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_Introdugéo

Burkholderia pseudomallei ¢ uma bactéria de Gram negativo
que pode ser naturalmente encontrada no solo e em aguas
estagnadas (1). Tem sido classificada como agente de bioterro-
rismo devido ao elevado risco de aerolizagéo, a sua baixa dose
infeciosa e & elevada taxa de mortalidade (2 3),

B. pseudomallei é o agente responsavel pela melioidose, uma grave
infecdo adquirida por ingestéo, inalacdo ou inoculagdo (), sendo
caracterizada por diversas manifestagoes clinicas, incluindo pneu-
monia e sépsis (). E uma doenca endémica no sudoeste asiético,

norte da Austrélia e outras regides tropicais (%),

_Objetivo

Este estudo apresenta o primeiro caso de melioidose em Portugal,
revelando o importante papel da metodologia de Sequenciacao
Total do Genoma para a correta identificacao e caracterizagao da

estirpe isolada.

_Caso clinico

Em janeiro de 2011, uma paciente de 62 anos deu entrada no
Hospital da Luz com um quadro de artrite bilateral dos joelhos e
edema simétrico dos membros inferiores, com 4 dias de evolugao,
sem febre quantificada mas com episodios de sudorese noturna.
Soube-se que tinha realizado uma viagem a Tailandia em outubro
de 2010, durante um periodo de chuva intensa naguela regido. Um

més depois, a paciente desenvolveu uma lombociatalgia esquer-
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da, resistente a terapéutica analgésica. Trés semanas antes da ad-
missdo no hospital, a paciente apresentava uma massa lombar
esquerda e uma lesédo pustulosa no mento. Uma semana depois,
ap6s uma consulta de dermatologia, eram visiveis lesdes ulcera-
das na fase posterior e lateral externa da perna direita, tendo-lhe
sido administrado amoxiclina/clavulanato e mupirocina durante
5 dias. Quatro dias antes da admissao no hospital, apresentava
dor articular dos joelhos e articulagao tibio-tarsica esquerda, com
edema e sinais inflamatorios, condicionando impoténcia funcional,
bem como um edema simétrico até aos joelhos dos membros infe-
riores. Apos internamento, foi-lhe diagnosticado: i) um tumor com
~15¢cm no maior eixo, de contorno irregular, mével nos planos, com
consisténcia pouco elastica e sem flutuacao; ii) artrite dos joelhos,
com derrame articular ligeiro; iii) artrite da tibio-tarsica esquerda;
e iv) duas lesdes cutaneas na perna direita sugestivas de eritema
nodoso.

Os resultados laboratoriais mostraram uma anemia média e
parametros inflamatérios elevados. Ressonancias magnéticas
abdominais e pélvicas revelaram duas lesdes semelhantes: uma
de carécter expansivo (14x11cm) na regido glutea esquerda com
osteomielite envolvendo o iliaco homolateral, e uma contralateral

com menor dimens&o (5¢m).

_Aplicagédo da tecnologia de Sequenciagédo de Nova
Geragdo para apoio a decisdo clinica

O isolamento da bactéria B. pseudomallei foi feito a partir de uma
hemocultura e do pus da les@o gluteal esquerda. A identificagéo foi
feita pelo sistema Vitek 2 (bioMérieux), tendo a confirmacdo da es-
pécie sido feita por PCR em tempo real com sondas de hidrolise (5).
A paciente foi tratada com meropenem intravenoso durante 14 dias,

0 que levou a regressao das lesdes cutaneas bem como das artrites.

Tendo em conta a resisténcia da estirpe isolada (aqui desig-
nada como PtBps01) ao antibidtico de primeira linha, trime-
toprim/sulfametoxazol (SXT), foi administrada alternativamente
uma terapia oral com amoxicilina/clavulanato (terapéutica de se-

gunda linha). A lesdo gluteal direita foi drenada apds dois meses
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de tratamento, tendo sido mantida esta terapia de erradicacdo du-

rante sete meses até total resolucdo do processo infecioso.

De modo a caracterizar a estirpe PtBps01, foi realizada Sequen-
ciagao Total do Genoma usando o equipamento MiSeq (lllumina),
seguida de uma analise gendmica comparativa com sequéncias
de estirpes de B. pseudomallei (disponiveis no GenBank) repre-
sentativas de varios grupos de genomas. O genoma “draft” de
PtBps01 contém 7,117,230bp com um contetido em GC de 68,2%.
Andlises filogenéticas envolvendo tanto o core-genoma como o
pan-genoma, agruparam a estirpe portuguesa com isolados do
sudoeste asiatico, sugerindo tratar-se de um caso importado da
Tailandia. De facto, a estirpe PtBps01 apresentou uma proximida-
de genética com o conhecido isolado Tailandés 1106a, revelan-
do uma similaridade >99% no core-genoma. PtBps01 contém
dois préfagos intactos de 40.7Kb e 25.1Kb, ambos compreenden-
do 30 genes com homologia com outros fagos de Burkholderia.

Nenhum plasmideo foi encontrado em PtBps01.

Dado que a resisténcia ao SXT é raramente observada (6-8), proce-
deu-se a investigacao da base genética potencialmente associada
a esta resisténcia na estirpe PtBps01, focando em particular os me-
canismos envolvendo a bomba de efluxo BpeEF-OprC, a qual foi
demonstrada conferir resisténcia ao SXT (¢). No entanto, nenhuma
mutacao foi encontrada, o0 que sugere que a resisténcia bacteriana

tenha origem num mecanismo ainda desconhecido.

A anélise de multilocus sequence typing (MLST) revelou o perfil
alélico 1-4-2-3-8-4-3, correspondendo ao tipo ST376. De acordo
com bases de dados publicas de B. pseudomallei, nenhum iso-
lado europeu descrito até a data apresentou este perfil. De facto,
ST376 parece ser restrito ao sudoeste asiatico, tal como foi pre-
viamente observado em amostras de agua recolhidas na Tailandia
na década de 60 (%), bem como em isolados clinicos obtidos, em
2012, de um paciente de Laos com parotidite supurativa e de dois
pacientes da Malasia com melioidose.
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_Conclusao

Em conclusao, o historial de viagem em conjunto com os dados
obtidos por Sequenciagao Total do Genoma da estirpe isolada,
sugerem claramente que este primeiro caso portugués de melioi-
dose resulta de uma importacdo da Tailandia. Considerando que
o0s sintomas desta doenga ndo sdo patognomonicos (podendo o
quadro clinico ser confundido com outras situagdes, como a tu-
berculose), este caso vem reforcar a necessidade de se incluir a
melioidose no diagndstico diferencial de quadros infeciosos em

viajantes regressados de zonas endémicas.
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