas por transglicolases (TG). Ao NAM estdo ligados
4 aminoacidos e sdo estabelecidas ligacGes peptidicas (“cross-linking) entre o 3°
aminoécido de uma cadeia glicopeptidea com o 4° amino&cido da cadeia vizinha (Fig.5),
mediada por carboxitranspeptidases (CP e TP). Existem diferentes quimiotipos de
peptidoglicano consoante as espécies bacterianas. Em E. coli esta ligacdo peptidica
ocorre directamente entre dois aminoécidos de cadeias vizinhas (Sousa 2006, Murray, et
al., 2005, Normark, et al., 2002).
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Figura 5. Esquema da composicdo quimica do peptidioglicano NAG-N-
acetilglucosamina ; NAM- 4&cido N-acetilmurdmico ; L-ala-L-alanina; D-glu-D-
glutdmico; L-Lys-L-lisina; D-ala-D-alanina. TG-transglicolase; TP-transpeptidase; CP-
transcarboxipeptidase, (imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C. Sousa).

Biossintese do peptidoglicano é constituida por trés fases:

12- Fase citoplasmatica (Fig.6) - sintese de UDP-NAD a partir de Frutose-6-P e a este
aclcar adiciona-se enzimaticamente PEP (fosfoenolpiruvato) e trés aminoacidos
conducentes a sintese de UDP-NAM-tripeptideo (inibida pelo antibiético fosfomicina) e
no final a adicdo de D-alanina-D-alanina formando UDP-NAM-pentapeptideo (inibida
pelo antibidtico D-cicloserina). Nesta fase sdo construidos os “tijolos” para a construcao
da PC das células em crescimento e em divisdo (Sousa,2006);
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Figura 6. Biossintese no citoplasma bacteriano de UDP-NAG e UDP-NAM-
pentapeptideo, (imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C. Sousa).

28- Fase membranar (Fig.7) — inicialmente UDP-NAM-pentapeptideo liga-se a um
fosfolipido membranar ao qual se associa UDP-NAG formando o complexo NAG-
NAM-pentapeptideo-P-P-fosfolipido. No final do processo os precursores chegam a PC
em crescimento transportados por um fosfolipido membranar com 55 atomos de C,
bactoprenol/lipido 11 (lipido membranar) para locais especificos da PC em crescimento e
0 transportador volta a sua forma de monofosfato ativa apos desfosforilizacdo por acéo

de fosfatases membranares (Sousa, 2006).
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Figura 7. Transporte de UDP-NAM-pentapeptideo e UDP-NAG atraves da MC com a
formacdo da subunidade NAG-NAM-pentapeptideo-P-P-fosfolipido e integracdo da
ponte pentaglicinica (imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C. Sousa).

e dlylg

3%-Fase parietal (Fig.8) — inicia-se com a incorporagdo do percursor recém-
sintetizado UDP-NAG-NAM-pentapeptideo-pentaglicina no peptidoglicano  pré-
formado com ligacdo a cadeia de aminoagUcares, mediada por transglicolases (TG)
membranares e com uma ligacdo peptidica entre o 3° aminoacido e o 4° aminacido da
cadeia vizinha mediada por transpeptidases (TP). A energia requerida para formar estas
ligagbes quimicas no exterior celular deriva da hidrolise do dipeptideo D-alanina-D-
alanina mediada por carboxipeptidases (CP) membranares. As enzimas envolvidas na
fase terminal da biossintese do mucopeptideo (TG, TP e CP) sdo globalmente
designadas por PBP (Penicillin-Binding-Proteins) e vdo ser o alvo dos antibioticos -

lactdmicos (Sousa, 2006).
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TRANSPEPTIDASES/
CARBOXIPEPTIDASES

GLUCOSILTRANSFERASES

Figura 8. Insercdo da subunidade UDP-NAG-NAM-pentapeptideo na PC “velha” com
estabelecimento de ligacdes glicosidicas e peptidicas, mediada por transglicolases (TG)
e carboxitranspeptidases (TP e CP),respectivamente. G-NAM e M-NAM (imagem
cedida pelo Prof. Dr. Jodo C. Sousa).

Os pB-lactamicos exercem a sua atividade bactericida em duas fases: inibigdo da
sintese do peptidoglicano (efeito bacteriostético) e inducéo da autdlise bacteriana (efeito
bactericida), dado que as autolisinas criam na PC locais frageis nos quais ocorre a
ruptura celular. Estas autolisinas também participam na separacdo das duas células

gémeas durante a divisdo celular (Sousa, 2006).

Os varios antibidticos que pertencem a familia dos antiparietais atuam em

diferentes fases da biossintese do peptidoglicano (Fig. 9), (Sousa, 2006).

Esquema da biossintese do peptidoglicano
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Colocagio dos “tijolos”
na PC “velha”.
b) Fase Membranar
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Figura 9. Antibioticos ativos nas diferentes fases da biossintese do peptidoglicano.
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A constituicdo da parede celular das bactérias de Gram positivo € diferente da
parede celular das bactérias de Gram negativo, interferindo com a acéo das diferentes
moléculas desta familia de antimicrobianos (Sousa, 2006, Barroso et al., 2014).

Bactérias de Gram positivo

A ultraestrutura das bactérias de Gram positivo revela que a PC € constituida por
uma monocamada justaposta a MC, sendo a célula praticamente desprovida de
periplasma (Fig.10). Na maioria dos casos esta PC é permeével a macromoléculas, ndo
oferece resisténcia a difusdo dos antibioticos para o interior da célula bacteriana, assim
como substancias de alto peso molecular elaboradas no citoplasma bacteriano sdo
excretadas para 0 meio ambiente sem que constitua uma barreira, como é o caso das -
lactamases, enzimas hidroliticas dos antibi6ticos p-lactdmicos (Sousa, 2006, Murray, et
al., 2005, Normark, et al., 2002).

Gram positivo
B-lactamico

v/ «—

Figura 10. PC de bactéria de Gram positivo constituida por uma monocamada espessa,
predominantemente constituida por peptidoglicano, justaposta &8 MC. Notar a reduzida
dimensdo do periplasma (seta). Esta PC é permedvel a antibioticos (& direita). MC-
membrana citoplasmética; PC-parede celular (imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C.
Sousa).

Bactérias de Gram negativo

A parede celular das bactérias de Gram negativo é mais complexa que a parede

celular das bactérias de Gram positivo quanto a composicao quimica e ultraestrutura.
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Com a observagdo de cortes ultra finos a microscopia electronica de transmisséo
(ME), permitiu verificar a existéncia de 2 camadas na PC destas bactérias (Fig.11): uma
camada R (rigida) onde esta o peptidoglicano e uma membrana exterior (OM), com um
perfil trilaminar assimétrico (o folheto externo mais denso e espesso que o folheto
interno). O espaco entre a MC e a OM denomina-se periplasma (Sousa, 2006, Murray,
et al., 2005, Normark, et al., 2002).

Figura 11. Célula de E.coli (ME). OM-membrana externa; N-nucledide; R-camada
rigida; MC-membrana citoplasmatica. Notar a presenca de periplasma entre OM e MC.
(Imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C. Sousa).

A PC das bactérias de Gram negativo é estratificada e a OM é um factor
limitante a entrada de nutrientes e antibioticos, podendo ser responsavel pela resisténcia
bacteriana a certos antibioticos. Para além disso antibidticos que permeiem a OM
predominantemente por difusdo atraves dos canais de porina terdo de enfrentar, se
existirem, as enzimas degradativas dos antibioticos retidas no periplasma (Fig. 12)
(Sousa, 2006).
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Gram negativo
p-lactdmico s

Figura 12. Parede celular Gram negativo, permeabilidade selectiva aos antibioticos,
(Imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C. Sousa).

O peptidoglicano das bactérias de Gram negativo apresenta uma estrutura
analoga ao descrito nas bactérias de Gram positivo e de um modo geral apresenta um
baixo teor em pontes interpeptidicas. Em E.coli as pontes interpeptidicas estabelecem se
directamente entre o grupo — NH2 do acido meso-DAP (&cido meso-diaminopimélico) e
0 grupo —-COOH de D-alanina da cadeia peptidica vizinha (Fig.13), (Sousa, 2006;
Beveridge, et al., 1999, Murray, et al., 2005, Normark, et al., 2002) .

— /
NAMA —’_____/
—
NAG L-ALA
1
D-@.uT
|
meso-DAP |
| \
D-ALA \ —_—
* NAG
\ "_—"_'__.—-"
\ NAMA
e}
NAG \ L-ALA
\ |
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\  meso-DAP
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Figura 13. Composigdo quimica do peptidoglicano de E.coli com pontes interpeptidicas
a estabelecerem-se directamente entre 0os aminoacidos meso-DAP de uma cadeia e D-
alanina da cadeia vizinha. Meso-DAP-4acido meso-diaminopimélico; L-ALA-L-alaning;
D-GLUT-D-4cido glutdmico; D-ALA-D-alanina (imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C.
Sousa).
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A Membrana externa (OM) funciona como barreira de permeabilidade. E
constituida por uma dupla camada lipidica assimétrica, com lipopolissacarideos (LPS)
no folheto externo, fosfolipidos no folheto interno e proteinas porinas (OMPS) que
atravessam a OM. A organizacdo da OM pode variar entre grupos bacterianos, sendo
este tipo organizagdo existente nas estirpes selvagens de Enterobacteriaceae, mas
noutros grupos bacterianos podem existir na OM zonas com duplas camadas
fosfolipidicas, o que justifica a diferente capacidade de difusdo das moléculas de
antibioticos em diferentes grupos bacterianos (Sousa, 2006).

A permeabilidade da OM a agentes hidrofobicos é reduzida dada a interacéo
entre as cadeias de &cidos gordos insaturados do LPS, mediada por catibes divalentes
(Ca?* e Mg?®"), que formam estruturas compactas. A sua reduzida permeabilidade
previne o influxo de substratos toxicos para a bactéria, permitindo a sua sobrevivéncia

em ambientes adversos (Sousa, 2006).

Desta forma, enquanto a PC das bactérias de Gram positivo € permeével a
macromoléculas, a PC das bactérias de Gram negativo constitui uma barreira a
penetracdo de compostos de elevado PM, de compostos hidrofobicos e de compostos
com carga eléctrica. Por exemplo, em E.coli o limite de exclusdo é de aproximadamente
600 Da (Sousa, 2006).

A OM é considerada um fator de viruléncia das bactérias de Gram negativo,
dado que as torna mais resistentes & acdo de substancias que participam na defesa do
hospedeiro infectado, tais como lisozima, p-lisinas, proteinas dos leucocitos
(leucocidinas), sais biliares (com agdo detergente) e enzimas digestivas, normalmente

ativas contra bactérias de Gram positivo (Sousa, 2006).

A OM ¢é um obstaculo a penetracdo de antibioticos constituindo um dos

principais mecanismos de resisténcia natural aos antimicrobianos (Sousa, 2006).

A OM e a MC também estabelecem pontualmente zonas de contacto, zonas de

adesdo, que podem funcionar como canais de transporte entre o citoplasma bacteriano e
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a OM, podendo participar no transporte de fosfolipidos da MC para o folheto externo da
OM. Em E.coli estimam-se 200-400 zonas de contacto por célula em crescimento
(Sousa, 2006).

Os Lipopolissacarideos (LPS) sdo as moléculas mais caracteristicas das
bactérias de Gram negativo e a principal endotoxina bacteriana. Trata-se de moléculas
anfifilicas, com uma regido polissacaridica (hidréfila) e com lipideo A (hidr6foba)
(Sousa, 2006).

O LPS tem uma distribuicdo assimétrica e localiza-se unicamente no folheto
externo da OM. Estd ancorado na OM através do lipideo A e a sua regido hidréfila
projeta-se para o exterior da célula, contribuindo para a carga electronegativa da
superficie bacteriana. Catides divalentes (Mg?* e Ca2") estabelecem interagGes ndo
covalentes entre LPS adjacentes, contribuindo para a estabilidade da OM, tornando-a
uma barreira eficaz contra a penetracdo de antibidticos hidrofobos (rifampicina,
macrolidos) corantes hidréfobos (eosina,azul de metileno e verde brilhante) e
detergentes (SDS, sais biliares) normalmente utilizados nos meios de cultura selectivos

para Enterobacteriaceae (Sousa, 2006).

As proteinas Porinas (OMPs-Outer Membrane Proteins) formam na OM canais
aquosos de difusdo que permitem o influxo de nutrientes e antibidticos e o efluxo de
detritos da célula bacteriana. As porinas sdo importantes na integridade da OM, no
transporte de moléculas, nomeadamente antibioticos e também  participam na
patogenese das infecbes. As porinas estdo distribuidas ao longo da OM, em E.coli

atingem ndimeros da ordem de 1,5 x 10% bactéria (Sousa, 2006).

A perda de porinas em algumas estirpes bacterianas esta geralmente associada ao
aumento de MICs ( Minimal Inhibitory Concentration- pg/mL) de antibi6ticos contra essas

estirpes, sobretudo quando associados a outros mecanismos de resisténcia.

Os canais de porina tém uma estrutura trimérica estavel, com PM entre 32.000-

40.000 Da. Além das porinas triméricas, existem também porinas monoméricas que
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permitem uma difusdo lenta ndo especifica de pequenos solutos (OmpA de E.coli e
OprF de P.aeruginosa) (Sousa, 2006).

Embora no geral as porinas sejam mais permeaveis a catifes do que a anides, a
permeabilidade das diferentes porinas é diferente. Os antibidticos e os &cidos biliares
difundem melhor no canal mais largo de OmpF que no canal OmpC de E.coli. Em
Klebsiela pneumoniae foram descritas porinas homologas a estas, designadas de
OmpK35 (homoblogas de OmpF de E.coli) e OmpK36 (homblogas de OmpC de E.coli).
Assim, em bacterias de Gram negativo, as funcdes de permeabilidade estdo distribuidas

por dois sistemas membranosos: MC e OM (Sousa, 2006)

Difusdo de antibidticos nos canais de porina e na MC - em
Enterobacteriaceae, os fosfolipidos localizam-se em monocamada no folheto interno da
OM e os LPS no folheto exterior. O LPS é uma molécula anfifilica, fortemente anidnica
e contribuindo para a electronegatividade da superficie bacteriana. Catides divalentes
participam na estabilizacdo desta superficie e impedem que as moléculas hidrofobas
permeiem a OM, tornando as bactérias de Gram negativo naturalmente resistentes a

antibioticos fortemente ou moderadamente hidrofébicos (Sousa, 2006).

Os antibidticos atravessam a OM essencialmente por dois processos: via
hidrofila (através de canais de porinas) e via hidrofoba (através de bicamadas
fosfolipidicas). Os antibioticos policationicos, como 0s aminoglicosideos,
autopromovem a sua penetracdo por uma 3? via (mais rara), designada de “self-
promoted” (Sousa, 2006).

1.Via hidrofila — as proteinas porinas constituem canais aquosos, revestidos
internamente por grupos acidicos. O didmetro, o limite de exclusdo e o grau de
funcionalidade das porinas variam de bactéria para bactéria. Assim, caracteristicas como
0 tamanho das moléculas , o seu grau de hidrofobicidade e a sua carga eléctrica

condicionam a sua penetracdo através dos canais de porina.

Em Enterobacteriaceae, os canais de porina sdo permeaveis a moléculas

hidréfilas até ao peso molecular 650 Da (equivalente a um didmetro de poro de 1,2 nm).
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A maioria dos antibioticos B-lactamicos, quinolonas e outros, dado o0 seu peso
molecular, penetram a OM através dos canais de porina. No entanto os antibiéticos do
grupo dos glicopéptideos como a vancomicina e a teicoplanina, com um peso molecular
da ordem dos 1.400 Da ndo os atravessam , sendo portanto ineficazes contra bactérias
de Gram negativo que exibem assim uma resisténcia natural a estes antibidticos. Os
antibidticos glicopéptidos séo por isso usados exclusivamente nas infecdes por bactérias
de Gram positivo.

O coefeciente de partilha das moléculas antibioticas (caracter hidrofobo-
hidrofilico) e a sua carga eléctrica também influenciam a velocidade de penetragdo nos
canais de porina. Quanto maior for a hidrofobicidade da molécula menor sera a sua
velocidade de difusdo, pelo contrério, antibidticos hidrofilicos (baixo coefeciente de

partilha) atravessam rapidamente os canais de porina.

2.Via hidrofoba — a penetracdo de antibidticos fortemente ou moderadamente
hidrofobos através da OM ndo é operacional para as estirpes selvagens de
Enterobacteriaceae. Em mutantes rugosas profundas , a OM é permeavel a esses
antibidticos , que ndo utilizam a via hidréfila, mas difundem através de zonas com

bicamadas fosfolipidicas.

3.Via “self-promoted”- polimixinas e aminoglicosideos sdo antibidticos
policatidnicos e portanto na OM competem com os ides Mg?* ao nivel dos LPS. Este

efeito permeabiliza a OM de P.aeruginosa , conforme referido anteriormente.

4.1.1.1 Antibidticos antiparietais (fase citoplasméatica)

4.1.1.1.1 Fosfomicina

A fosfomicina apresenta uma estrutura quimica analoga ao fosfoenolpiruvato
(Fig. 14), produzida por Streptomyces fradiae, com espetro de atividade mais ativo
contra bactérias de Gram negativo (principalmente contra E. coli e outras

Enterobactereaceae, incluindo as estirpes produtoras de p-lactamases de espectro
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alargado) do que contra bactérias de Gram positivo (Falagas, et al.,2008, Falagas et al.,
2010, Hendin et al., 1969, Popovic et al., 2010, Sousa 2006).

H H CH,
N/ \
C—( C—o0
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HsC 0 POsH, H,C PO;H,

Figura 14. Estrutura quimica da fosfomicina (a esquerda) e do fosfoenolpiruvato (a
direita) (adapatada de Sousa 2006).

Mecanismo de acdo — a fosfomicina é um antibiético bacteriolitico, inibidor da

biossintese do peptidoglicano, na fase citoplasmatica, atua inibindo competitivamente a
enzima piruviltransferase (gene murA), impedindo a ligagéo de fosfoenolpiruvato (PEP)
a UDP-N-acetilglucosamina (NAG) impedido assim a formacdo de UDP-NAM,
blogueando sintese do peptidoglicano (Sousa 2006, Barroso, et. al., 2014). A
fosfomicina, devido ao seu baixo PM (peso molecular) e o seu coeficiente de partilha
atravessa facilmente a membrana externa das bactérias de Gram negativo e permeia a
membrana citoplasmatica através de dois sistemas de transporte ativo de nutrientes, as
permeases de a-glicerol-3-fosfato (gene glpT), expresso constitutivamente e hexose-6-
fosfato (gene uhpT), expresso por indugdo na presenca de glucose-6-fosfato. As estirpes
bacterianas sensiveis a fosfomicina metabolizam a-glicerol-3-fosfato, as estirpes
resistentes ndo metabolizam este composto (Sousa, 2006, Descourouez, et al., 2013,
Popovic et al., 2010, Kahan, et al., 1974).

Nas estirpes de E.coli a entrada de fosfomicina é feita predominantemente com a
intervengdo da permease glicerol-3-fosfato, sendo o sistema de transporte indutivel da
hexose - 6 - fosfato utilizado como transporte alternativo (Sousa 2006).

Resisténcia bacteriana — as resisténcias bacterianas a fosfomicina podem

ocorrer devido a mecanismos de resisténcia cromossémicas e/ou resisténcia plasmidica
(Sousa, 2006; Oteo, et al., 2009, Takata, et al.,2010).
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Resisténcia_cromossdmica - deve-se a existéncia de mutacdes que afetam o

sistema de transporte da fosfomicina, ou seja mutagdes nos genes glpT e uhpT que
codificam as permeases da fosfomicina impedindo assim que atinja intracelularmente

concentragdes terapéuticas;

- MutacgOes nos genes da regido promotora das permeases (gene ptsl), afetando a

sua expressao;

- MutacGes no gene uhpA, gene que codifica a proteina reguladora para a
ativacao da transcricdo do gene uhpT, provocando diminuigdo da expressao de UhpT;

- MutagOes no gene murA, gene que codifica a enzima alvo da fosfomicina,

alterando assim a piruviltransferase.

Resisténcia_plasmidica — deve-se a presenca do gene fosA, localizado num

grande plasmideo. O gene fosA codifica uma enzima que se liga ao C1 da fosfomicina, a
transferase da glutationa, formando um complexo fosfomicina-glutationa desprovido de
atividade antibacteriana; outros genes existentes em plasmideos que originam

resisténcia a fosfomicina sdo gene fosB, gene fosX, gene fosC.

As resisténcias a fosfomicia ndo tém aumentado significativamente ao longo do
tempo e ndo exibem frequentemente resisténcia cruzada com outros grupos de
antibioticos. Em Portugal e na maioria dos paises a incidéncia de resisténcia de estirpes
uropatogénicas de E.coli a fosfomicina é baixa (Sousa, 2006; Oteo, et al., 2009, Takata,
et al.,2010).

Uso clinico — a fosfomicina é um antibidtico, utilizado sob a forma de
trometamol de fosfomicina administrado por via oral e apresenta particularmente
eficacia no tratamento de infe¢es do trato urinario (Barroso, et al.,2014). Apresenta uma
elevada biodisponibilidade, em que uma dose de 3gramas permite atingir concentracdes
na urina muito elevadas 4 horas apos a sua administracdo oral (concentracdo 350 vezes

superior & CMI de E.coli), permanecendo a concentracdo superior a 128mg/L 48 a 72
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horas, facilitando assim a eliminagdo do agente etioldgico. O facto de s6 se necessitar da
administracdo de uma dose Unica facilita a adeséo do doente a antibioterapia e promove
menos alteracbes na flora do trato gastrointestinal e menos efeitos secundéarios. A
atividade antibacteriana da fosfomicina é afectada pela densidade do indculo bacteriano
e diminui também com a subida do pH, o que é importante para o tratamento da infecdo
urinaria (Sousa, 2006, Popovic, et al., 2010, Roussos, et al., 2009, Reeves, 1994).

4.1.1.2 Antibioticos antiparietais (fase membranar)

4.1.1.2.1 Glicopeptideos

Os principais representantes do grupo dos glicopeptideos sdo Vancomicina e
Teicoplanina, sdo antibidticos bacterioliticos, ativos contra bactérias em crescimento,
inibidores da biossintese do peptidoglicano na fase membranar. Este grupo de
antibidticos é utilizado no tratamento de ITU originada por bactérias de Gram positivo
(Sousa, 2006, Ferreira, 1996).

Mecanismo _de acdo — as moléculas do grupo dos glicopeptideos formam um

complexo com o dipeptideo D-alanil-D-alanina da cadeia peptidica dos precursores do

peptidoglicano, impedindo a assim a sua formagéo (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014).

Resisténcia_bacteriana - as resisténcias bacterianas aos glicopeptideos podem

ocorrer devido a mecanismos de resisténcia intrinseca ou resisténcia dquirida.

Resisténcia intrinseca — 0s glicopeptideos ndo sdo ativos contra bactérias de
Gram negativo, devido ao elevado peso molecular destas moléculas, o que impede a sua

difusdo através dos canais de porina presentes na menbrana externa da bactéria.

Resisténcia adquirida — a resisténcia aos glicopeptideos pode estar associada a
presenca de enzimas codificadas pelo gene van, que codifica alteragdes nos alvos destas
moléculas (Sousa 2006, Ferreira, 1998, Forbes, 2007, Barroso, et al., 2014).
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4.1.1.3 Antibidticos antiparietais (fase parietal)

4.1.1.3.1 Beta-lactamicos

Os B-lactamicos representam a maior classe de antibidticos e a mais importante
dada a sua eficicia terapéutica e a sua baixa toxicidade. As varias moléculas
pertencentes a esta classe encontram-se distribuidas por quatro grupos distintos:
penicilinas, cefalosporinas, monobactamos e carbapenemos, que se caracterizam pela
presenca comum de uma estrutura ciclica, o anel B-lactdmico, constituido por 3 atdbmos
de carbono e um de nitrogénio (azoto), com radicais substituintes. (Fig. 15) (Sousa,
2006, Forbes, et al., 2007, Risuefio, et al., 2002, Ferreira, et al., 1998). O anel -
lactdmico pode estar isolado como nos monobactamos, ou fundido com o anel de
tiazolidina nas penicilinas ou associadocom um anel di-hidrotiazina nas cefalosporinas.
Os carbapenemos diferem dos outros B-lactdmicos porque possuem um atomo de
carbono (C) no anel anexo ao anel B-lactamico, em vez de um &omo de enxofre (S)
(Fig. 15) (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007, Ferreira, et al., 1998).

Penicilinas Cefalosporinas
o] o]
R—C——NH R—— C——NH s
Ju G
R
o COOH o
COOH
Monobactams Carbapenems
R
el
R—— C——NH R s—R
N ¥
o
N, c=0
\so |
& o OH

R = cadeia lateral

Figura 15. Diferentes classes Betalactamicos (Williams, 1999).
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4.1.1.3.1.1 Mecanismo de acéo

Os antibidticos p-lactdmicos inibem a fase final da biossintese do
peptidoglicano, ligando-se aos PBPs (Penicillin-Binding-Proteins) impedindo assim a
sintese do peptidoglicano, ou seja inibe irreversivelmente as D-D-carboxitranspeptidase
(CP e TP). Desta forma a sintese da parede celular fica inibida levando a ativacdo das
autolisinas enddgenas e subsequentemente a lise celular, justificando assim o perfil
bactericida e mesmo bacteriolitico dos p-lactdmicos (Sousa, 2006; Barroso, et al., 2014,
Ferreira, 1998, Suarez e Gudiol, 2009). Os B-lactdmicos ligam-se aos PBPs, impedindo
a transpeptidacéo, isto é, inibem o estabelecimento de pontes interpeptidicas, entre as
cadeias peptidicas vizinhas do peptidioglicano em crescimento. O complexo que se
forma entre o anel B-lactamicos e os PBPs € muito estavel, devido a elevada afinidade
dos PBPs para os antibidticos p-lactamicos em detrimento do seu alvo natural, D-alanil-
D-alanil (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007, Ferreira, et al., 1998). Os antibibticos p-
lactdmicos tém que atravessar a parede celular bacteriana para se ligarem aos PBPs, a
permeacdo da parede celular ocorre por mecanismos diferentes nas bactérias de Gram
negativo e de Gram positivo (Fig. 16) (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014, Murray, et
al., 2005, Normark, et al., 2002).

Nas bactérias de Gram positivo a parede celular é principalmente constituida por
peptidoglicano, conferindo lhe resisténcia mecanica. A membrana citoplasmatica
encontra-se justaposta a parede celular, estando inseridos os PBPs no folheto externo
desta estrutura (Fig. 16) (Sousa, 2006, Murray, et al., 2005, Normark, et al., 2002).

Nas bactérias de Gram negativo a parede celular é mais estratificada, sendo
constituida por camadas de lipopolissacarideos e fosfolipidos, onde se inserem 0s poros
constituidos por proteinas (canais de porina), sob as quais se encontra a camada de
peptidoglicano. Entre esta ultima camada e a membrana citoplasmaética existe o espaco
periplasmatico, as PBPs localizam-se no folheto externo da membrana citoplasmatica
(Fig. 16) (Sousa 2006; Murray, et al., 2005, Normark, et al., 2002).

Os pB-lactdmicos sdo ativos sobre a bactéria que estd em fase ativa de

crescimento, no entanto quer nas bactérias de Gram positivo quer nas bactérias de Gram
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negativo apresentam diferentes espetros de atividade antibacterina devido a diferengas
estruturais no peptidioglicano, a constituicdo dos recetores de membrana, a atividade
das autolisinas, a diferente distribuicdo de PBPs entre as espécies bacterianas e também
a outros fatores como a permeabilidade através dos canais de porina e a expulsdo por
bombas de efluxo (Sousa 2006, Murray, et al., 2005, Normark, et al., 2002).

Gram negativo
p-lactdmico s

Figura 16. Ultraestrutura da PC de bactérias de Gram positivo e de Gram negativo (a
esquerda). A direita esquema da respectiva PC. (Imagem cedida pelo Prof. Dr. Jodo C.
Sousa).

4.1.1.3.1.2 Resisténcia bacteriana

A eficacia da acdo dos antibidticos B-lactamicos estd constantemente a ser
ameacada pela emergente capacidade de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
das bactérias a este grupo de antibidticos. As bactérias escapam ao efeito bacteriolitico
dos antibidticos B-lactamicos pelos seguintes mecanismos (Fig. 17):
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e Modificacdo dos alvos (PBPs),
e Impermeabilizagdo da membrana externa,
e Bombas de efluxo,

e Hidrolise enzimética dos B — lactamicos por  — lactamases,

Atuacdo dos varios mecanismos pode ser independente ou simultanea,
consoante o patriménio genético adquirido pela bactéria (Poole, 2004, Sousa, 2006,
Nikaido, 2009, Risuefio, et al., 2002).

\ Diminuicdo da
permeabilidade celular

[ ] l%’\
/ X Inativagdo
\4 enzimatica

L | —\/
Modificagdo \
do alvo .
Célula
bacteriana
Legenda:
. Antibidtico Transporte ativo para fora

da célula (homba de efluxo)

Figura 17. Mecanismos de resisténcia aos antibioticos p — lactamicos, adapatado de
The Free Dictionary, img.tfd.com
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A - Modificacdo dos alvos (PBPs)

A modificacdo dos alvos (PBPs) onde o antibidtico se vai ligar, leva a
impossibilidade deste exercer a sua a¢do, tornando a bactéria resistente ao antibiotico.
Mutacdes nos genes que codificam os PBPs, recombinacdes homdlogas entre genes de
PBPs ou sintese de novos PBPs sem grande afinidade para os B — lactdmicos, tornam as
bactérias resistentes a este grupo de antibioticos (Sousa, 2006, Poole, 2004, Fuda, et
al., 2004, Nichol, et al., 2002).

O tipo e o nimero de PBPs varia de espécie para espécie, sendo um dos
principais mecanismo de resisténcia nas bactérias de Gram positivo, tais como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, enquanto nas bactérias de Gram
negativo apresentam pouca relevancia (Sousa 2006, Poole, 2004, Fuda, et al., 2004,
Nichol, et al., 2002).

O aparecimento da estirpe de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) € o exemplo mais importante de aquisicdo de novos alvos (PBPs). O
mecanismo que confere a resisténcia do Staphylococcus aureus a meticilina deve-se a
aquisicdo do gene mecA que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina extra (PBP), a
PBP.,, com baixa afinidade para todos os antibidticos p-lactdmicos, excepto com a
ceftarolina. O gene mecA é transportado por um elemento genético mével SCCmec
(Staphylococcal Chromossome Cassette mec) (Sousa, 2006, Lowy, et al.,, 2008,
Barroso, et al., 2014)

As estirpes MRSA surgiram inicialmente a nivel hospitalar, HA-MRSA
(Hospital Acquired-MRSA) e mais tarde surgiu na comunidade, CA-MRSA
(Community Acquired-MRSA), mas expressam algumas caracteristicas diferentes, tanto
a nivel do tipo de infecdo como o tipo de estirpe. As infecGes causadas por MRSA
adquiridos na comunidade, CA-MRSA apresentam usualmente uma sintomatologia
distinta das infecGes causadas por MRSA de origem hospitalar (HA-MRSA), estando
principalmente associadas a infecGes da pele e dos tecidos moles (celulite, foliculite,

fascite, impetigo), as estirpes que causam este tipo de infe¢do sdo distintas, contendo um
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conjunto de caracteristicas genéticas que as diferenciam das estirpes de origem
hospitalar principalmente o facto de serem resistentes a um ndmero reduzido de
antibidticos para além dos pB-lactamicos, serem de linhagens clonais especificas,
conterem SCCmec do tipo IV ou V, e conterem fatores de viruléncia proprios como a
PVL (leucocidina panton-valentine) ou o ACME (arginine catabolic mobile arginine)
(Sousa, 2006, Lowy, et al., 2008; Barroso, et al., 2014).

As estirpes HA-MRSA para além de apresentar uma quase total resisténcia aos p
— lactdmicos apresentam também uma elevada resisténcia aos varios grupos de
antibidticos, constituindo um problema grave de Saude Publica. No tratamento de
infecBes é graves causadas por estirpes HA-MRSA ou CA-MRSA em que existe varias
resisténcia a outros grupos de antibidticos uma opcao terapéutica ainda eficaz sédo os
glicopéptido, a vancominina e a teicoplanina. Mas tém surgido estirpes com resistentes
intermédia & vancomina (VISA — Saphylococcus aureus intermédio a vancomicina) e
estirpes resistentes a vancomicina (VRSA - Saphylococcus aureus resistente a
vancomicina), nestas situagdes hé a necessidade de recorrer ao linezolida ou tegiciclina,
mas também ja foram descritas algumas resisténcias. A resisténcia aos glicopeptideos (a
vancominina e a teicoplanina) deve-se a existéncia do gene vanA, que esta inserido no
transposdo Tn1546 (Barroso, et al., 2014). Surgiu recentemente as cefalosporinas de 5°
geracdo, ceftarolina e o ceftobiprola, sdo ativas contra estas estirpes MRSA e/ou
multiressistentes. Estas cefalosporinas possuem afinidade para todos os PBPs incluindo

0 PBP2a, permitindo assim exercer a sua atividade antibidtica (Saravolatz, et al., 2011).

B - Impermeabilizacdo da membrana externa

A diminuicdo de permeabilidade é um dos mecanismos de resisténcia mais
importantes em bactérias de Gram negativo, pois nestas bactérias o fluxo das moléculas
para o interior da célula é assegurado pela existéncia de complexos de proteinas de
membrana, OMPs (Outer Membrane Proteins), ou seja pelos canais de porina. A
passagem de moléculas, antibidticos para o interior da bactéria € influenciada pela sua

carga, estrutura e dimenséo (Sousa, 2006, Livermore, 2003).
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A diminuicdo da susceptibilidade aos antibioticos 3 — lactdmicos pode ser devido
a auséncia ou alteragdo na permeabilidade da membrana externa, por auséncia ou
expressdo diminuida de porinas (Drawz e Bonomo, 2010). Em algumas estirpes
bacterianas, a auséncia de porinas tem uma relacdo direta com a resisténcia aos
antibioticos, como é exemplo a perda da porina OprD em Pseudomonas aeruginosa
provocando resisténcia aos carbapnemos (Sousa 2006, Barroso, et al., 2014, Nikaido
2003). Mutagdes nas porinas OmpF e OmpC em E.coli e a OmpK35 e OmpK37 em
K.pneumoniae contribuem para a resisténcia ao ertapenemo, pois s80 0S canais
preferenciais para a sua entrada (Barroso, et al., 2014, Sousa, 2006, Kumar et al, 2010,
Wu et al 2011, Yan et al 2010).

C - Bombas de efluxo

As bombas de efluxo séo proteinas transportadoras de metabolitos ou farmacos
de dentro para o exterior da célula bacteriana impedindo que estes atinjam
intracelularmente concentragdes terapéuticas (Poole, 2005). Usualmente, sdo
classificadas, tendo em conta as suas caracteristicas funcionais e relagdo filogenética
(Saier, 2000, Sousa, 2006). A maioria apresenta baixa especificidade de substrato, o que
Ihes permite transportar uma grande variedade de moléculas que normalmente séo
codificadas no cromossoma bacteriano, enquanto as bombas de efluxo farmaco-

especificas sdo geralmente codificadas por plasmideos (Poole, 2005).

D - Hidrolise enzimatica dos B — lactamicos por B — lactamases

Nas bactérias de Gram negativo a producdo de B — lactamases € 0 mecanismo
mais importante de resisténcia aos antibidticos B — lactdmicos. Estas enzimas
plasmidicas ou cromossomicas hidrolisam o anel  — lactamico impedindo o antibiotico
de exercer a sua fungdo, a acilagdo dos PBPs, dos quais estdo estruturalmente
relacionados (Poole, 2004, Sousa, 2006, Bush et al., 2010). As B — lactamases sdo
codificadas por genes plasmidicos ou cromossomais bla. O nimero de B — lactamases

esta em constante alteragdo, devido ao aparecimento frequente de novas enzimas. Existe
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uma base de dados onde s@o descritas todas as sequéncias proteicas dos genes bla que
séo encontradas em todo mundo, http://www.lahey.org/studies/.

Diferentes familias de p — lactamases tém sido descritas de acordo com a
constituicdo quimica do seu local ativo, capacidade hidrolitica sobre os diferentes § —
lactamicos (penicilinas, cafalosporinas, monobactamos, carbapenemos) e a sua
inativacdo por inibidores da p — lactamases (por exemplo, &cido clavulénico) (Bush et
al., 1995, Bush et al., 2010). Dada a vasta diversidade de  — lactamases bacterianas,
foram varios os esquemas propostos com o0 objetivo de agrupar de uma forma
facilmente compreensivel e prética, as diferentes B — lactamases que iam sendo
descobertas. Os mais consensuais sdo 0 esquema funcional de Bush-Jacoby-Medeiros
(1995), (mais recentemente foi feita uma actualizagéo deste esquema por Karen Bush e
George Jacoby em 2010 (Bush et al., 2010) e o esquema estrutural de Ambler (1980),
ou a combinacdo de ambos (Bush e Jacoby, 2010). O primeiro baseia-se na sua
classificagdo tendo em conta o substrato preferencial e perfil de inibidores destas
enzimas (Tabela 2), o segundo nas diferengas existentes no centro ativo das enzimas e
na sua sequéncia aminoacidica (Tabela 2), classificando as B — lactamases em quatro
grandes grupos (A, B, C e D) (Bush et al., 1995). Assim, a classe A de Ambler inclui as
B — lactamases que possuem serina no centro ativo. A classe B engloba as metalo —
enzimas dependentes de zinco, ndo inibidas pelo acido clavulanico. As classe C
compreende as B — lactamases do tipo serina que hidrolisam preferencialmente as
cefalosporinas, e a classe D inclui as B — lactamases do tipo serina que hidrolisam a
oxacilina (Ambler, 1980, Sousa, 2006).

Os esquemas de classificagdo de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995) e
Bush-Jacoby (Bush et al., 2010) classificam as beta-lactamases segundo o esquema
funcional dos grupos de Ambler. Esta baseia-se na similaridade funcional (perfil de
substrato e de inibicdo) das enzimas incluidas em cada grupo da classificacdo de
Ambler. Segundo este tipo de classificagéo, as beta-lactamases séo divididas em quatro

grupos principais e varios subgrupos, representado na Tabela 2:
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Tabela 2. Esquema de classificacdo de beta-lactamases (adaptado de Bush et al., 2010).

Substratos

Inibigao por:
AC
ou EDTA
TZB?

Algumas enzimas

Representativas

Bush-
Bush-
Jacoby-
Jacoby ]
Medeiros
(2010)
(1995)
1 1
le NI¢
2a 2a
2b 2b
2be 2be
2br 2br
2ber NI¢
2c 2c
2ce NI¢
2d 2d
2de NI¢
2df NI¢
2e 2e
2f 2f

Cefalosporinas

Cefalosporinas

Penicilinas

Penicilinas, Cefalosporinas

Penicilinas, Cefalosporinas de
largo espectro, Monobactamos

Penicilinas

Cefalosporinas de largo espectro,
Monobactamos

Penicilinas, Carbenecilina

Carbenecilina, Cefepime

Cloxacilina

Cefalosporinas de largo espectro

Carbapenemos

Cefalosporinas de largo espectro

Carbapenemos

I+

I+

I+

I+

I+

AmpC de bactérias
de Gram negativo;
CMY-2; DHA-1

GC1; CMY-37

Penicilinases de
bactérias de Gram
positivo; PC1

TEM-1; TEM-2;
SHV-1

TEM-3 a TEM-178;

SHV-2a SHV-131;

K. oxytoca K1; PER-

1; VEB-1; CTX-M-1
a CTX-M-93

TEM-30 a TEM-36;
TEM-38 a TEM-40;
TEM-44; TEM-59;

TEM-65; SHV-10

TEM-50 (CMT-1)

PSE-1; CARB-3

RTG-4 (CARB-10)

OXA-1 a OXA-10
(PSE-2)

OXA-11; OXA-15

OXA-23; OXA-48

Cefalosporinases
induzidas de Proteus
vulgaris; Cep-A

NMC-A de
Enterobacter
cloacae, SME-1 de
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3a

3b

NIe

Serratia marcescens,

KPC-1;, GES-2
3 B (B1) Carbapenemos : + IMP-1; VIM-1; CcrA
B (B3) L1; CAU-1; GOB-1
3 B (B2) Carbapenemos B * CphA,; sfh-1
Penicilinase de
4 NDe Penicilinas : ?

Burkholderia cepacia

AAC, 4cido clavulanico; TZB, tazobactam; "EDTA, &cido etilenodiaminotetracético. °NI, ndo

incluido. YND, ndo determinado.

Grupo 1 - corresponde ao grupo das cefalosporinases dos bacilos de Gram
negativo, que hidrolisam todos os B-lactdmicos excepto os carbapenemos, e ndo
sdo inibidas pelo &cido clavulanico. As enzimas deste grupo, caracterizadas a

nivel molecular, pertencem a classe C de Ambler (beta-lactamases do tipo serina).

Grupo 2 - inclui diferentes tipos de B-lactamases inibidas pelo acido clavulanico e
que fazem parte da classificagdo molecular A e D de Ambler. Este grupo
compreende uma grande variedade de enzimas que se dispdem em Varios
subgrupos de acordo com o seu perfil de substratos (penicilinases,
cefalosporinases, oxacilinases e carbapenemases). Inclui também as p-Lactamases
de Espectro Alargado (ESBLS).

Grupo 3 - inclui as metalo-enzimas, enzimas que contém um i&o zinco no local
ativo e que sdo capazes de hidrolisar os carbapenemos. Ao contrério de outras
carbapenemases incluidas noutros grupos, as metalo-carbapenemases ndo sdo
inibidas pelos inibidores de beta-lactamases (acido clavulanico, sulbactam,
tazobactam) e ndo hidrolisam os monobactamos. Fazem parte da classe B de
Ambler.

Grupo 4 - compreende as penicilinases ndo inibidas pelo acido clavulanico, as
quais sdo raramente encontradas e a nivel molecular estdo pouco definidas
(Jacoby, et al., 2010).
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D.1 B — lactamases de espectro alargado (ESBLYS)

A producgdo de ESBLs é o mecanismo de resisténcia aos B — lactdmicos mais
comum nas Enterobacteriaceae. A primeira ESBLs identificada numa
Enterobacteriaceae foi isolada na Alemanha, em 1983, poucos anos apds a introdugdo
das cefalosporinas de largo espectro na pratica clinica (Drieux, et al., 2008, Giske, et
al., 2013). A incidéncia das ESBLs tem vindo a aumentar em todo mundo, sendo
frequentemente descritas em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, e outras
espécies de Enterobacteriaceae (Canton, et al., 2006, Livermore et al., 2007, Cant6n et
al., 2008).

As ESBLs tém a capacidade de hidrolisar e causar resisténcia bacteriana as
penicilinas, as oximinocefalosporinas (cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, cefepime,
cefpiroma) e aztreonamo. N&o s&o ativas contra cefamicinas (cefotetan e cefoxitina),
inibidores das P - lactamases (&cido clavulanico, sulbactan e tazobactam) e
carbapenemos (Sousa, 2006, Drieux, L. et al., 2008, Livermore, 2008, Pitout, et al., 2005,
Giske, et al., 2013, Cantdn, et al., 2006).

Existem varias familias de ESBLs classificadas em diferentes tipos, de acordo
com a sua sequéncia de aminoécidos e a sua atividade hidrolitica sobre diversos
antibidticos, algumas apresentando elevada prevaléncia mundial sendo as mais
frequentes as p-lactamases do grupo TEM, SHV e CTX-M (Canton et al., 2008, Pitout,
et al., 2005, Giske, et al., 2013). Cada vez mais, tem sido detectada a presenca
simultdnea de mais do que um tipo de ESBLs em isolados bacterianos de
Enterobacteriaceae (Ryoo et al., 2005, Canton et al., 2008). A nomenclatura, assim
como algumas caracteristicas das ESBLs, encontram-se detalhadas no site dedicado as
ESBLs, criado por George Jacoby e Karen Bush
(http://www.lahey.org./studies/temtable.htm).

A produgdo de ESBLs constitui atualmente um dos mais difundidos e

reconhecidos mecanismos de resisténcia aos beta-lactdmicos, comprometendo assim o
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uso deste grupo de antibioticos. (Machado, et al., 2013) Portugal é um dos paises
europeus com taxa mais elevada de producdo de ESBLs tipo TEM, SHV e CTX-M em
ambiente hospitalar (Machado, et al., 2013).

Um dos principais fatores responsaveis por esta disseminacgdo é a colonizagédo de
individuos saudaveis com Enterobacteriaceae resistentes aos antibidticos contribuindo
assim para uma disseminacdo destas bactérias tanto a nivel hospitalar como na
comunidade (Machado, et al., 2013). Outro problema € a existéncia de Escherichia coli
com resisténcias as diversos antibidticos nas fezes de seres humanos saudaveis, ja

relatada em diversos paises. (Machado, et al., 2013).

D.1.1. B — lactamases de largo espectro do tipo TEM e SHV

No inicio da década de 80 as cefalosporinas de terceira geracéo e inibidores das
B — lactamases foram introduzidos na préatica clinica, para combater o aumento da
prevaléncia e disseminagdo das p — lactamases como as TEM-1, TEM-2 e SHV-1
(Browm, et al., 2010). Mas rapidamente surgiram as primeiras 3 — lactamases de
espectro alargado (ESBL), com capacidade para hidrolisar estes farmacos. A primeira
ESBL foi descrita em 1983 na Alemanha e rapidamente se disseminou por todo o
mundo. Esta disseminacdo é devida a expansdo clonal de organismos produtores e a
transferéncia horizontal de genes ESBL em plasmideos. Os plasmideos responsaveis
pela producdo das ESBL frequentemente também contém genes que codificam
resisténcia a outras classes de antibioticos. (Browm, et al., 2010, Giske, et al., 2013).

As ESBL do tipo TEM e SHV derivam das 3 — lactamases TEM-1 e TEM-2 e
SHV-1, respectivamente, devido a ocorréncia de mutacdes que alteram a configuracao
dos aminoacidos em torno do local ativo das B — lactamases, alterando as propriedades
cataliticas das enzimas proporcionando maior espectro hidrolitico (Paterson et al., 2005,
Browm, et al., 2010, Garcia-Vézquez, E., et al., 2011).
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Sado conhecidas varias ESBL TEM e SHV, que apresentam diferencas na
sequéncia de aminoacidos entre elas e variagdo no ponto isoléctrico. Podem ser

consultadas no http://www.lahely.org./studies/temtable.htm. (Bradford, 2001).

D.1.2. B — lactamases de largo espectro CTX-M

As B — lactamases CTX-M foram descritas pela primeira vez na Alemanha, no
inicio da década de 90, tornando-se endémica em alguns paises, seguida de rapida
disseminagdo por todo o mundo (Mendonga, et al., 2007, Canton, et al., 2012).

As enzimas CTX-M podem ser classificadas de acordo com a similaridade da
sequéncia dos amino&cidos, em pelo menos 6 grupos (Fig. 18): CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 e KLUC, em que cada grupo difere entre si em 10%
ou mais, nas sequéncias de aminoacidos (D’Andrea, et al.,2013). Além destes 6 grupos
existem pelo menos 4 variantes de CTX-M que exibem uma estrutura hibrida (Fig 12),
que sdo, CTX-M-45 (anteriormente denominada de Toho-2) que é hibrida entre a CTX-
M-14 e uma proteina de origem desconhecida, a CTX-M-64, CTX-M-123 e a CTX-M-
132 que séo hibridas da enzima CTX-M-15 com diferentes segmentos da CTX-M-14
(D’Andrea, et al.,2013). A maioria das variantes hibridas foram encontradas nos grupos
CTX-M 1 e 9, devido ao facto destes apresentarem uma maior apeténcia para a

formacdo destas variantes (D’Andrea, et al.,2013).

Grupo 2
CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/
Grupo 1 74/75/92/97/124/131
CTX-M-1/3/10-12/15/22/23/28-30/ CTX-M-5/76/77/95/124
< 3 - KLUA-1-6-7/8-12
32-34/36/42/52-55/57/58/60-62/ i ascorbat/a} Grupo 25
66/68/69/71/72/79/80/82/88/96/ - CT_LX-M-ZS 736/39/
101/107-109/114/116/117/133 . Q 41/89/91/94/100 CTX-M-45
CTX-M-3 (k. ascorbata) q CTX-M-78 (k. georgiana)
CTX-M-37 (k. cryocrescens) . Grupo 8
CTX-M-132 —> TR0 63
A ALUG-I (k. georgiana) Grupo 9
CTX-M-9/13/14/16-19/21/24/
Grupo KLUC CTX-M-64 _ A 27/38/46-51/65/67/81/83-87/90/
KLUC-2-4 Y " 93/98-99/102/104-106/110-113/
= 121/122/126/134
KLUC-1 / / /
(k. cryocrescens) KLUY-1-4 (k. georgiana)

Figura 18. Diagrama dos diferentes grupos CTX-M, D’Andrea, et al.,2013.
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Contrariamente a outras B — lactamases adquiridas em que ainda se desconhece a
origem, nas B — lactamases tipo CTX-M o0s genes bla ctx-m provém de algumas espécies
do género Kluyvera, membro da familia das Enterobacteriaceae, raramente associada a
infecbes em humanos (D’Andrea, et al.,2013,Pitout, et al., 2005, Cantdn, et al., 2006,
Canton, et al., 2012).

Cada grupo de CTX-M deriva provavelmente de uma ou mais espécies do
género Kluyvera. Os genes que codificam as variantes CTX-M do grupo 1 e do grupo
KLUC foram detectados no cromossoma da espécie Kluyvera cryocrescens; 0s genes
que codificam as variantes dos grupos CTX-M 1 e 2 provém da espécie Kluyvera
ascorbata e os genes que codificam os grupos CTX-M-8, 9 e 25 provém da Kluyvera
georgiana (D’Andrea, et al.,2013, Cantdn, et al., 2012).

As enzimas CTX-M com estruturas hibridas aparentemente derivam da
recombinacdo entre genes de diferentes grupos ou de diferentes origens que poderdo
existir simultaneamente no mesmo hospedeiro, favorecendo assim o aparecimento de
enzimas hibridas (D’Andrea, et al.,2013, Cantdn, et al., 2012).

Na familia das Enterobacteriaceae os genes blactx-m adquiridos encontram-se
geralmente localizados em plasmideos transferiveis, embora em algumas espécies
principalmente no Proteus mirabilis, os genes blacrx.m encontram-se integrados no

cromossoma (D’Andrea, et al.,2013).

Tem sido descrito que os genes blactx-m podem surgir ligados a diferentes
elementos genéticos tais como sequéncias de inser¢do (IS), integrBes e transposdes.
Estes elementos genéticos poderdo ainda estar inseridos em estruturas genéticas mais
complexas, como diferentes tipos de plasmideos, e clones especificos participando na

mobilizacdo, difusdo e manutencédo destes genes (Fig. 19) (Canton, et al., 2012).

Como descrito anteriormente, os genes blactx-v tém sido hipoteticamente

mobilizados da Kluyvera spp pelas IS e em menor percentagem por bacteriéfagos. As IS
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também participam na supra-expressdo destes genes e algumas delas estdo adjacentes a
estrutura do integrdo, que por sua vez podem estar integradas em unidades de
transposicdo. Estas supra estruturas estdo normalmente incorporadas dentro de
plasmideos conjugativos, que podem estar presentes em clones de alto risco (Cantén, et
al., 2012).

Hierarchical function

Clone (ecovar) Spread
Plasmid Spread
.
"\
] ‘; Spread

L
Integron Maintenance

£ L

"“. ™ ) 4
Insertion sequence and CTX-M gene [l Mobilization, expression

Figura 19. Complexicidade herarquica do gene bla CTX-M, Canton, et al., 2012.

As IS envolvidas na captura e mobilizacdo dos genes blactx-m também actuam
como forte promotor no aumento da expressdo destes genes, o que indica que IS
localizadas a montante dos genes blactx-m poderdo influenciar a seleccdo e
disseminacdo das enzimas CTX-M (D’Andrea, et al.,2013, Canton, et al., 2012).

As diferentes IS que tém sido identificadas a montante dos genes blactx-m 80 a
ISEcpl, ISCR1, IS10 e 1S26. A ISEcpl é IS associada a todos os grupos CTX-M
excepto ao grupo CTX-M-8, mas ISCR1 é muitas vezes associada a alguns membros

dos grupos biactx-m-2 € blactx-m-9; a0 passo que o IS10 estd mais relacionada com o
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blactx-v-s. No entanto podera existir outras IS relacionadas com gene blactx-m cujas

suas sequéncias ainda ndo sdo conhecidas (D’Andrea, et al.,2013, Cantdn, et al., 2012).

Alguns elementos genéticos e plasmideos que contém os genes blactx-m também
poderdo conter outros genes de resisténcia, incluindo os genes que codificam as  —
lactamases AmpC, carbapenemases, genes de resisténcia mediada por plasmideos as
quinolonas (genes gnr) ou metilases que afetam os aminoglicosideos (Canton, et al.,
2012).

D.1. 3. B — lactamases de largo espectro do tipo OXA

As B — lactamases do tipo OXA sdo uma das familias crescentes de ESBLs,
pertencentes a classe D, segundo a classificacdo molecular de Ambler e ao grupo 2d
segundo a classificagdo de Bush (Badford, 2001; Poirel et al., 2010; Evans, et al.,
2014).

As B — lactamases do tipo OXA conferem resisténcia @ ampicilina, a cefalotina e
caracterizam-se pela elevada atividade hidrolitica contra a oxacilina e cloxacilina e sdo
fracamente inibidas pelo inibidores das 3 — lactamases (acido clavulamico, tazobactam e
sulbactam) (Badford, 2001; Poirel et al., 2010).

As enzimas OXA caracterizam-se por uma importante diversidade genética e
uma grande heterogeneidade relativamente ao espectro de hidrolise dos betalactamicos.
Fazem parte desta classe, enzimas OXA adquiridas de espectro estrito e enzimas de
espectro alargado, incluindo os carbapenemos, justificando o facto de algumas enzimas
OXA (por exemplo grupo OXA-48) serem classificadas como carbapenemases. As 3 —
lactamases do tipo OXA adquiridas estdo normalmente associados a integrdes de classe
1, sequéncias de insercéo e transposodes (Poirel et al., 2010).

43



Avaliacdo dos perfis de resisténcia a antibiéticos em Escherichia coli provenientes de infe¢des urinarias
adquiridas na comunidade

D.2. B — lactamases do tipo AmpC

As B — lactamases do tipo AmpC séo enzimas que hidrolisam preferencialmente
as cefalosporinas e ndo sdo inibidas pelos inibidores das B — lactamases, permitindo
assim a sua classificacdo na classe C de Ambler e no grupo 1 da classificagdo funcional
de Bush-Jacoby-Medeiros. Estas enzimas sdo produzidas por genes com localizagdo
cromossomica ou plasmidica (Jacoby, G., 2009, Navarro, et al., 2010).

D.2.1. p - lactamases AmpC de localizagcdo cromossomica

As B - lactamases AmpC cromossomicas sdo muito frequentes na familia
Enterobacteriaceae, mas também poderdo existir noutras familias bacterianas. (Jacoby,
G., 2009). Na maioria das espécies de Enterobacteriaceae a expressao basal € baixa,
mas indutivel a quando da presenca de antibidticos B — lactdmicos, como a
aminopenicilinas, cefalosporinas de primeira geracdo e cefamicinas (cefoxitina e
cefotetan), sendo rapidamente inativados. Estas estirpes caracterizam-se pela resisténcia
a cefoxitina (Kaneko, et al, 2005, Merilis, et al., 2006). A cefoxitina e o imipenemo sao
fortes indutores de  — lactamases AmpC, por isso ndo deverdo ser associados a outros f3
— lactdmicos na terapéutica pois a associacéo € antagonica (Navarro, et al., 2010, Sousa,
2006).

O mecanismo de inducdo é complexo, baseando-se na paragem da sintese do
peptidioglicano, aquando a presenca dos antibioticos B — lactdmicos, levando a uma
acumulacdo excessiva de 1,6-anidromuropéptidos (1,6-AMP) no espacgo periplasmatico.
Os 1,6-AMP séo transportados para o citoplasma, por uma permease transmembranar
(AmpG) em que o excesso liga-se a AmpR, repressor que bloqueia a transcrigdo do
gene bla AmpC, ocorrendo assim aumento da transcrigdo, isto porque o gene deixa de

sofrer a influéncia do repressor (Petrosino et al., 2002, Jacoby, 2009).
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Em condi¢des normais os 1,6-AMP que chegam ao citoplasma sdo convertidos
em UDP-N-&cido murénico-pentapeptideo (UDP-NacMur) pela acdo do AmpD
(amidase N-acetilamidromuramil-L-alanina), este composto bloqueia a transcricdo de
blaampc através da ligacdo ao AmpR e também € necessario para sintese da parede
celular (Kaneko et al., 2005, Jacoby, 2009, Petrosino, et al., 2002).

Existem estirpes desrepremidas ou seja expressam constitutivamente altos niveis
de B — lactamases AmpC, independentemente da presenca ou auséncia de indutor. Esta
situacdo deve-se principalmente a mutagdes no gene AmpD (Jacoby, 2009, Kaneko et
alli., 2005, Petrosino, et al., 2002).

Na Escherichia coli a expressdo de § — lactamases AmpC cromossdmica é muito
baixa e ndo é indutivel, devido a auséncia do gene AmpR (Sousa, 2006). No entanto
surgem mutantes desreprimidos na produgdo de AmpC, devido a mutagbes no gene
promotor ou no gene atenuador (Sousa, 2006, Jacoby, 2009, Petrosino, et al., 2002).

Mais recentemente tem sido descrito um novo mecanismo de resisténcia aos
antibidticos B — lactamicos devido a producdo de B — lactamases AmpC de amplo
espectro (ESAC), que confere susceptibilidade reduzida a todas as cefalosporinas
incluindo a cefepime e cefpiroma, que habitualmente ndo séo afectadas pelas enzimas
do tipo AmpC. As ESAC foram descritas em E.coli, Pseudomonas aeruginosa e
Acinectobacter baumannii (Navarro, et al., 2010).

Existem espécies bacterianas em que 0 gene blaampc esta naturalmente ausente,
contudo nessas espécies 0 gene blaampc tem sido encontrado em plasmideos,
designando-se assim B — lactamases AmpC adquiridas ou transferiveis (qAmpC)
(Jacoby, 2009).
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D.2.2. g — lactamases do tipo AmpC plasmidicas (QAmMpC)

As B — lactamases AmpC mediadas por plasmideos foram descritas pela primeira
vez em 1989 num isolado de Klebsiella pneumoniae proveniente da Coreia do Sul, mas
tém vindo a ser encontradas em todo o mundo em diferentes espécies de
Enterobacteriaceae sobretudo em E.coli e K. pneumoniae (Jacoby, 2009, Philippon, et
al., 2002).

As pequenas diferengas nas sequéncias de aminoacidos tém originado diferentes
tipos de gAmpC, descritas no site http://lahely.org/studies/: CMY, FOX, MOX, DHA,
ACC, LTA, MIR, ACT e CFE. Devido a esta elevada diversidade as gAmpC séo
geralmente classificadas em cinco grupos ou familias, consoante a semelhanca a AmpC
cromossomicas das espécies progenitoras, como é evidenciado na Tabela 3 (Jacoby,
2009, Philippon, et al., 2002).

As B — lactamases AmpC mediadas por plasmideos conferem & bactéria um
amplo espectro de resisténcia aos B - lactdmicos, hidrolisam penicilinas,
oximinocefalosporinas e cefamicinas (cefoxitina e cefotetan), ndo séo inativadas pelos
inibidores das B — lactamases, e a atividade sobre o azetreonam é varidvel. A atividade
das cefalosporinas de quarta geracdo poderd ser afectada, sendo apenas o0s
carbapenemos estaveis as gAmpC, mas contudo é de salientar que existem algumas

excepcOes dentro dos varios tipos de gAmpC (Jacoby, 2009).

As gAmpC apresentam ponto isoeléctrico (pl) que varia entre 6.4 a 9.4 e um
peso molecular que varia entre 38-42 KDa (Philippon, et al., 2002).

Dos diversos grupos de gAmpC descritos o grupo CMY-2 é 0 que apresenta
maior nimero de variantes descritas, sendo que a enzima CMY-2 a que presenta maior
prevaléncia e distribuicdo mundial, tendo uma maior associacdo a algumas espécies

como a E.coli. e Salmonella spp (Jacoby, 2009, Philippon, et al., 2002).
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Tabela 3. Origem dos diferentes tipos de enzimas gAmpC (adapatado de Jacoby, 2009)

Origem Tipo Pais de origem Ano
gAmpC
CMY-1  Coreia do Sul 1989
Aeromonas spp MOX Japdo 1993
FOX Argentina 1994
CMY-2  Grécia 1996
Citrobacter freudii LAT Grécia 1993
CFE Japéo 2004
ACT EUA 1997
Enterobacter spp.
MIR EUA 1990
Morganella morgani DHA Arébia Saudita 1997
Hafnia alvei ACC Alemanha 1999

Os plasmideos portadores dos genes blaampc por vezes também transportam
outros genes de resisténcia a varios antibidticos como aos aminoglicosideos,
cloranfenicol, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetroprim, assim como genes
para outras 3 — lactamases como TEM, SHV, CTX-M, VIM e PSE (Jacoby, 2009).

O gene AmpC normalmente faz parte de um integron, mas nao é incorporado em
cassettes de genes e é de salientar que 0 mesmo gene AmpC poderé ser incorporado em
diferentes plasmideos (Jacoby, 2009).

Uma variedade de elementos genéticos tem sido implicada na mobilizacdo de
genes AmpC em plasmideos. A sequéncia de inser¢do ISEcpl associada a algumas B —
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lactamases do tipo CMY e ACC. A ISEcpl desempenha um duplo papel estando
envolvida na transposicdo de genes adjacentes e na mobilizagdo dos genes do
cromossoma bla em plasmideos e também pode fornecer um promotor eficiente para
uma expressao de alto nivel de genes “vizinhos”. (Jacoby 2009) Existem outros genes
blaampc que se encontram adjacentes a sequéncias de inser¢cdo como ISCR1envolvidos

na mobilizacdo de genes integrdes de classe 1 (Jacobs, 2009).

D.3. Carbapenemases

Carbapenemases sdo uma das familias mais versateis de p — lactamases, séo
enzimas capazes de hidrolisar a grande maioria dos antibioticos p — lactamicos,
incluindos os carbapenemos e os inibidores das p — lactamases (Bush, et al.,1995,
Nordmann, et al., 2012, Queenan, et al., 2007; Cantén et al., 2012).

O surgimento em todo mundo de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenemos, representam um importante problema de saude puablica, porque como
sendo os carbapenemos um grupo de antibidticos com amplo espectro de atividade e de
ultima escolha, resta poucas alternativas para o tratamento de infe¢des causadas por
agentes produtores destes mecanismos de resisténcia (Nordmann, et al., 2012; Queenan,
et al., 2007).

A resisténcia aos carbapenemos pode surgir por 2 mecanismos distintos:

- (1) Diminuicéo na absor¢do do antibiotico devido a alteracdo qualitativa e/ou
quantitativa da expresséo de canais de porina em associagdo com a superexpressao de 3
— lactamases;

- (2) Aquisicdo de genes que originam enzimas que degradam os carbapenemos
(Nordmann, et al., 2012).
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1- Resisténcia aos carbapenemos ndo mediada por carbapenemases nas

Enterobacteriaceae.

Os canais de porina, existentes na membrana externa das bactérias permitem a
absorcdo de nutrientes e outros componentes incluindo a passagem de antibidticos.
Quando existe alteracdo quer por mutacdes ou perda da expressdo de porinas ou
alteracdo do tipo de porina poderé diminuir a sensibilidade ao antibiotico.

A resisténcia aos carbapenemos foi observada pela primeira vez em
Enterobacteriaceae, especialmente no Enterobacter spp devido ao aumento da
expressdo de AmpC cromossomica e simultaneamente alteracdo nas porinas OmpC ou
OmpF. Este mecanismo de resisténcia foi também observado em espécie que nao
expressavam intrinsecamente uma cefalosporinase, mas sim possuiam plasmideo. Deste
modo, a susceptibilidade diminuida aos carbapenemos nas Enterobacteriaceae podera
ser causada por enzimas ESBLs ou enzimas AmpC combinada com a diminui¢do da
permeabilidade da membrana externa devido a alteragdo nos canais de porina (Giske, et
al., 2013, Nordmann, et al., 2012).

2- Resisténcia aos carbapenemos mediada por carbapenemases

As carbapenemases sdo distribuidas pelas diferentes classes moleculares de Ambler,
dependendo da composi¢do do seu centro ativo e das suas propriedades hidroliticas
sobre os B — lactdmicos e inibidores das  — lactdmases sendo destribuidas pelas classes
A, D e B (metalo-betalactamases). Na classificacdo funcional de Bush as
carbapenemases pertencem ao grupo 2 e 3 (metalo-betalactamases) (Bush et al., 1995,
Bush et al,. 2010; Nordmann, et al., 2012).

e Carbapenemases Classe A (grupo funcional 2f de Bush et al., 1995)

As trés principais familias de carbapenemases pertencentes a este grupo sdo as

enzimas NmcA/IMI, SME e KPC, caracterizam-se por hidrolisarem as penicilinas,
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cefalosporinas, carbapenemos e 0 azetreonam através de um mecanismo hidrolitico na
posicdo 70 no centro ativo de serina. Esta atividade hidrolitica é inibida pelo &cido
clavulanico e tazobactan (inibidores das p — lactamases) (Nordmann, et al., 2012;
Queenan, et al., 2007).

A enzima GES, quarto tipo de enzima deste grupo, inicialmente considerada
uma enzima ESBLs porque ndo possuiam atividade sobre os carbapenemos, mas ao
longo do tempo foram surgindo variantes com atividade significativa sobre o0s

carbapenemos (Nordmann, et al., 2012; Queenan, et al., 2007).

As enzimas KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) sdo as mais
significativas das carbapenemases da classe A, detectadas inicialmente nos E.U.A, mas
rapidamente se disseminaram por todo o mundo. Os genes blakec estdo sempre
associados a um elemento genético, o transposdo Tn4401, o que explica a rapida

disseminacgéo por todo o mundo (Nordmann, et al., 2012).

e Carbapenemases Classe B (grupo funcional 3 de Bush et al., 1995) - metalo-
betalactamases (MBL).

As carbapenemases da classe B, exibem um amplo espectro de atividade
hidrolitica, incluindo todas as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos com a
excepcdo do aztreonam, ndo sdo inibidas pelos inibidores das B — lactdmases (acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam). O seu mecanismo de hidrélise é dependente da
interagéo do P — lactamico com ides zinco no centro ativo da enzima, razdo que explica
o facto de estas enzimas sofrer a inibicdo da sua atividade pelo EDTA (quelante do ido
zinco) (Nordmann, et al., 2012; Queenan, et al., 2007; Bush et al., 2010).

Nas Enterobacteriaceae 0s tipos mais comuns MBL adquiridas séo as enzimas
tipo IMP, VIM, NDM e mais raramente o tipo KHM. Os genes blaive € blavim

encontram-se amplamente disseminados em genes cromossOmicos ou associados a
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elementos genéticos moveis em cassettes de genes, em integrBes, plasmideos e

transposdes (Nordmann, et al., 2012).

e Carbapenemases Classe D (grupo 2df de Bush, et al., 1995).

A primeira B - lacttmases OXA com atividade hidrolitica sobre os
carbapenemos foi descrita em1993 no Acinectobacter baumani, atualmente denominada
OXA-23. Tendo surgido outros tipos como a OXA-24, OXA-48 e a OXA-58 também
frequentes no Acinectobacter baumani, e a OXA-48 em Klebsiella pneumoniae e E.coli
(Grundmann, et al,. 2010, Mirigou, et al., 2010). Estas enzimas hidrolisam o0s
carbapenemos, e ndo sdo inibidas pelos inibidores das B - lactdmases (acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam). (Poirel et al., 2012, Nordmann, et al., 2012). As
B — lactamases OXA-48 foram identificadas na Turquia em 2001 num surto de
Klebsiella pneumoniae e desde entdo tem surgido em todo o mundo (Poirel et al., 2012,
Nordmann, et al., 2012)

4.1.1.4 Co-resisténcias aos diferentes antibidticos

Os perfis de multirresisténcia das estirpes produtoras de ESBL que albergam
genes de resisténcia aos B — lactamicos e a diferentes familias de antibiéticos como as
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, trimetropim e sulfonamidas, contribuem para a
seleccdo e persisténcia destas estirpes tanto em ambiente hospitalar como na
comunidade (Corniglia et al., 2008, Coque et al., 2008).

Com os varios estudos que tém sido desenvolvidos, tem-se verificado que a
multirresisténcia esta relacionada com o facto dos genes que codificam para a
resisténcia a antibioticos ndo B — lactdmicos existirem no mesmo elemento genético
moével (plasmideo, transposdo) que contém os genes blagsg. (Cantdn et al., 2003, Coque
et al., 2008). Por exemplo, genes que codificam para ESBLs especificas (blactx-m-2,
blactx-m9, blaces, entre outras) encontram-se frequentemente em integrfes de

localizacdo plasmidica, juntamente com cassetes de genes responsaveis pela resisténcia
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a aminoglicosideos (aadA, aadB, aacA, strA, armA), trimetoprim (dfr), cloranfenicol
(cml, cat), sulfonamidas (sull, sul2, sul3), e mesmo a outros B-lactamicos (blaoxa). A
presenca de genes blaessL especificos tem sido também descrita em transposdes (por
exemplo, blactx-m-9 € blatem-24em Tn21) (Novais et al., 2006; Novais et al., 2010).

Tem-se verificado o aumento da resisténcia as quinolonas, mediada por
plasmideos, em Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS, sobretudo em K. pneumoniae
e E. coli (Canton et al., 2008; Coque et al., 2008). Esta diminuigdo da atividade das
quinolonas pode estar relacionada com a produgdo de proteinas Qnr, codificada por
genes gnrA, gqnrB, qnrC ou gnrsS, estas proteinas interagem com a girase e topoimerase
IV do DNA, impedindo a ligacdo da quinolona ao alvo (Robicsek et al., 2006; Cattoir et
al., 2009). Estes genes na sua maioria, encontram-se associados a enzimas dos grupos
CTX-M-9 ou CTX-M-1, reflectindo o facto de que genes que codificam para a
resisténcia aos B-lactamicos e quinolonas estdo frequentemente localizados no mesmo
plasmideo (Jones et al., 2008); a produgdo de acetilases que podem afectar a atividade
de certas fluoroquinolonas, como é o caso de AAC(6’)-lb-cr, codificada pelo gene
aac(6’)-1b-cr, muito associado a isolados produtores de ESBLs do tipo CTX-M-15, esta
enzima tem atividade sobre a ciprofloxacina e a norfloxacina, inativando também
aminoglicosideos (Robicsek et al., 2006; Cantén et al., 2006; Machado et al., 2006); a
aquisicdo de genes que codificam para sistemas de efluxo de fluoroquinolonas (gepA,
0gxAB), os transportadores de membrana envolvidos nestes sistemas de exportacdo
ativa, podem ser especificos de uma classe de antibidticos ou responsaveis pela

resisténcia a multiplos farmacos (Strahilevitz et al., 2009; Coque et al., 2008).

4.1.1.5. Epidemiologia das resisténcias bacterianas

A epidemiologia das ESBLs é muito complexa devido aos diversos fatores
envolvidos na rapida disseminacdo deste tipo de bactérias produtoras de ESBLS e /ou de
genes blagsgL. Sdo exemplo disso, 0 aumento do uso de antibi6ticos tanto em humanos
como em animais, a existéncia de infegdes cruzadas a nivel hospitalar, a mobilizacéo de
pacientes entre instituicbes de saude, a cadeia alimentar, a migragdo humana e a

crescente industrializagdo (Coque et al., 2008, Hawkey et al., 2009).
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As primeiras estirpes produtoras de ESBLs foram identificadas em 1983 e desde
entdo, tém sido observadas em todo o mundo. Esta distribuicdo deve-se a expansdo
clonal das bactérias produtoras, a transferéncia horizontal de genes ESBLs em
plasmideos e a existéncia de diferentes genes de resisténcia em elementos transferiveis
como plasmideos, transposdes, integrées ou estruturas genéticas (Giske, et al., 2013,
Machado, et al., 2005).

Na década de 1990 foram descritas principalmente enzimas do tipo TEM e SHV
em Klebsiella pneumoniae, sendo sobretudo responsaveis por surtos nosocomiais,
especialmente em unidades de cuidados intensivos (Canton, et al., 2008). Posteriormente
estas B — lactamases foram também encontradas na Escherichia coli em infecGes
adquiridas na comunidade (Coque, et al., 2008). Durante a ultima década no entanto,
estas enzimas tém sido amplamente substituidas pelas enzimas tipo CTX-M. Estas
ESBLs sdo mais comuns na E.coli encontradas predominantemente na comunidade e
por vezes em pacientes com infe¢Bes do trato urinério (Pitout, et al., 2005, ECDC, 2013,
Canton, et al., 2008).

Outras enzimas que foram surgindo e que afetam a susceptibilidade as
cefalosporinas de 3? geracdo (nomeadamente as cefamicinas), sdo as  — lactamases do
tipo gAmpC. A CMY-2 é a enzima mais comum pertencente a este grupo, sendo mais
frequente nos Estados Unidos do que na Europa (ECDC, 2013).

O aparecimento de resisténcia aos carbapenemos em E. coli, mediada por
metalo-betalactamases, como as enzimas VIM, IMP ou NDM; ou serino-
carbapenemases como a enzima KPC, ird ser uma ameaga importante e exigira
vigilancia num futuro préximo. Estas enzimas podem proporcionar resisténcia a maioria

ou a todos os B-lactamicos existente (ECDC, 2013).

Uma outra familia crescente de B-lactamases sdo as enzimas tipo OXA que
conferem resisténcia a ampicilina e a cefalotina e caracterizam-se por ser altamente
hidroliticas contra aoxacilina e cloxacilina e sdo fracamente inibidas pelo inibidor de p-

lactdmico (&cido clavulanico). Algumas enzimas da familia OXA apresentam atividade
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sobre os carbapenemos (ex.OXA-48), tendo surgido na E. coli e em outras
Enterobacteriaceae ECDC, 2013).

E cada vez mais comum a constatagio da existéncia de estirpes de E. coli que
produzem varios tipos de ESBLs simultaneamente, metalo-beta-lactamases ou
cefamicinas e também mecanismos de resisténcia a outros grupos de antibioticos, ou
seja bactérias multiresistentes (ECDC, 2013, Coque, et al., 2008).

Estudos de vigilancia da evolucdo da resisténcia aos antibidticos, como a
SMART (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends), demostraram que a
producdo de ESBLs é menos frequente na Europa do que na América Latina, Asia e
Regides do Pacifico, mas mais comum do que na América Norte (Cantdn, et al., 2008,
Coque, et al., 2008).

Segundo dados da EARS-Net (European Antimicrobial Resistanc Survillance
Network), no estudo efectuado em 2013 em que foi avaliada a percentagem de isolados
de E.coli resistente as cefalosporinas de 3?2 geracdo entre 2010 e 2013 nos Varios paises
da Europa, em que demonstra a existéncia de uma maior percentagem de resisténcia nos
paises do Sul da Europa e menor nos paises do Norte da Europa, (como evidenciado na
Fig. 20), variando de 5% na Islandia e 39,6% na Bulgaria, nenhum pais mostrou uma

tendéncia decrescente, durante esse periodo (ECDC, 2013).
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Figura 20. Escherichia coli: percentagem (%) de isolados invasivos com resisténcia as
cefalosporinas de 32 geracdo por pais, paises da EU/EEA, 2013.

Na Europa a prevaléncia da Enterobacteriaceae produtoras de EBLS e o tipo de
ESBLs varia de pais para pais, existindo uma ampla e répida disseminacdo de algumas
ESBLs pertencentes ao grupo TEM (TEM-4, TEM-24 e TEM-52), SHV (SHV-5, SHV-
12) e CTX-M (CTX-M-9, CTX-M-3, CTX-M-14 e CTX-M-15) (Coque, et al., 2008). A
principal razdo para o aumento generalizado na Europa das varias ESBLSs anteriormente
mencionados sdo devido a disseminacdo de clones especificos (ou grupos de clones) e
de plasmideos epidémicos, tanto a nivel hospitalar como na comunidade (animais,
humanos saudaveis e ambiente) (Coque et al., 2008). Portugal é dos paises da Europa
com uma das taxas mais elevadas de ESBLs (Bouchillon et al., 2004). Segundo alguns
estudos publicados a prevaléncia de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs tem
aumentado ao longo do tempo, com predominio de isolados de E.coli produtores de
enzimas do tipo CTX-M (Machado et al., 2006, Machado et al., 2007; Mendonga et al.,
2007; Costa et al., 2009; Guimarées et al., 2009). Os diferentes tipos de ESBLsem
Portugal seguem a mesma tendéncia dos outros paises da Europa com um dominio de
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CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-32, TEM-24, TEM-52, SHV-12 e GES-1 (Machado et
al., 2006, Machado et al., 2007; Mendonca et al., 2007).

Segundo dados da EARS-Net (European Antimicrobial Resistanc Survillance
Network), no estudo efectuado em 2013, em que foi avaliada a percentagem de isolados
de E.coli resistente as fluoroquinolonas e aos aminoglicosideos entre 2010 e 2013, nos
varios paises da Europa, foi verificado que a resisténcia a estes dois grupos de farmacos
apresenta a mesma tendéncia, ou seja ha maior percentagem de resisténcia nos paises do
Sul da Europa do que no Norte da Europa. A percentagem de resisténcia as
fluoroquinolonas varia entre 10,9% na Noruega e 51,9% no Chipre (Fig. 21) (ECDC,
2013), a percentagem de resisténcia aos aminoglicosideos varia entre 4,1% na Islandia e
32,1% na Bulgaria (Fig. 22), (ECDC, 2013). Neste mesmo estudo foi também avaliada
a a resisténcia da E. coli aos carbapenemos, permanecendo ainda baixa na Europa
(ECDC, 2013). Foi ainda avaliada a multirresisténcia da E. coli aos antibioticos de
diferentes familias como as cefalosporinas de 3* geracdo, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos apresentando uma variacao entre 0,9% na Islandia e 20,4% no Chipre
(Fig. 23) (ECDC, 2013). A produgcdo de ESBLs e a combinagdo com outros
mecanismos de resisténcia sdo extremamente preocupantes, devido a limitacdo severa
nas alternativas terapéuticas. O uso prudente dos agentes antimicrobianos e
estabelecimento de medidas abrangentes de controlo de infe¢do s&o os principais pilares
de intervencéo eficaz e dos esforgos de controlo para reduzir a selecgdo e transmisséo de
bactérias resistentes, incluindo a E. coli (ECDC, 2013).
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Figura 21. Escherichia coli: percentagem (%) de isolados invasivos com resisténcia as
fluoroquinolonas, por pais, paises da EU/EEA, 2013.
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Figura 22. Escherichia coli: percentagem (%) de isolados invasivos com resisténcia aos
aminoglicosideos, por pais, paises da EU/EEA, 2013.
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Figura 23. Escherichia coli: percentagem (%) de isolados invasivos com resisténcia
combinada as cefalosporinas de 3?2 geracdo, fluoroquinolonas e aminoglicosideos,
EU/EEA, 2013.

4.1.2 Antibioticos inibidores da sintese proteica

4.1.2.1 Aminoglicosideos — Aminociclitéis

Os aminoglicosideos sdo produzidos por microrganismos do Género
Streptomyces (estreptomicina, neomicina, canamicina e tobramicina), pelo Género
Micromonospora spp (gentamicina) ou com origem semissintética como a amicacina e a
netilmicina. Este grupo bastante heterogéneo apresenta em comum um anel
aminociclitol, derivado do inositol, unido a agucares aminados através de ligacGes
glicosidicas. Caracterizam-se por apresentar um amplo espectro de atividade, sendo
ativos contra bactérias de Gram negativo e de Gram positivo (aerdbicas) (Sousa, 2006,
Forbes, et al., 2007, Barroso, et al., 2014).
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Os aminoglicosideos apresentam algumas vantagens terapéuticas, como:
estabilidade metabdlica, rapida acdo bactericida, largo espectro de acdo antibacteriana,
sinergismo com os antibioticos B-lactamicos e raros fendmenos de hipersensibilidade,
mas o0 seu uso prolongado pode originar nefrotoxicidade e ototoxicidade. (Sousa, 2006,
Forbes, et al., 2007, Barroso, et al., 2014, Murray, et al, 2007).

Mecanismo de acdo - sdo inibidores da sintese proteica, blogueando

irreversivelmente as subunidades dos ribossomas. O antibidtico penetra principalmente
por transporte ativo a parede e a membrana citoplasmatica da célula bacteriana e vai
inibir a sintese proteica interagindo com a subunidade 30S dos ribossomas, levando a
erros na leitura do acido ribonucleico mensageiro (MRNA), provocando a lise das
bactérias (efeito bactericida) (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007, Barroso, et al., 2014).

Resisténcia_bacteriana - a resisténcia a este grupo de antibidticos podera ser

devido a:
- Inativacdo enzimética do antibidtico, mediada por acetilases, fosforilases e

adenilases (mecanismo de resisténcia mais frequente);
- Alteragédo dos ribossomas por mutagao;

- Reduzida difusdo através dos involucros bacterianos (Sousa, 2006, Forbes, et
al., 2007, Barroso, et al., 2014).

Uso clinico - Os aminoglicosideos sdo eliminados por via renal sendo
recuperados na urina inalterados, sem perda da sua atividade antibacteriana. A sua
eficacia no tratamento da infecdo urinaria é melhorada em meio alcalino, o pH acido
ndo favorece a incorporagdo dos aminoglicosideos no citoplasma bacteriano. O sucesso
do sinergismo existente entre os aminglicosideos e os B-lactdmicos principalmente
contra estreptococos e enterococos deve-se ao facto dos antibiticos antiparietais
afectarem a integridade da parede celular, favorecendo a penetracdo dos

aminoglicosideos (Sousa, 2006).
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Os aminoglicosideos quando administrados em doses subinibitdrias podem
reduzir drasticamente a aderéncia bacteriana as superficies mucosas, sendo importante

na prevencdo da infecdo urinaria (Sousa, 2006).

4.1.3 Antibidticos inibidores da sintese os acidos nucleicos

4.1.3.1 Quinolonas

As quinolonas sdo uma das maiores classes de antibidticos utilizados a nivel
mundial no tratamento de infe¢cOes bacterianas quer na medicina humana como
veterinaria (Cattoir et al., 2009; Mérens, et al., 2010).

As quinolonas sdo antibidticos sintéticos, descobertos acidentalmente na década
de 60, quando se verificou que o produto secundario da sintese da cloroquina, 7-
cloroquinolina, apresentava propriedades bactericidas, surgindo assim a primeira
quinolona, o &cido nalidixico, utilizado no tratamento de cistite causada por bactérias de
Gram negativo, (excepto a Pseudomonas aeruginosa) (Sousa, 2006, Barroso, et al.,
2014).

Nos anos 80 surgem as fluoroquinolonas, que revolucionaram o tratamento das
infecdes. As fluorquinolonas possuem uma estrutura base que consiste na conservagéo
do &cido carboxilico na posi¢do 3 e a ligacdo dupla entre o carbono e o oxigénio na
posicao 4 do anel naphtiridina, mantendo assim as suas propriedades de antibiose. Com
a introducdo do &tomo de flor ligado ao carbono 6 e a introdugdo de um ciclo aminado
na posicdo 7, conferindo assim um espectro de agdo mais largo, uma atividade
antibacteriana intrinseca mais intensa, uma boa difusdo para os tecidos e liquidos
intracelulares e uma toxicidade mais reduzida (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007,
Barroso, et al., 2014, Murray, et al, 2007).

Como as fluorquinolonas tém vindo a sofrer uma grande evolugdo houve

necessidade de as agrupar em geragdes, havendo neste momento ja quatro geracdes de
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fluorquinolonas, como evidenciada na Tabela 4, adaptada de Barroso, et al., 2014
(Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007, Barroso, et al., 2014).

Tabela 4. Estrutura quimica das quinolonas e as vérias geragdes

Quinolonas
(CH3
H,;C N N )
Acido nalidixico Quinolona de 1.2 geragdo
COOCH
O
Ofloxacina
Fluorquinolonas Pefloxacina
uorqul o 0o Norfloxacina Quinolona de 2.2 geragdo

Lomefloxacina

oH | Ciprofloxacina

| Moxifloxacina

]/\N Levofloxacina Quinolona de 3.2 geragdo
HN\) A Gatifloxacina

Gemifloxacima

Trovafloxacina

F

Quinolona de 4.2 geracao

Mecanismo de acdo — as quinolonas tem como alvo duas enzimas bacterianas

responsaveis e essenciais a replicacdo e transcricio do DNA, a DNA girase (ou
Topoisomerase Il) e a Topoisomerase IV (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007, Barroso, et
al., 2014).

A enzima DNA girase codificada pelos genes gyrA e gyrB, participa no
superenrolamento negativo do DNA, ou seja, na direc¢do oposta ao da dupla hélice,
fundamental para compactar a molécula de DNA dentro da célula bacteriana e
consequentemente permitir a sua replicagdo. A enzima Topoisomerase 1V, codificada
pelos genes parC e parE, esta envolvida no relaxamento e separacdo do DNA (Sousa,
2006, Forbes, et al., 2007, Barroso, et al., 2014, Murray, et al, 2007, Navarro et al.,
2010, Sousa, 1998). Ambas as topoisomerases Sdo essenciais ao crescimento e divisao
das células bacterianas, ao ser bloqueado a agdo destas enzimas leva a morte bacteriana
(Sousa, 1998).
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Como as quinolonas exercem a sua atividade intracelularmente, o modo como
acedem ao seu alvo varia mediante a bactéria seja de Gram negativo ou positivo. Nas
bactérias de Gram positivo as quinolonas atingem o citoplasma apds atravessarem a
parede celular e a membrana citoplasmatica. Nas bactérias de Gram negativo as
quinolonas atravessam a membrana externa da parede celular através das proteinas
transmenbranares ou canais de porina OmpF e OmpC (na Escherichia coli) (Sousa,
2006, Barroso, et al., 2014).

Resisténcia_bacteriana — podera ocorrer por diversos mecanismos, podendo

estes actuarem em conjunto ou individualmente (Barroso, et al., 2014, Rodriguez-
Martinez, et al., 2010).

O surgimento de resisténcia as quinolonas usualmente tem origem em

mecanismos __de _resisténcia__motivados _por _mutacdes _cromossémicas que

condicionam:

-Alteracoes nas enzimas alvo, estas mutacdes ocorrem nos genes que codificam
a DNA girase e topoisomerase IV, devido a substituices aminoacidicas nas proteinas
gyrA/gyrB e parC/parE, respectivamente. Estas mutacGes estdo localizadas numa
pequena regido que codifica os aminoacidos 67 a 106, conhecida por regido
determinante da resisténcia a quinolonas (QRDR) (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014,
Sousa, 1998, Bambeke, et al., 2005).

-Diminuicdo do acesso as enzimas alvo: a diminuigdo da concentracdo das
quinolonas no interior da bactéria deve-se a diminuicdo da permeabilidade causada por
mutacdes nos genes que regulam a sintese dos canais de porina, ou devido a uma

hiperexpressao das bombas de efluxo ativo (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014).

A resisténcia as quinolonas também podera ter origem em mecanismos
transmitidos horizontamente mediados por plasmidios, PMQR, o que complica ainda
mais a problematica das resisténcias bacterianas (Barroso, et al., 2014, Rodriguez-
Martinez et al., 2010).
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Os mecanismos de resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos sao:

- A proteccdo das enzimas alvo por proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS,
QnrC, QnrD), codificam pentapeptideos que competem com as quinolonas pela
ligagdo a DNA girase e topoisomerase IV, protengendo-as da inibicdo pelas
quinolonas (Barroso, et al., 2014, Rodriguez-Martinez et al., 2010, Cattoir et al.,
2009, Zhao, et al., 2010).

- Inativagdo enzimatica por AAC(6’)-lb-cr promove a acetilacdo das
fluoroquinolonas  (ciprofloxacina e norfloxacina) para além dos
aminoglicosideos, esta enzima resulta das mutacdes no gene aac(6’)-1b que €
responsavel pela expressao da enzima AAC(6’)-lb, esta enzima confere
resisténcia aos aminoglicosideos (tobramicina, amicacina e canamicina). As
mutacdes responsdveis pela origem desta enzima advém da alteracdo
aminoacidica no coddo Triptofano 102 Arginina e Acido aspartico 179 Tirosina,
provocando assim a inativacdo ou reducdo das fluoroquinolonas (Barroso, et al.,
2014, Jacoby, et al., 2009, Karah et al., 2010, Rodriguez-Martinez et al., 2010,
Cattoir et al., 2009).

- Bombas de efluxo, QepA e OgxAB, responsaveis pela expulsdo das
fluoroquinolas para o exterior da bactéria (Karah et al., 2010, Cattoir et al.,
2009, Ma et al., 2009).

O facto dos genes que codificam os mecanismos de resisténcia adquirida as
quinolonas estarem localizados em elementos genéticos mdveis como plasmideos
conjugativos, transposédoes, sequéncias de inser¢do, o que facilita a dessiminagéo entre
as varias espécies de Enterobacteriaceae. Estes elementos genéticos por vezes
codificam genes de resisténcia a diferentes grupos de antibioticos, originando perfis de
multirresisténcia (Rodriguez-Martinez et al., 2010, Cattoir et al., 2009).
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4.1.4 Antibioticos antimetabolitos

4.1.4.1Sulfonamidas

Sdo0 anélogos estruturais do 4&cido p-aminobenzoico (PABA), factor de
crescimento, indispensavel para a sintese de acido folico. Sdo ativos contra bactérias de
Gram positivo e de Gram negativo, por mecanismo bacteriostaticos, impedindo o
crescimento bacteriano por caréncia de acido folico (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014,
Sousa, 1998).

Mecanismo _de acéo — as sulfonamidas competem com o PABA impedindo a

sua adicdo a pteridina para a formagdo do &cido dihidropterdico, impedindo assim a
formac&o do acido folico. A enzima dihidropteroato sintetase tem mais afinidade para as
sulfonamidas do que para o0 PABA, o seu substrato natural (Sousa, 2006).

Resisténcia bacteriana — pode surgir apés alteracbes da dihidropteroato

sintetase devido a mutagdes cromossdmicas (Sousa, 1998).

4.1.4.2 Trimetropim

E estruturalmente semelhante ao &cido dihidrofélico, é um forte inibidor
competitivo da enzima dihidrofolato redutase (DHFR). E ativo contra bactérias Gram
positivo e Gram negativo e apresenta efeito bacteriostatico (Sousa, 2006, Barroso, et al.,
2014, Sousa, 1998).

Mecanismo _de acdo - este antibiético é um inibidor competitivo da

dihidrodrofolato redutase, a enzima que reduz o dihidrofolato a tetrahidrofolato,
impedindo a sintese da timidina, purinas e formil-metionina, bloqueando a sintese de
proteinas, de DNA e RNA (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014, Sousa, 1998).
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Resisténcia bacteriana — devido a uma menor afinidade para a tetrahidrofolato
redutase (Sousa, 2006, Barroso, et al., 2014, Sousa, 1998).

4.1.4.3 Sulfanamidas / Trimetropim

Desde 1968, a sulfonamida tem sido usada na terapéutica associada ao
trimetropim.  Quando trimetropim e sulfonamidas s&o usados em associagdo
(respectivamente na propoc¢do 1:5) denominado cotrimoxazole, tem um efeito sinérgico
e bactericida, o que ndo é perfeitamente linear (Sousa, 2006- 26). A associagdo
trimetropim com sulfametoxazol reduz sobretudo o desenvolvimento de resisténcia em
relacdo a monoterapia e tem um espectro de atividade contra bactérias Gram positivo e
Gram negativo (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007).

Resisténcia bacteriana — sdo varios 0s mecanismos que podem contribuir para a
resisténcia bacteriana a estes antibioticos:
- 1) Concentracdo intracelular do farmaco baixa, devido a impermeabilizacéo

da membrana externa ou devido a bombas de efluxo;
- I1) Mutagdes (alteragdo da constituicdo enzimatica da célula bacteriana);

- I11) Reristéncia adquirida por plasmideos (Sousa 2006).

4.1.4.4 Nitrofurantoina

Antibiotico utilizado especificamente no tratamento e profilaxia de infecéo
urinaria baixa (cistite) (Sousa, 2006; Maaland e Guadabassi, 2011).

Mecanismo de acdo — a nitrofurantoina afecta varios sistemas enzimaticos

bacterianos, que véo afectar os metabolismos e a sintese de DNA e RNA. Apresenta um
mecanismo de a¢do multifactorial sendo a lesdo o DNA responsavel pela morte celular.
E um medicamento com boa absorgdo oral e com rapida eliminagio urinaria. Atinge na

urina 4cida elevada concentracdo, exercendo a sua acéo bactericida contra os diferentes
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agentes etioldgicos da infecdo urinéria baixa, incluindo bactérias de Gram positivo e de
Gram negativo. Este agente antimicrobiano é mais ativo a pH &cido do que em meio
alcalino, sendo por isso a sua acdo limitada no tratamento das infe¢cBes urinéria
provocada por microrganismos produtores de urease (Proteus spp, Klebsiella
pneumoniae) (Sousa, 2006, Forbes, et al., 2007).

Resisténcia bacteriana — devido a sua atividade multifactorial, este antibiético

apresenta uma baixa taxa de resisténcia bacteriana, e ndo se tem observado resisténcias
cruzadas com outros antibidticos. Um dos fatores que justifica a existéncia de baixa
resisténcia é o facto de este farmaco apresentar uma fraca difusdo através dos tecidos e
baixa concentracdo no intestino, ndo favorecendoo desenvolvimento de flora entérica
resistente a nitrofurantoina, o que favorece assim o desenvolvimento lento de

resisténcias bacterianas (Sousa, 2006).
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1. OBJETIVOS

Sendo a infecdo do trato urindrio uma das infecGes bacterianas mais frequentes
na comunidade e responsavel pelas principais causas de morbilidade e gastos associados
aos cuidados de saude (Narciso, et al., 2012, Mendo, et al., 2008), é de extrema
importancia a avaliacdo e conhecimento dos agentes causadores desta infe¢do, assim
como a susceptibilidade aos agentes antimicrobianos utilizados no seu tratamento e
mecanismos de resisténcia associados (Rolo, et al., 2009). O conhecimento da realidade
epidemioldgica e dos padrdes de susceptibilidade antimicrobiana dos microrganismos
nas diferentes zonas geograficas permite uma escolha mais adequada da terapéutica

empirica e a limitacdo da disseminacédo das estirpes resistentes (Tavares, et.al., 2014).

Com o presente estudo pretende-se analisar isolados de Escherichia coli
causadores de infecdo urinaria em pacientes no Distrito do Porto com 0s seguintes
objetivos:

1. Conhecer algumas caracteristicas epidemioldgicas associadas aos pacientes;
2. Conhecer o padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos;

3. Avaliar a ocorréncia e diversidade de ESBLs, gAmpCs e/ou carbapenemases entre 0s

isolados resistentes aos p-lactamicos;

4. Avaliar a co-resisténcia a antibiéticos ndo B -lactamicos entre os isolados produtores

de ESBLs, gAmpC e/ou cabapenemases.
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.  MATERIAL E METODOS

1. Isolados bacterianos

Foram incluidos no presente estudo 480 isolados de Escherichia coli,
provenientes de amostras de urina de pacientes que requisitaram um exame
bacteriolégico & mesma no laboratério de prestacdo de servicos a comunidade
“Medicina Laboratorial Dr. Carlos Torres”. Os isolados bacterianos foram recolhidos
entre Dezembro de 2011 e Margo de 2012, tendo sido selecionadas aleatoriamente as
primeiras 30 estirpes de E. coli semanalmente identificadas como agentes de infecéo

urinaria.

2. ldentificagéo bacteriana

Os isolados bacterianos foram identificados no sistema automatico VITEK®2
Systems (BioMérieux, Marcy L’Etoile, France) utilizando a carta de identificacio
“Gram Negativos (GN)” (BioMérieux, Marcy L’Etoile, France), a qual permite a
identificacdo de espécies de bacilos de Gram negativo fermentadores e ndo
fermentadores. A inoculagédo, incubacdo e interpretacéo dos resultados foram efetuados

seguindo as instrucGes do fabricante.

3. Auvaliacao da susceptibilidade aos antibioticos

A avaliagdo da susceptibilidade aos antibioticos foi também efectuada
recorrendo ao sistema automatico VITEK®2 Systems (BioMérieux, Marcy L’Etoile,
France), utilizando a carta de antibiograma “AST-N113” (BioMérieux, Marcy L’Etoile,
France). A carta “AST-N113” é constituida por um micropogo controlo (contendo
apenas meio de cultura) e 64 micropogos contendo meio de cultura e quantidades
conhecidas dos seguintes antibidticos: ampicilina, amoxacilina-acido clavulanico,
cefalotina, cefotaxime, cefuroxima, cefoxitina, ceftazidima, cefepime, ertapenemo,

imipenemo, fosfomicina, nitrofurantoina, acido nalidixico, ciprofloxacina, amicacina,
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gentamicina, tobramicina e trimetoprim-sulfametoxazol. A detecdo da producgdo de
ESBLs foi realizada com base nas diferengas de crescimento verificadas em pogos
contendo cefotaxima, ceftazidima ou cefepime sem é&cido clavulanico,
comparativamente a po¢os contendo 0os mesmos antibidticos em associacdo com o cido
clavulanico, permitindo assim a determinagdo de um resultado positivo ou negativo. A
inoculagédo e incubagéo da carta foram efectuadas seguindo as instrugdes do fabricante.
No final da incubacdo, o sistema automatico disponibilizou os valores de CMI
(concentracdo minima inibitoria) para cada antibiodtico testado e associou 0s mesmos a
espécie identificada, de forma a determinar uma interpretacdo da categoria (sensivel,
intermédio ou resistente) e fornecer uma leitura interpretada conducente a detecdo de
mecanismos de resisténcia especificos (por exemplo, producdo de ESBLs e/ou
carbapenemases). A interpretacdo dos valores de CMI foi feita pelo sistema automatico
segundo os critérios do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI®, 2009).

4. Detecdo da expressdo de ESBLs e seleccdo de isolados presumiveis
produtores de gAmpC

Nos isolados de E. coli resistentes as cefalosporinas de largo espectro
(ceftazidima, cefotaxima e/ou cefepime), identificados ou ndo como presumiveis
produtores de ESBLs pelo VITEK®2 Systems, foi analisada a expressao de ESBLs
através do teste do duplo sinergismo (DDST, Double Disc Sinergy Test) (Jarlier et al,
1988), utilizando o meio de Muéller-Hinton agar e discos contendo ceftazidima (30p9),
cefotaxima (30pg), cefepime (30ug) e aztreonamo (30pg) colocados a 20 mm de um
disco contendo amoxicilina e acido clavulanico (30ug) (Jarlier et al., 1988; CLSI 2009).
Os isolados de E. coli que adicionalmente demonstraram ser resistentes a cefoxitina
e/ou a associagOes B-lactamicos/inibidores de B-lactamases foram identificados como
presumiveis produtores de gAmpC. Nestes isolados a confirmagdo da expressdo de
gAmpC ndo foi efectuada por testes fenotipicos, tendo-se efectuado directamente a
pesquisa e a caracterizagcdo molecular de genes blagampc recorrendo a técnica de PCR

(ver seccéo 5).
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5. Detecéo e caracterizacdo molecular de genes que codificam para blagssL e

b|anmpC.

A. Extracdo do DNA bacteriano

Nos isolados onde foi detectada a expressdao de ESBLs e/ou identificados como
presumiveis produtores de gAmpC foi efectuada a extragdo do DNA bacteriano para

posterior caracterizagdo molecular dos genes.

A extracdo do DNA foi realizada a partir de uma cultura pura de cada isolado
bacteriano, da qual foram retiradas 3 a 4 coldnias que foram colocadas em 300 pL de
agua ultra pura estéril. Apds homogeneizacéo, foi efectuada a lise bacteriana através do
processo de fervura em banho durante 15 minutos. No final fez-se uma centrifugacao
durante 5 min a 14000 r.p.m. e retirou-se 250 pL do sobrenadante obtido contendo o
DNA extraido, congelando-se a -20°C para os estudos posteriores.

B. Amplificacdo de acidos nucleicos por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A detecdo e caracterizacdo molecular de genes blaeseL € blagampc foi efectuada
pela técnica de PCR. Todas as reaccdes foram efectuadas num volume final de 25 plL,
contendo primers (0.8 uM), deoxinucledtidos (dNTP’s, 0.2 mM; Finnzymes, Espoo,
Finlandia), MgCl, (1.0-2.0 mM), tampéo da enzima (1X, Green GoTaq® Flexi Buffer,
Promega, USA), enzima Taq DNA polimerase (1.0 U, GoTaq® Flexi DNA Polymerase,
Promega, Madison, EUA), 4gua ulta pura estéril para diluir os reagentes até a
concentragéo pretendida e 2 uL de DNA bacteriano. As condic¢Oes de amplificagao e as
sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados encontram-se na Tabela 5. As reac¢des
de PCR foram realizadas nos termocicladores MyCycler™ (Bio-Rad, Hercules, EUA) e
ICycler™ (Bio-Rad, Hércules, EUA).
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C. Electoforese

Os produtos amplificados foram posteriormente analisados através de
electroforese em gel de agarose a 1.5% contendo 0,03uL/mL de SYBR Safe™ DNA
Gel Stain (Invitrogen, Paisly, United Kingdom) como marcador fluorescente
intercalador de acidos nucleicos, de forma a ser possivel a visualizagdo dos produtos
amplificados sob luz UV de um transiluminador (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
EUA). As condicOes de electroforese foram 110V, 35 minutos, tampdo TAE 1X. Os
produtos amplificados foram visualizados sob luz UV em transiluminador acoplado ao
sistema de aquisicdo de imagem Molecular Imager ChemiDoc*®® (Mildo, Italia). O
tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado por comparagdo com o marcador de

peso molecular HyperLadder™ IV (Bioline, Uppsala, UK).

D. Purificagédo dos produtos amplificados

Os produtos de PCR foram purificados recorrendo ao sistema de purificacio
GRS PCR & Gel Band Purification (GRiISP Research Solutions, Porto, Portugal),

seguindo as instrugdes do fabricante.

E. Sequenciagéo

Os produtos de PCR purificados foram enviados para a empresa STAB VIDA
(Oeiras, Portugal) para sequenciacdo. As reaccOes de sequenciagdo foram efectuadas em
sequenciador automatico ABI 3730 XL (Applied Biosytems, Perkin-Elmer, Foster City,
CA).
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Tabela 5. Primers e condigdes de PCR usados para a amplificacdo e sequenciacao de genes blaessL € blagampc

- A e o Tamanho . A N
Primer Sequéncia (5’-37) (bp) Gene(s)? Condigbes de amplificacéo Referéncia(s)
TEM-F ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG 868 blarew 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 58°C e 1 min a 72°C; Rasheed et al. 1997
TEM-R CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA 1 ciclo de 10 min a 72°C N
SHv-1 GGG TTATTC TTATTT GTC GC 930 blas 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 56°C e 1 min a 72°C; Rasheed et al.. 1997
SHV-2 TTA GCG TTG CCA GTG CTC " 1 ciclo de 10 min a 72°C g
CTX-M+ TTT GCG ATG TGC AGT ACC AGT AA 544 bla 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 51°C e 1 min a 72°C; Edelstein et al. 2003
CTX-M-R’ CGA TAT CGT TGG TGG TGC CAT A e 1 ciclo de 10 min a 72°C g
CTXM1-F3 GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 bla (grupo 1) 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C; Pitout et al.. 2004
CTXML-R2 AGC CGC CGA CGC TAA TAC A cpan (grup 1 ciclo de 10 min a 72°C s
Tohol-F2 GCG ACC TGG TTA ACT ACAATC C 351 bla (grupo 1) 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C; Pitout et al.. 2004
Tohol-1R CGG TAG TAT TGC CCT TAA GCC crcu (grup 1 ciclo de 10 min a 72°C g
CTXM825F CGC TTT GCC ATG TGC AGC ACC 307 blactx-m (grupo 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C; Pitout et al.. 2004
CTXM825R GCT CAG TAC GAT CGA GCC 1) 1 ciclo de 10 min a 72°C N
CTXM9/14-F GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG 474 blactx-m (grupo 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 62°C e 1 min a 72°C; Pitout et al.. 2004
CTXM9/14-R GTA AGC TGA CGC AAC GTC TG V) 1 ciclo de 10 min a 72°C N
CTX-M-10deg-F ATG GTT AAA AAATCA CTG CGY C 889 blactx-m (grupo 1, 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C; Machado et al., 2006
CTX-M-15rv TCC GTT TCC GCT ATT ACA AAC sequenciag&o) 1 ciclo de 10 min a 72°C
CTX-M-9-F ATG ATT CTC GCC GCT GAA GCC 544 blactx-m (grupo 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 62°C e 1 min a 72°C; Coaue et al. 2002
CTX-M-9-D GTG ACA AAG AGA GTG CAA CGG 1V, sequenciagéo) 1 ciclo de 10 min a 72°C q N
AmpC /l FW GAT GGC AAR GCC CAC TAY TC 917 bla 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 64°C e 1 min a 72°C; D’ Andrea et al.. 2006
AmpC /I Rev TTG GCC AGC ATG ACG ATG CHNIMOXFOX 1 ciclo de 10 min a 72°C .
AmpC1 F ATG ATG AAA AAATCG TTATGC 1143 bla ) 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C e 1 min a 72°C; Koeck et al.. 1997
AmpC2_R TTG CAG CTT TTC AAG AAT GCG C cHvzlie 1 ciclo de 10 min a 72°C g
AmpC It Fw CAT TAA ACC GCT GAT GGC AC 1008 bla 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 57°C e 1 min a 72°C; D' Andrea et al.. 2006
AmpC |1l Rev GCT TTG ACT CTT TCG GTATTC G DHANOR 1 ciclo de 10 min a 72°C g
AmpC/IV_Fw AAG GTG CTC TGG CTG CTA ATATC 1094 bla, 1 ciclo de 10 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C e 1 min a 72°C; D' Andrea et al.. 2006
AmpC/IV_Rev TTC CAA TGA GCT CAG GAT TTT AAC hee 1 ciclo de 10 min a 72°C N

aGrupo I inclui CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -22, -23, -28, -29, -30 e outras mais recentes; Grupo Il inclui CTX-M-2, -4, -5, -6, -7, -20, Toho-1 e outras mais recentes;
Grupo Il inclui CTX-M-8, CTX-M-25, e outras mais recentes; Grupo IV inclui CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -18, -19, -21, -27, Toho-2 e outras mais recentes
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IV. RESULTADOS

1. Caracterizacao epidemioldgica dos isolados de E. coli

Durante o periodo de realizacdo deste estudo, foram recebidos no sector de
Microbiologia do laboratério de prestacdo de servigos a comunidade “Medicina
Laboratorial Dr. Carlos Torres” um total de 13644 pedidos de exames bacterioldgicos
de amostra de urina, dos quais 10674 (78,2%) apresentaram resultado negativo, ou seja
auséncia de crescimento significativo de microrganismos, e 2970 (21,8%) resultado
positivo, isto é, com crescimento microbiano igual ou superior a 10° UFC/m,

E. coli foi a espécie predominantemente identificada como agente etiologico de
infecdo urindria (64,3%; 1911/2970), seguida de Klebsiella pneumoniae (8%),
Enterococcus faecalis (7%), Proteus mirabilis (5%), Streptococcus agalactiae (5%)
Pseudomonas aeruginosa (2%), Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus aureus

(1%). Outras espécies apresentaram valores de ocorréncia inferiores a 1% (Gréfico 1).

"

m Escherichia coli

m Klebsiela pneumoniae

m Entrococcus faecalis

m Streptococcus agalactie

m Proteus mirabilis

m Pseudomonas aeruginosa

m Staphylococcus saprophyticus
m Staphylococcus aureus

m Outros

Gréfico 1. Ocorréncia de diferentes espécies bacterianasem amostras de urina de
pacientes com ITU no perido temporal (Dezembro 2011-Margo 2012).
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Entre os 480 isolados de E. coli selecionados para este estudo segundo o critério
anteriormente definido, 94% (n=451) foram proveniente de individuos do género
feminino e 6% (n=29) do género masculino (Gréfico 2).

m Género Feminino

m Género Masculino

Gréfico 2. Distribuicao por género dos pacientes com I'TUcausadas por E.coli incluidas
neste estudo.

As idades dos pacientes incluidos neste estudo variaram entre os 3 meses e 0s 97
anos, sendo que 4,3% apresentavam idade igual ou inferior a 15 anos, 9% idade entre os
16 anos e os 30 anos, entre 0s 31 a 45 anos e dos 46 aos 60 anos as percentagem de
ocorréncia de ITU foram de 19% e 19,8% respectivamente, dos 61 aos 75 anos
verificou-se 0 maior pico de ocorréncia de infecdo, 27.7% e 20,2% dos pacentes
apresentavam idade igual ou superior a 75 anos (Grafico 2).

No sexo feminino a maior ocorréncia de ITU foi verificada na classe etaria dos
61-75 anos (24,9%) e em idades superiores a 76 anos (19,6%), sendo que nas faixas
etarias dos 46-60 anos e 31-45 anos a ocorréncia de infecdo foi semelhante (18,8% e
18,6%, respectivamente). Na classe etaria mais jovem, dos 16-30 anos, a ocorréncia foi

de 8,6%. Nas idades entre os 0-15 anos s ocorréncia de ITU foi de 3,3% (gréfico 3).

No género masculino a maior ocorréncia de 1TU foi na classe etaria dos 61-75
anos (2,9%). Nas classes dos 0-15 anos e dos 46-60 anos obteve-se a mesma
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percentagem de ocorréncia (1,0%), e em idades superiores a 76 anos a ocorréncia de
infecdo foi de 0,6%. Nas classes dos 16-30 e dos 31-45 anos a ocorréncia de ITU foi
muito baixa (0,2%) (gréfico 3).

0
25,0% 24,8%

20,0% 18,8% 18,8%

15,0%

10,0% 8,8%

Percentagem de ITU

0,2% 0,2% 1,0

0,0%

0-15 16-30 31-45 46-60 61-75 >76
Idade

EGENERO FEMININO ~ mGENERO MASCULINO

Gréfico 3. Ocorréncia de ITU por classe etéria.

2. Susceptibilidade aos antibioticos

No estudo de susceptibilidade aos diferentes antibidticos foi possivel constatar
que o antibidtico do grupo dos B-lactamicos ao qual E. coli apresentou maior resisténcia
foi & ampicilina (42,9%). A taxa de resisténcia foi significativamente mais baixa para a
associacdo amoxacilina/acido clavulanico (5,2%). No caso da cefalotina, uma
cefalosporina de 1° geragcdo, a percentagem de resisténcia foi de 13,8%. Para as
cefalosporinas de 2° geragdo a resisténcia foi mais baixa, sendo de 4,2% para a
cefuroxima e de 1,3% para a cefoxitina (uma cefamicina). Para as cefosporinas de 3°
geracdo, obtiveram-se percentagens de resisténcia semelhantes (3,8% tanto para a
cefotaxima, como para a ceftazidima). Quanto a taxa de resisténcia ao cefepime, uma
cefalosporina de 4° geracdo, aquela foi de 3,1%. Nenhum isolado analisado apresentou
resisténcia aos carbapenemos testados (Grafico 4).
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Gréfico 4. Percentagem de resisténcia aos antibioticos pB-lactdmicos. AMP — Ampicilina;
AMC-Amoxacilina-Acido Clavulanico; CFL-Cefalotina; CXM-Cefuroxima; FOX-Cefoxitina; CTX-
Cefotaxima; CAZ-Ceftazidima; FEP-Cefpime; IMP-Imipenemo; ERT- Ertapenemo-

Na avaliagdo dos perfis de resisténcia as outras classes de antibidticos, verificou-
se uma elevada percentagem de resisténcia as quinolonas, nomeadamente ao acido
nalidixico (27,3%) e a ciprofloxacina (16,7%). A resisténcia ao trimetoprim-
sulfametoxazol foi de 23,5%. Para os aminoglicosideos a percentagem de resisténcia foi
relativamente inferior, sendo de 5,8% para a tobramicina, 5,4% para a gentamicina e
0,2% para a amicacina. As taxas de resisténcia a nitrofurantoina (1,7%) e a fosfomicina
(2,1%) foram também baixas (Gréfico 5).
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Grafico 5. Percentagem de resisténcia a antibioticos ndo B-lactdmicos. Nal.- Acido
Nalidixico; CIP-Ciprofloxacina; SXT-Trimetropim-Sulfametoxazol; GEN-Gentamicina; TOB-
Tobramicina; AMIC-Amicacina; NIT-Nitrofurantoina; FOS-Fosfomicina
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3. Ocorréncia e diversidade de ESBLs, gAmpC e/ou carbapenemases

Foram identificados 14 isolados bacterianos como presumiveis produtores de
ESBL de acordo com os critérios fenotipicos previamente definidos (ver secgdo 4 de
Material e Métodos), dos quais 13 tinham sido previamente detectados como produtores
de ESBLs pelo sistema automatico Vitek2.

A expressdo de ESBL foi confirmada pelo teste de DDST em todos os isolados,
pelo que a ocorréncia de isolados de E. coli produtores de ESBLSs na amostra estudada
foi de 3% (14/480) (Tabela 6).

Os genes blaesgs identificados foram blactx-m (n=12) ou blasky (n=2). Néo foi

detectado nenhum isolado contendo genes codificando para ESBLs do tipo TEM.

Entre os genes blactx.m que foram sequenciadas verificou-se somente a
existéncia de dois tipos distintos: blactx-m-14 € blactx-m1s. Os genes blactx-m néo
sequenciados neste trabalho pertenciam também ao grupo 1 (n=7) e ao grupo 4 (n=1).
Em 1 isolado produtor de CTX-M-15 verificou-se a expressao simultanea de uma p-

lactamase TEM-1. Os genes blasnv foram todos identificados como blaswv-12 (Tabela 6).

Adicionalmente, foram identificados 7 isolados de E. coli com fendtipo
compativel com a produgdo gAmpC (FOX'"R AMC"R) na amostra analisada. A
presenca de genes blagampc foi detectada em 4 desses isolados tendo os genes sido
identificados como blacmy-2. Um dos isolados apresentou simultaneamente blacmy-2 €

blasHv-12 (tabela 6).

Nos restantes 3 isolados assinalados como presumiveis produtores de gAmMpC,
ndo foi detectada a presenca de genes blagampc, pelo que a resisténcia intermédia a

cefoxitina dever-se-a a outros mecanismos de resisténcia.

Neste estudo ndo foi detectado nenhum isolado produtor de carbapenemases.
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4. Resisténcia a antibioticos em isolados produtores de ESBLse/ou gAmMpCs

Além do fendtipo de resisténcia caracteristico de isolados produtores de ESBLS,
neste estudo verificou-se que 57% dos isolados produtores de ESBLs apresentaram
resisténcia (ou resisténcia intermédia) a associa¢do de amoxicilina com o inibidor de p-
lactamases acido clavulanico, e 29% apresentaram resisténcia (ou resisténcia

intermédia) a cefoxitina (Gréafico 6).
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Gréfico 6. Resisténcia aos antibidticos p-lactdmicos em isolados contendo blagssLse/ou
blagamee. AMP — Ampicilina; AMC-Amdxacilina-Acido Clavulanico; CFL-Cefalotina;
CXM-Cefuroxima; FOX-Cefoxitina; CTX-Cefotaxima; CAZ-Ceftazidima; FEP-
Cefpime; IMP-Imipenemo; ERT- Ertapenemo-

Para além da avaliagdo dos perfis de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos,
neste estudo também foi avaliada a resisténcia a outras classes de antibidticos,
nomeadamente as quinolonas, aos aminoglicosideos, a nitrofurantoina, a fosfomicina e

ao trimetoprim-sulfamatoxazole.
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Nos isolados produtores de ESBLs a taxa de resisténcia as quinolonas foi
elevada, sendo de 86% para o acido nalidixico e de 79% para a ciprofloxacina. Para a
associacdo trimetoprim-sulfometoxazol a taxa de resisténcia foi também muito elevada
(86%). Ja para os aminogliosideos, as taxas de resisténcia observadas foram mais
baixas, sendo de 50% para a tobramicina, 29% para a gentamicina e 7% para a
amicacina. Verificou-se que 21% dos isolados produtores de ESBLS apresentaram

resisténcia a nitrofurantoina e 14% a fosfomicina (Grafico 7).

Entre os isolados produtores de gAmpC, para além do fenotipo caracteristico de
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (Gréfico 6), observou-se resisténcia a outros
grupos de antibioticos. A resisténcia as quinolonas foi elevada, sendo de 50% para o
acido nalidixico e 25% para a ciprofloxacina. A taxa de resisténcia ao trimetoprim-
sulfametoxazol foi de 25%, e para o grupo dos aminogliosideos, a taxa de resisténcia
variou entre 0-25% (25% para a tobramicina, 25% para a gentamicina e 0% para a
amicacina). Nenhum isolado produtor de gAmpC apresentou resisténcia a

nitrofurantoina ou a fosfomicina (Gréfico 7).
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Gréfico 7. Resisténcia aos antibidticos ndo p-lactdmicos em isolados contendo blaesgis
e/ou blagampc. . Nal.- &cido Nalidixico; CIP-Ciprofloxacina; SXT-Trimetropim-
Sulfametoxazol; GEN-Gentamicina; TOB-Tobramicina; AMIC-Amicacina; NIT-
Nitrofurantoina; FOS-Fosfomicina.
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Verifcou-se também que 86% (12/14) dos isolados produtores de ESBLS e 25%
(1/4) dos isolados produtores de gAmpCs analisados neste estudo apresentaram um
fendtipo de multirresisténcia, ou seja, resisténcia a trés ou mais classes de antibidticos,
incluindo a resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (Tabela 6) (Coque, et al., 2008;
Strahilevitz et al., 2009; Linhares, et al; 2015)
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Tabela 6. Caracterizagdo dos isolados de E. coli produtores de ESBLs e/ou gAmpC detectados neste estudo.

Nr. — Teste Perfil de resisténcia a antibi6ticos néo B-
| d‘? (\E/IS'II?I:K DDST Gene bla Perfil de resisténcia a antibidticos B-lactamicos lactdmicos
sola
do 2) AMP AMC CFL CXM FOX CTX CAZ FEP IMI  ERT | FOS I'\Al\gl CIP SXT GEN TOB AMIC NIT
B2 POS POS CTX-M-G1 R R R R S R R R S S R R R R R R R S
B3* POS POS CTM-M-15/ R R R R R R R R S S S R R R S R S S
TEM-1
B4 POS POS CTX-M-G1 R S R R S R R R S S S R R R S S S S
B5* POS POS CTM-M-14 R S R R S R R R S S S R R R S S S I
B6 POS POS CTX-M-G1 R S R R S R R R S S S R R S S S S S
B7 POS POS CTX-M-G1 R S R R S R R R S S S R R R S S S S
bla TEM-1/
B8* POS POS ESBL CTX-M-15 R S R R S R R R S S S R S R S S S S
B9 POS POS CTX-M-G1 R R R R [ R R R S S S R R R S R S [
B10 POS POS CTX-M-G1 R [ R R [ R R R S S S R R R S R S S
B11 POS POS CTX-M-G1 R [ R R S R R R S S R R R R R R S S
B12* POS POS CTX-M-15 R [ R R S R R R S S S R R R R R S S
B13* POS POS SHV-12/ R R R R S R R R S S S R R R R R S R
TEM-1
B14 POS POS CTX-M-G4 R S R R S R R R S S S S S R S S S S
bla
ESBL / SHV-12/
B16* NEG POS bla CMY-2 R R R R R R R S S S S S S S S S S S
AmpC
B15* NEG NEG CMY-2 R R R R R R R S S S S R S S S S S S
BL7*  NEG NEG /frfpc CMY-2 R R R R R R R S S S|/s R R R R R s s
B18* NEG NEG CMY-2 R R R R R R R S S S S S S S S S S S

Legenda- *- Isolados sequenciados; AMP — Ampicilina; AMC-Amoxacilina-Acido Clavulanico; CFL-Cefalotina; CXM-Cefuroxima; FOX-Cefoxitina; CTX-Cefotaxima; CAZ-Ceftazidima; FEP-
Cefpime; IMP-Imipenemo; ERT- Ertapenemo; Ac. Nal.- 4cido Nalidixico; CIP-Ciprofloxacina; SXT-Trimetropim-Sulfametoxazol; GEN-Gentamicina; TOB-Tobramicina; AMIC-Amicacina; NIT-
Nitrofurantoina; F-Fosfomicina.

Grupo linclui CTX-M-1, -3, -10, -11, -12, -15, -22, -23, -28, -29, -30 e outras mais recentes;
Grupo IV inclui CTX-M-9, -13, -14, -16, -17, -18, -19, -21, -27, Toho-2 e outras mais recentes
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V. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Escherichia coli é um habitante da microbiota do intestino do Homem e algumas
das estirpes possuem caracteristicas de viruléncia para causarem infecdo no trato
urinario (UTI), sendo o agente etiologico principal desta infecdo, em ambiente
hospitalar e na comunidade (Sousa, 1998, Barroso, et al., 2014, Rolo, et al., 2009) .

A infecdo do trato urinrio ocorre predominantemente pela mobilidade das
estirpes uropatogénicas de E. coli do trato intestinal para a area periuretral e sua
ascensdo via uretral para a bexiga (cistite), podendo atingir o parénquima renal
(pielonefrite) (Forbes, et al., 2007, Martins, et al., 2010, Seely, et al, 1995).

O tratamento da ITU ndo complicada requer a utilizacdo oral de antibioticos de
eliminagdo urinaria, nomeadamente B-lactdmicos, quinolonas, sulfanamidas,
fosfomicina e nitrofurantoina e nas situagGes clinicas mais complicadas recorre-se ao

uso parentérico de aminoglicosideos e B-lactamicos (Sousa 2006).

O tratamento de UTI por estirpes uropatogénicas de E. coli ndo produtoras de f-
lactamases faz-se com aminopenicilinas, mas presentemente estas estirpes produzem (-
lactamses plasmidicas TEM-1, tornado-se resistentes as aminopenicilinas, mas
susceptiveis a associagdo de amoxicilina com &cido clavulanico e as cefalosporinas

(oximinocefalosporinas) (Sousa 2006).

Nas duas Ultimas décadas as estirpes uropatogénicas de E. coli exibem maior
resisténcia aos fB-lactdmicos, gragas & presenga de genes produtores de p-lactamases de
largo espectro (ESBLs-Extended Spectrum B-lactamases), nomeadamente do tipo CTX-
M, tornando as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo inoperantes, e do tipo gAmpC que
confere resisténcia também a cefoxitina e aos inibidores das p-lactamases (Machado et
al., 2007, Mendonga, et al., 2007, Cantén, et al., 2012) .

O presente estudo pretende avaliar o perfil de resisténcias de 480 isolados

uropatogénicos de E. coli aos antibioticos usados no tratamento da UT]I, isoladas num
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laboratorio de prestacdo de servicos a comunidade “Medicina Laboratorial Dr. Carlos
Torres” do distrito do Porto.

A identificagdo dos isolados urinarios e o antibiograma foram realizados no
sistema VITEK®2 Systems.

Cerca de 206 (42,9%) dos isolados de E. coli exibiam in vitro resisténcia a
ampicilina e dado o facto de existirem menor resisténcia a associacdo amoxicilina com
acido clavulanico (5,2%) e as oximinocefalosporinas (3,8-4,2%), indicam a presenca de
B-lactamases (gene bla). A maioria dos isolados resistentes a ampicilina eram
susceptiveis aos inibidores das p-lactamases e as oximinocefalosporinas, indicativo da

presenca de B-lactamases de espetro reduzido (tipo TEM-1).

Catorze (3%) dos isolados de E. coli resistentes a ampicilina exibiam co-
resisténcia as cefalosporinas da 3* geracdo (ceftazidima e cefotaxima), sendo
identificadas pelo sistema VITEK®2 Systems como presumiveis produtoras de ESBLs.
Os catorze isolados foram fenotipicamente estudadas pelo teste do duplo sinergismo
(DDST), confirmando a existéncia de ESBLs. A caracterizagdo molecular dos catorze
isolados de E. coli mostrou em 12 isolados a presenca do gene blactx-m (CTX-M-14 e
CTX-M-15) e em 2 isolados a presenca do gene blasqy (SHV-12).

Em sete (1,5%) isolados de E. coli foi observado o fendtipo de resisténcia a
cefoxitina e ao inibidor &cido clavulénico, indicando a possibilidade de tratar-se de
estirpes produtoras de B-lactamases plasmidicas gAmpC, o que foi confirmado por
ensaios de biologia molecular em 4 dos 7 isolados de E. coli com a presenca do gene

blacmy-2. Num destes isolados ocorrem também a presenga do gene blashv-1.

Estes dados confirmam que na comunidade como alias acontece nos isolados
hospitalares, ha a possibildade de insucesso terapéutico com a utilizacéo de antibidticos
B-lactamicos na auséncia de ensaios in vitro para o screening das resisténcias presentes

nos isolados uropatogénicos de E. coli .
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Os isolados uropatogénicos de E.coli também revelaram a elevada resisténcia as
quinolonas (ciprofloxacina com 16,7%) e ao trimetropim-sulfametoxazol (com 23,5%) e
cerca de 6% de resisténcia aos aminoglicosideos (gentamicina e tobramicina), exceto a
amicacina (0,2%). Nitrofurantoina (1,7%) e fosfomicina (2,1%) mostraram boa eficacia
in vitro, o que vem confirmar a importancia destes dois antibidticos no tratamento de

UTI, mesmo em casos de tratamento empirico.

Entre os catorze isolados de E. coli produtores de p-lactamases (genes ESBLS) a
taxa de resisténcia a ciprofloxaxina foi muito elevada (79%), ao trimetropim-
sulfametoxazol foi de 86% e aos aminoglicosideos entre 7-50%, bem como a

nitrofurantoina (21%) e fosfomicina (14%).

Estes dados sugerem que os plasmidios portadores dos genes ESBLs arrastam
consigo os genes de resisténcia as diferentes familias de antibi6ticos ndo B-lactamicos,
comportando-se assim como estirpes multiresistentes (MDR) (Falagas, et al., 2010,
Sanchez, et al., 2014, Farinds e Martinez-Martinez, 2013, Pallet e Hand, H., 2010
Rogers, et al., 2010, Oteo, et al., 2010).

Nos isolados de E. coli produtores de gAmpC a resisténcia aos antibidticos ndo
B-lactdmicos nédo foi tdo relevante, sendo nula a resisténcia a amicacina, nitrofurantoina

e fosfomicina (Sanchez, et al., 2014, Falagas, et al., 2010, Freitas, F., et al., 2013).

A emergéncia de estirpes uropatogénicas de E. coli produtoras de ESBLs e
gAmpC com importante resisténcia aos p-lactamicos, bem como as quinolonas e aos
outros grupos de antibidticos, reduz substancialmente as opc¢des terapéuticas no
tratamento de UTI e evidéncia o insucesso da utilizacdo empirica destes etiotropos
(Oteo, et al., 2010, Falagas, et al., 2010, Sanchez, et al., 2014, Farinds e Martinez-
Martinez, 2013, Pallet e Hand, H., 2010 Rogers, et al., 2010)

Entende-se que a fosfomicina, dada as suas caracteristicas farmacodinamicas e

farmacocinéticas, representa uma boa alternativa para o tratamento da UTI .
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Nos casos de UTI com grande gravidade, os carbapenemos constituem a melhor
opcéo, tendo este estudo mostrado a auséncia de isolados uropatdgenicos de E. coli
produtoras de carbapenemases.
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VI. CONCLUSAO

As concluses obtidas com a realizacéo deste trabalho séo:

e AE. coli éo principal agente etioldgico de ITU na comunidade;

e A populacdo feminina é a que apresenta maior ocorréncia de ITU, sendo mais
frequente na classe etaria dos 61 aos 75 anos em ambos 0s géneros;

e Na avaliagdo da suscetibilidade aos antibioticos de eliminagdo urinaria
utilizados no tratamento de ITU, verificou-se uma elevada taxa de resisténcia a
ampicilina, ao acido nalidixico e ao trimetopim-sulfametoxazol. A baixa taxa de
resisténcia a nitrofurantoina e a fosfomicina representa uma boa alternativa
terapéutica no tratamento de ITU;

e Entre os isolados de E. coli estudados foram identificados isolados produtores
de ESBLs e gAmpC expressando resisténcia aos p-lactamicos, bem como a

outros grupos de antibioticos, comportando-se como isolados multirresistentes.

A disseminacdo de bactérias na comunidade, nomeadamente de E. coli, que
expressam Vvarios mecanismos de resisténcia é uma realidade preocupante, limitando a

escolha do antibiotico e contribuindo para o insucesso do tratamento da ITU.

O conhecimento da realidade epidemioldgica e dos padrdes de suscetibilidade
aos varios antibidticos utilizados no tratamento de ITU é de extrema importancia,

permitindo assim a escolha mais adequada da terapéutica empirica.

Deverdo ser realizados periodicamente estudos que permitam um conhecimento
atualizado das principais estirpes associadas a ITU, dos padrdes de suscetibilidade, bem
como dos mecanismos de resisténcia expressos pela estirpe, de forma a prevenir a

emergéncia e disseminacao de bactérias multirresistentes na comunidade.
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