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Resumo

Os antimicrobianos exercem um papel fundamental na prevencao e tratamento de infecoes,
mas a sua prescricao excessiva contribui para o aparecimento de microrganismos resistentes. A
resisténcia das bactérias aos antimicrobianos constitui uma grande preocupacdo para a
sociedade atual porque se estende a quase todos os antimicrobianos disponiveis, reduzindo as
terapéuticas alternativas e aumentando os custos do sistema de salde. Estima-se que estas
resisténcias terao um custo anual em todo o mundo de 105 bilides de dolares e de acordo com
o Centro Europeu de Prevencao e Controlo de Doencas (ECDC) serao responsaveis pela morte

de 25000 pessoas a cada ano na Europa.

Os antibioticos mais prescritos e utilizados na pratica clinica sdo os betalactamicos, de que
fazem parte os carbapenemos. Estes antibidticos representam a Gltima linha no tratamento de
infecées por bactérias multirresistentes, por isso a rapida emergéncia da sua resisténcia

constitui uma preocupacao para os servicos de saude e publicos.

0 presente estudo teve como objetivo a avaliacao dos perfis fenotipicos de resisténcia a todos
os antibioticos testados em estirpes produtoras de carbapenemases, bem como os produtos,
onde foram isolados na Unidade Local de Saude (ULS) da Guarda, de forma a conhecer a

epidemiologia local (estudo de distribuicao e dos fatores condicionantes e determinantes).

Palavras-chave: betalactamicos; carbapenemos; carbapenemases; Enterobacteriales;



Abstract

The antimicrobials play an important role preventing and treating infections, but its excessive

prescription contributes to microorganism resistance.

Bacteria have become antimicrobials-resistant and that has arisen great concern among current
society, because it includes almost all antimicrobials available, reducing the use of alternative
therapeutic and increasing the costs of health system. Experts predict this resistance will cost
105 billion dollars a year and, according to the European Centre of Disease Prevention and

Control (ECDC), it will be responsible for 25000 deaths each year in Europe.

The most used and prescribed are betalactams antibiotics, which include carbapenem. They
are usually reserved for multi-resistant bacterial infections, so the increasing rates of resistance

are of great concern to public health system.

This research was conducted to evaluate the phenotypic pattern of resistance including all
carbapenem antibiotics tested and also to analyse the places where they were isolated in Local
Health Unit (ULS) of Guarda, in order to be aware of the local epidemiology (a study of

distribution and conditioning and determining factors).

Keywords: betalactams; carbapenems; carbapenemases; Enterobacteriales;
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Capitulo 1

1. Introducao

Os antibioticos desempenham um papel ANTIEIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC
fundamental na prevencao e tratamento de Fanicilin-R Sigphplococces 1040 —
variadas infecbes, proporcionando uma 1843 Fenicllin
maior longevidade (Ang H. and Sun X.,

— 1950 Tatmcycine
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descobertas de novas moléculas e Tetracyclne d Shigolic 1980 — €0 Mathiciln
consequente emergéncia de resisténcias Wuthicllinf Splpfecoc 1962 —
(Codjoe F. and Donkor E., 2017). Embora Peniciln R pnaumacnceus 1865 —
consigam reduzir infecoes e matar bactérias Exytomeind Sopcpers D63 — 1 o) S
(Ang H. and Sun X., 2018), o seu papel tem [ 1972 Vencamyen
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resisténcia (Codjoe F. and Donkor E., 2017). Impanem R Entrobackriscsas 1998 —
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. o VancomyecineR Stophplococcns 2002 —
anos pode ser facilmente verificado na — and 20045 —— 2003 Daptomein
figura 1 (Ventola L., 2015).
Caftriammne-R Nassaro qonorhoose 2009 | 9040 Ceftarcling

A resisténcia bacteriana continua a crescer PDR-Enbarcbacterincn e
Coftarolne-R Stophploconces 2011

A

e a pesquisa e sintese de novas drogas pela

indUstria farmacéutica ndo tem acontecido POR:= pan-drug-resistant; R = rasistart: KDR = axtenshvaly drug-resistant
para substituir os antibioticos existentes e  Figura 1- Qescoberta de antibiéti}cc.)s e surgimento
contra os quais j4 se desenvolveu czice”ge)?istenma por parte das bactérias (Ventola L.,
resisténcia (Codjoe F. and Donkor E.,

2017). O desenvolvimento de resisténcias bacterianas tem contribuido para uma maior taxa de
mortalidade e morbilidade e consequentemente representa um grande impacto econdomico
(Meier M. and Hamprecht A., 2018). Estima-se que a resisténcia antimicrobiana tera um custo
anual em todo o mundo de 105 bilides de ddlares e segundo o ECDC sera responsavel pela morte
de 25000 pessoas a cada ano na Europa. Estas resisténcias tém evoluido rapidamente originando
constantemente desafios para a saude publica (Codjoe F. and Donkor E., 2017).

Alguns dos fatores que contribuem para essa resisténcia sao o uso excessivo e inadequado de

medicamentos (Ventola L., 2015). O seu uso excessivo deve-se ao facto de serem cada vez mais
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baratos, acessiveis e abundantes, o que também contribui para a sua ampla utilizacdo como
suplementos de crescimento na alimentacao de animais de criacao (Meletis G., 2016).

Os antibidticos mais frequentemente prescritos sao os betalactamicos, pois tém elevada
eficacia terapéutica e baixa toxicidade para o Homem (Calisto F., 2011). Possuem como
caracteristica comum o anel betalactamico e atuam diretamente sob as proteinas de ligacao a
penicilina (PBPs), presentes na membrana externa das bactérias (Meletis G., 2016). Como se
trata de um grupo bastante amplo, é necessario subdividi-lo segundo os grupos funcionais de
modo a facilitar a compreensao e prescricao. Dentro desta classe incluem-se as penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemos, monobactamicos e inibidores de betalactamases

(como o acido clavulanico, sulbactam e tazobactam) (Letourneau A., 2017).

As penicilinas e cefalosporinas de primeira geracao foram os primeiros antibioticos aos quais as
bactérias adquiriram resisténcia através da producdo de B-lactamases. Foi necessario
desenvolver novos antibioticos para as combater e entao surgiram as cefalosporinas de segunda
e terceira geracdo. Como as bactérias conseguem adaptar-se rapidamente, comecaram a
produzir outro tipo de B-lactamases, as B-lactamases de espectro estendido (BLSE), que
conferem resisténcias as penicilinas, cefalosporinas e aztreonamo, nao sendo no entanto ativas
contra as cefamicinas (cefotetam e cefoxitina), inibidores de B-lactamases e carbapenemos.
Os carbapenemos diferem dos outros B-lactamicos constituindo o grupo com maior atividade,
por ser uma molécula zwitterionica que lhe confere uma excelente penetracao através dos
canais de porina especificos (OprD,), boa estabilidade as B-lactamases e forte ligacdo a PBPs
essenciais. Sao resistentes as B-lactamases da classe A, C e D de Ambler, incluindo BLSE (Sousa
J. et al., 2016).

A emergéncia de resisténcias a nivel mundial limita gravemente as opcoes terapéuticas e trata-

se de um problema de salde plblica (Baeza L. et al., 2019).

A resisténcia aos carbapenemos por parte das Enterobacteriales emergiu por todo o mundo,
destacando-se a sua rapida e progressiva disseminacdo. Esta familia inclui microrganismos que
se encontram na natureza e em produtos biologicos, dado que sdo membros constituintes do
microbioma normal dos 6rgaos humanos, como o trato gastrointestinal. (Lavagnoli S. et al.,
2017).

Nos Ultimos tempos, a maior preocupacao dos servicos de salde e do servico publico, sao as
resisténcias aos carbapenemos por parte da familia Enterobacteriales, bactérias gram-
negativas, uma vez que, estes antibioticos sdo considerados de ultima linha apresentando

atividade antibacteriana de amplo espetro (Codjoe F. and Donkor E., 2017).

Para limitar a disseminacdao das estirpes produtoras de carbapenemases (CPE), a sua
identificacao rapida € de extrema importancia em termos epidemiologicos e de controlo da

infecao (Bonomo R. et al., 2018).
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1.1. Mecanismo de acao dos betalactamicos

Os antibioticos B-lactamicos inibem a sintese da parede celular das bactérias através da ligacao
irreversivel com as PBPs. Esta ligacdo impede interacbes interpeptidicas entre as cadeias
peptidicas, deixando de haver formacao do peptidoglicano (principal constituinte da parede
celular bacteriana e estrutura rigida que fornece estabilidade osmética) (Calisto F., 2011). A
sua falta permite a entrada de agua para o interior da bactéria, provocando a sua lise. A inibicao
da sintese da parede celular promove a ativacao do sistema autolitico, desencadeando a morte
do microrganismo e por isso estes antibioticos designam-se por bactericidas (Letourneau A.,
2017).

Apesar do mecanismo de acdo ser bastante eficiente, existem bactérias deficientes nessas
enzimas autoliticas ou que apresentam mutacdes nos genes responsaveis pela caracteristica,

tornando-as tolerantes aos B-lactamicos (Letourneau A., 2017).

1.2. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia bacteriana € um mecanismo de defesa dos microrganismos, de forma a tolerar os
efeitos dos antibioticos (Chuquisapon M., 2018). Essa resisténcia é conseguida através de quatro
mecanismos que envolvem as bombas de efluxo, impermeabilizacao da membrana externa,
modificacao dos alvos (PBP) e hidrolise enzimatica dos B-lactamicos por B-lactamases (Codjoe
F. and Donkor E., 2017).

Os antibioticos para desempenharem a sua acdo tém de penetrar a parede celular bacteriana
e acilar os PBPs, o que exige a integridade do anel B-lactamico. A permeacao da parede celular
das bactérias Gram positivas e Gram negativas ocorre por diferentes mecanismos. Nas Gram
positivas, a parede celular € uma monocamada justaposta a membrana celular, sendo a célula
praticamente sem periplasma. Na maioria dos casos esta parede é permeavel a macromoléculas

e de um modo geral ndo aparece resisténcia a difusao dos antibioticos (Sousa J., 2005).

No geral, as bactérias Gram negativas apresentam resisténcias a um maior nimero de
antimicrobianos do que as Gram positivas, visto que, existem diferencas na parede celular,
reduzida permeabilidade da membrana externa e devido a presenca de bombas de efluxo
(Codjoe F. and Donkor E., 2017).

1.2.1. Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo mecanismos de resisténcia intrinseca, utilizadas pelas bactérias para
remover substancias nocivas do seu interior para o exterior. Em situacées de resisténcias, as
bactérias apresentam essas bombas sobre expressas, o que dificulta a acumulacéo intrinseca
dos antibidticos de modo a provocar a sua morte (Codjoe F. and Donkor E., 2017). De acordo
com a sua sequéncia de aminoacidos, as bombas de efluxo sao agrupadas em 5 familias, a
familia Major Facilitator Superfamily (MFS), a familia ATB-Binding Cassete (ABC), a familia
Small Multidrug Resistance (SMR), a familia Resistance-Nodulation-Division (RND) e a familia

Multidrug And Toxic compound Extrusion (MATE). Nas bactérias Gram positivas predomina a
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familia MFS enquanto que nas Gram negativas o sistema de transporte dominante € o RND e o
MATE.

1.2.2. Impermeabilidade da membrana externa
Geralmente nas bactérias Gram negativas, os B-lactamicos conseguem penetrar a membrana
externa recorrendo a canais de porinas e alcancar o espaco periplasmatico e a membrana
plasmatica (Letourneau A., 2017).
Existem microrganismos que possuem uma permeabilidade da membrana reduzida porque
possuem mutagdes nas porinas ou a sua expressao diminuida, reduzindo a absorcao e entrada

dos antibioticos para o seu interior (Codjoe F. and Donkor E., 2017).

1.2.3. Modificacao dos alvos (PBPs)

Os antibioticos B-lactamicos atuam ao nivel das PBPs, uma vez que, € a partir da sua acilacdo
que conseguem inibir a formacao do peptidoglicano e por sua vez induzir a lise bacteriana.
Quando ocorrem mutacdes nos genes responsaveis pelas PBPs, recombinacdes homologas entre
0s genes ou sintese de novos alvos sem afinidade para com os B-lactamicos, surgem as estirpes

resistentes (Sousa J., 2005).

1.2.4. Hidrolise enzimatica
0 principal mecanismo de resisténcia das bactérias € a producao de B- lactamases, enzimas que
sdo capazes de hidrolisar os antibidticos B-lactamicos. Podem ser codificadas no cromossoma
bacteriano, sendo caracteristica de uma espécie ou mediadas por um plasmideo, passando a
caracterizar apenas uma estirpe individual (Letourneau A., 2017).
As B-lactamases produzidas por bactérias Gram positivas sdao excretadas para o meio ambiente
enquanto que nas Gram negativas ficam no periplasma, dai a resisténcia aos carbapenemos se

manifestar mais em bactérias Gram negativas.

A resisténcia aos carbapenemos pode ser desenvolvida devido a hiperproducao de B-lactamases
AmpC ou BLSEs combinadas com permeabilidade alterada da membrana externa ou pela

producao de carbapenemases (um tipo de B-lactamases) (Baeza L. et al., 2019).

1.3. Classificacdo das carbapenemases
De modo a facilitar a identificacao das carbapenemases, foram organizadas segundo a
homologia dos aminoacidos no qual atuam, seguindo o sistema de classificacdo molecular
Ambler. Sao classificadas em 4 classes (A, B, C e D) em que as classes A, B e D possuem maior

importancia clinica (Quale J. and Spelman D., 2019).
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1.3.1. Classe A

As B-lactamases da classe A para desempenharem o seu mecanismo hidrolitico, requerem
residuos de serina no centro ativo. Incluem enzimas que ndo sdo capazes de hidrolisar os
carbapenemos, como as penicilinases e as cefalosporinases (do tipo TEM, SHV e CTX-M), e as
enzimas com atividade de B-lactamase, que inclui as carbapenemases. As B-lactamases da
classe A com atividade de carbapenemase podem ser codificadas em cromossomas, como por
exemplo a enzima de Serratia marcescens (SME), nao-metaloenzima carbapenemases (NMC) e
a B-lactamase que hidrolisa o imipenem (IMI) e em plasmideos, tal como a carbapenemase de
Klebsiella pneumoniae (KPC) e a Guiana de espetro estendido (GES). A GES foi descrita para a
P.aeruginosa e K.pneumoniae (Quale J. and Spelman D., 2019).

A carbapenemase mais importante da classe A é a KPC porque revela maior importancia a nivel
clinico uma vez que reside em plasmideos facilmente transmissiveis a outros géneros de
bactérias, incluindo E.coli, P.aeruginosa, Citrobacter, Salmonella, Serratia e Enterobacter spp
e confere resisténcia a maioria dos B-lactamicos. (Quale J. and Spelman D., 2018). Esta enzima
hidrolisa diversos B-lactamicos, tal como, penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos, nao
sendo inibida pelos inibidores de B-lactamases, como o acido clavulanico, tazobactam e
sulbactam (Porreca A. et al., 2018). Foram identificadas diversas variantes de KPC que
apresentam diferentes graus de hidrolise dos B-lactamicos, o que contribui para perfis de

suscetibilidade variaveis quando testados in vitro (Quale J. and Spelman D., 2019).

1.3.2. Classe B

Esta classe é conhecida por metalo-betalactamase (MBL) porque dependem do zinco para
efetuar a hidrolise dos B-lactamicos e por esta razao sao inibidas pelo EDTA, agente quelante
de catides (Quale J. and Spelman D., 2019).

A primeira MBL identificada foi a Imipenemase Metalobetalactamase (IMP-1) e depois surgiram
a Verona Integron-encoded Metalobetalactamase (VIM), a Imipenemase alema (GIM), a
Metalobetalactamase de Sao Paulo (SPM) e a Imipenemase Seoul (SIM).

Existem dois tipos de MBLs, as adquiridas (codificadas de genes residentes em plasmideos) e as
que ocorrem naturalmente (codificadas em cromossomas). As MBLs de ocorréncia natural foram
descritas em Aeromonas hydrophilia, Chryseobacterium spp e Stenotrophomonas maltophilia
(Quale J. and Spelman D., 2019).

Posteriormente surgiu a Nova Deli metalo-betalactamase (NDM-1), que é um tipo de MBL cujo
gene que a codifica esta situado num elemento de DNA movel, o que torna a sua disseminacao
imprevisivel. Esta enzima foi isolada de Enterobacteriales e nao Enterobacteriales como o
Acinetobacter (Quale J. and Spelman D., 2019).
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1.3.3. Classe D

As B-lactamases da classe D sdo também conhecidas por enzimas do tipo oxacilinase (OXA) uma
vez que demonstram capacidade em hidrolisar a oxacilina (Quale J. and Spelman D., 2019).
Trata-se de um grupo heterogéneo (com mais de 100 enzimas) e devido a sua atividade
hidrolitica variavel sobre os carbapenemos, sdo divididas em 6 subgrupos, nomeadamente a
OXA-23, OXA-24 / OXA40, OXA-48, OXA-58, OXA-143, e OXA-51 (Albin O. et al. 2018). Sao
transmitidos por plasmideos, com excecao da OXA-51 que é cromossomica (Quale J. and
Spelman D., 2019).

As OXA sao mais frequentes no Acinetobacter baumannii e Enterobacteriales (especialmente
E.coli, K.pneumoniae e E.cloacae). Enquanto a maioria dos isolados de A. baumannii com OXA-
23, OXA-24/0XA-40 ou OXA-58 sao resistentes aos carbapenemos, as Enterobacteriales com
enzimas do tipo OXA-48 tém suscetibilidades variaveis aos carbapenemos (Quale J. and Spelman
D., 2019).

A semelhanca das carbapenemases da classe A, também estas necessitam do aminoacido serina

no seu centro ativo (Quale J. and Spelman D., 2019).

Uma vasta maioria de isolados resistentes aos carbapenemos apresenta resisténcias adicionais
as fluoroquinolonas, cefalosporinas de 32 geracdo e aminoglicosideos (European Centre for
Disease Prevention and Control. Summary of the latest data on antibiotic resistance in the
European Union. Stockholm: ECDC; 2016). Para além disso, possuem aptiddo para partilhar os
plasmideos de resisténcia entre espécies, favorecendo a emergéncia de estirpes resistentes
(PPCIRA, 2017).

Ambler
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Class Class® Site” Inhibitoris) Geng®
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lactamase
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D 2d Sering MNaCl (in vitro) OXA-48
OXA-181

Figura 2 - Divisao das B-lactamases segundo classificacao molecular
e funcional (Adaptado de Logan L. and Weinstein R., 2017).
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1.4. Epidemiologia
Os carbapenemos sdo B-lactamicos com atividade antibacteriana de largo espetro e a sua
estrutura Unica proporciona defesas contra a maioria das lactamases, tais como AmpC e BLSEs.
(Codjoe F. and Donkor E., 2017).
A rapida disseminacao das resisténcias aos carbapenemos tem vindo a constituir cada vez mais
uma preocupacao para a saude publica, visto que, sdo antibioticos de ultima linha no
tratamento de infecdes bacterianas e as estirpes resistentes tém aparecido em quase todos os
cantos do mundo, tal como se pode visualizar na figura 3 (Codjoe F. and Donkor E., 2017; Leitao
l., 2014).
A primeira carbapenemase a ser descoberta foi a MBL IMP-1, no Japao em 1991, numa estirpe
de P.aeruginosa (Quale J. and Spelman D., 2019). As VIM foram identificadas de isolados de P.
aeruginosa em 1996 (Verona-Italia) e 1997 (Marselha-Franca). Em 2001, comecaram a aparecer
na Grécia, tornando-se o pais central das VIM, embora posteriormente tenham sido
identificadas noutros paises europeus (Logan L. and Weinstein R., 2017). A SPM-1 foi descoberta
em Sao Paulo no ano 1997 e a GIM-1 na Alemanha em 2002, ambas isoladas de uma estirpe de
P.aeruginosa (El Salabi A. et al., 2009; Wendel A. et al., 2013). A SIM-1 foi identificada na
Coreia, mais concretamente Seul, numa estirpe de Acinetobacter baumannii (Lee K. et al.,
2005).
O isolamento de Enterobacteriales portadoras de MBL codificadas num gene movel cujo
primeiro caso foi detetado numa K.pneumoniae isolada num doente sueco hospitalizado em
Nova Deli e que foi descrito pela primeira vez em Dezembro de 2009, trouxe preocupacao
acrescida. Este tipo de MBL (NDM) tem facilidade em espalhar-se a nivel ambiental, sobretudo
nos cursos de agua, havendo mesmo um estudo realizado na india em 2011 que indicou que
cerca de 30% da agua estava contaminada por este tipo de estirpes. A NDM surge na maioria
das regidoes em situacdes esporadicas (Logan L. and Weinstein R., 2017).
A KPC, detetada em 1996 nos Estados Unidos a partir de K.pneumoniae, é natural de paises
europeus, como Italia e Grécia e responsavel por um elevado niumero de surtos em todo o
mundo (Bonomo R. et al., 2018). Em Portugal, até 2015, apenas se verificaram surtos
hospitalares esporadicos (Coutinho T., 2018). Em 1998 e em Maryland, foi isolada uma
Salmonella spp a partir de uma amostra de fezes de uma crianca com gastroenterite, portadora
de uma carbapenemase do tipo KPC (Porreca A. et al., 2018).
A disseminacdo mundial das OXA deve-se principalmente a4 OXA-48, descoberta em 2001 na
Turquia, isolada de K.pneumoniae (Logan L. and Weinstein R., 2017). A partir dessa altura, tém
sido reportados novos casos na Europa, Médio Oriente, india e Norte de Africa (Leitao I., 2014).
De acordo com o ECDC, desde 2007 a incidéncia de infecoes desencadeadas por K. pneumoniae
resistentes aos carbapenemos tem vindo a aumentar (Leitao I., 2014). As estirpes de
K.pneumoniae produtoras de carbapenemases do tipo KPC e resistentes a colistina originam
infecGes capazes de provocar a morte a 51% dos doentes, conduzindo a elevadas taxas de
mortalidade (Bush K., 2018).
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Em 2010, a incidéncia de K.pneumoniae resistentes aos carbapenemos foi de 4,6%, em que a
maioria dos casos ocorreu na Grécia (49,1%), Italia (15,2%), Hungria (5,5%) e Chipre (16,4%).
Quanto a Portugal, a percentagem foi de 1,4% (European Centre for Disease Prevention and
Control. Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2013. Annual Report of the European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net). Stockholm: ECDC; 2014).

No ano seguinte, a sua incidéncia na Europa aumentou para 5,8%, sendo os paises ja
anteriormente mencionados os mais afetados. Em Portugal, a percentagem diminuiu para 0,3%.
Estes valores indicavam um aumento crescente nas resisténcias a nivel europeu (European
Centre for Disease Prevention and Control. Antimicrobial resistance surveillance in Europe
2013. Annual Report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-
Net). Stockholm: ECDC; 2014).

Em 2012, a ocorréncia na Europa aumentou para 6,2%, em que a maioria dos surtos apareceram
na Grécia (60,5%) e Italia (29,1%). J& em Portugal, a percentagem aumentou para 0,7%. Nesse
ano, comecaram a surgir estirpes de Escherichia coli também com resisténcias aos
carbapenemos, representando cerca de 0,1% dos casos em Portugal e na Europa. (European
Centre for Disease Prevention and Control. Summary of the latest data on antibiotic resistance
in the European Union. Stockholm: ECDC; 2016).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) divulgou em 2014 que a resisténcia aos carbapenemos
em estirpes de K.pneumoniaese alastrou por todo o mundo (Porreca A. et al., 2018). Nos ultimos
dez anos, a resisténcia aos carbapenemos tem origem maioritariamente em Enterobacteriales
produtoras de carbapenemases do tipo KPC e MBL (Ibrahim Y. et al., 2017).

Do ano 2014 para 2015, a percentagem de K.pneumoniae resistentes aos carbapenemos em
Portugal aumentou de 1,8% para 3,4%. Até 2017 continuou a verificar-se um aumento, atingindo
uma incidéncia de 8,6%. Relativamente a E.coli resistentes aos carbapenemos, a sua incidéncia
em Portugal entre 2014 e 2016, rondou os 0,1%, aumentando para 0,3% no ano 2017 (European
Centre for Disease Prevention and Control. Surveillance of antimicrobial resistance in Europe -
Annual report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) 2017.
Stockholm: ECDC; 2018).

No ano 2017, a Rede Europeia de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana (EARS-Net) constatou
que Portugal se encontra numa situacdo bastante preocupante no que se refere a resisténcias
antimicrobianas. O nimero de isolamentos de Enterobacteriales produtoras de carbapenemases
tem sido crescente, havendo um aumento relevante nas resisténcias as fluroquinolonas,
cefalosporinas de 32 geracdo, aminoglicosideos e carbapenemos, quer isoladamente quer em
associacao (Coutinho T., 2018).

0 aumento das resisténcias preocupa justificadamente todas as estruturas de prevencao e
controlo das infecdes associadas aos cuidados de salde e das resisténcias aos antimicrobianos,
uma vez que, apesar de existirem inUmeros exemplos de boas praticas e recomendacdes
europeias e mundiais acessiveis a todos, continua a existir um nUmero significativo de

instituicoes inconscientes para a gravidade deste problema (PPCIRA, 2017).
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

Dado que a epidemiologia de K.pneumoniae portadoras de KPC é a mais significativa, houve a
necessidade de desenvolver uma terapia capaz de combater as infecoes provocadas pelas
mesmas. A combinacao da ceftazidima, cefalosporina de 3° geracao, com avibactam, inibidor

de B-lactamases, tem demonstrado grande eficacia quer para KPC quer para OXA-232 (Zhang

W. et al., 2018).
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carbapenemos (Logan L. and Weinstein R., 2017).
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1.5. Fatores de risco

Os carbapenemos sao antimicrobianos de largo espetro usados no tratamento de doencas
invasivas ou que impliquem risco de vida devido ao seu efeito bactericida, independente da

concentracao de bactérias presentes (Codjoe F. and Donkor E., 2017).

Existem diversos fatores que predispéem as pessoas a infecoes provocadas por organismos
resistentes. A exposicao a estes organismos, juntamente com determinados fatores de risco,

pode desencadear infecoes graves nos doentes (Codjoe F. and Donkor E., 2017).

0O estudo destes fatores nas infecdes provocadas por bactérias resistentes tem vindo a
desempenhar um papel cada vez mais importante, dado que, contribui para melhorar a eficacia

terapéutica e o controlo da disseminacao (Jiao Y. et al., 2015).

Alguns dos fatores de risco associados a colonizacao por bactérias resistentes aos carbapenemos
sdo nomeadamente a exposicdo prévia a antibidticos (carbapenemos, quinolonas e
cefalosporinas de 32 geracao), uso de dispositivos invasivos (cateteres e algalias), internamento
em unidades de cuidados intensivos, internamento hospitalar prolongado, uso de ventilacao
mecanica, imunossupressao, outras doencas e a idade (Codjoe F. and Donkor E., 2017; Porreca
A. et al., 2018). Para além destes fatores, existem outros que propiciam as infecdes, os quais

estao referidos na tabela 1.

Os hospitais sao o principal foco de bactérias e por este motivo um doente que permaneca
internado durante muito tempo esta sujeito a uma maior exposicao e consequentemente maior

risco de infecao (Ling M. et al., 2015).

Também o internamento prolongado em unidades de cuidados intensivos favorece a
disseminacao das estirpes resistentes. Neuner e os seus colaboradores relataram que a
readmissao de doentes, no hospital de Ohio, com infecées na corrente sanguinea desencadeada
por K.pneumoniae resistentes aos carbapenemos era de 72% nestes doentes (Codjoe F. and
Donkor E., 2017).

0 elevado potencial de disseminacao das bactérias resistentes em ambientes hospitalares torna
fundamental a implementacdo de medidas preventivas, como diminuir o tempo de

internamento e aumentar a vigilancia de doentes cirdrgicos (Lavagnoli L. et al., 2017).

A exposicdo prévia ou continua de antibioticos de amplo espetro contribui para a destruicao da
flora normal (que em situacoes saudaveis se encontra em equilibrio), havendo selecao das
estirpes presentes e favorecendo a sobrevivéncia das bactérias resistentes (Mariappan S. et al.,
2017). O uso irracional de antibioticos em paises em desenvolvimento, como Africa, contribui
para o aumento do risco de infecoes provocadas por Enterobacteriales resistentes aos
carbapenemos. Estas infecdes associadas aos cuidados de salde sao principalmente causadas
por K.pneumoniae e sao encontradas em situacées de pneumonias associadas a utilizacao de
ventiladores, bacteremias e infecdes do trato urinario e do local cirirgico (Codjoe F. and
Donkor E., 2017).
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Relativamente a utilizacdo de dispositivos, estes causam lesdes ao nivel do trato respiratorio
ou da mucosa gastrointestinal, que sao exemplos de barreiras protetoras. Quando ocorre lesao,
estas deixam de exercer a sua funcao, provocando debilidade e aumentando a possibilidade de

colonizacao por bactérias (Jiao Y. et al., 2015; Porreca A. et al., 2018)

A utilizacdo prolongada de ventilacdo mecanica contribui para uma expetoracdo seca e
pegajosa, aumentando a probabilidade de desenvolver infecées ou lesdes pulmonares.
Portanto, tudo que interfira com a funcéao fisioldgica das barreiras protetoras aumenta o risco

de colonizacao (Ang H. and Sun X., 2018).

Individuos com doencas, como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e doencas malignas,
ou que estao expostos a agentes imunossupressores apresentam as suas defesas mais debilitadas

e consequentemente sdo mais suscetiveis a risco de infecdo (Ang H. and Sun X., 2018).

A idade é também um importante fator a ter em conta, pois individuos com mais idade sao mais

vulneraveis e por isso mais propicios ao aparecimento de infe¢des bacterianas (PPCIRA, 2017).
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

Tabela 1 - Fatores de risco associados as infecoes provocadas pelas CPE (Ling M. et al., 2015).

Risk factors CP-(RE patients Control A =valug/Mann-Whitney U Odds Ratio

(N=203) (M= 203) (pvalue/Fisher Exact) [95 % CI)

n (%) n (%)
Tatal length of stay £50 480+ 585 39+ 38 Lk 3223 1.266 [1.197-1340]
(days) (39.8-56.3) (3.4-45) (<0.001) (<0.001)
(moan days 95 % confidence interval)
History of previous overseas hospimlisation 29 (143 %) 1 (05 %) 218 (<0001 33667 [4539-259.700)
History of travelling in past 90 days 75 (143 %) 15 74 %) 4586 (DO25) 2089 [10.834.028]
Ambulant on arrival 103 (507 %) 153 (75.4 %) 26432 (<0001 0337 [0.221-0513)
Admission to CU 54 (266 %) 6 (3.0%) 45059 (<0001 11899 [4.586-28359]
Mean ICU stay + 50, day 96+ 122 12+£10 Lk 460 (<0004 -
(mean days 95 % confidence interval) 63—13.0) [0.1—232)
Admission to HD/ICA 106 (522 %) 79 (143 %) &5.797 (<0001 6557 [4.057-10.556]
Mean HOVICA stay+ 5D, day 53+6.1 2017 80 (0372) -
(mean days 95 % confidence interval) [4.1-65) (14-27)
Cardiovascular disease comarbidity 105 (517 %) 74 (365 %) 9602 (D002 1868 [1.256-2778)
Diabetes mellitus comarbidity 67 (330 %) 58 (286 %) 0536 (0333) 1.232 [D.B07-1870)
Malignancy cormorbidity 57 (281 %) 41 (202 %) 3443 (DOG) 1543 [D.974-2443)
Immunodsficiency comarbidity 10 (45 %) 2 (1.0%) 5486 (D019 5207 [1.126-240737)
Haematalogy comarbidity 20 (99 %) 5 (25 %) 9591 (D002 4328 [1592-11.769]
Exposure to DXT 23(113 %) 11 {54 %) 4627 (D03 2730 [1.057-4.706]
Exposure to sterid 34 (167 %) 12 (55 %) 11,866 (D001 3.202 [1.606-6.384]
Exposure to chemothermpy 15 (74 %) 16 (75 %) Q035 (0.852) 0933 [0.448-1541]
Exposure to penicillin antibiotics 33016 3%) 7134%) 18.747 (<0001 5435 [2.344-12604]
Exposure to frlactam/ frlactamase inhibitor 122 (601 %) 59 (291 %) 39568 (<0001 3676 [2432-5557]
combinations antibiatics
Exposure to cephalosporin antibiatics 65 (320 %) 43 (212 %) &106 (00130 1.753 [1.120-2.742)
Exposure to carbapenems antibiotics 62 (305 %) 5 (2.5 9%) 58077 (<0001 17413 [6.826~-44.417]
Exposure to fluorogquinolones antibiotics 35 (172 %) 19 (5.4 %) 5.468 (0015 2018 [1.111-3663)
Exposure to glycopeptide antibiotics 69 (340 %) 4 (20%) 70564 (<DDO1)™ 25618 [9.132-71.865)
Exposure to metronidazole antibiatics 36 (177 %) 15 (74 %) Q.RR9 (D002 2702 [1428-5.110]
Exposure to aminoglycosides antibiotics 17 (B4 %) 1 {05 %) 14882 (<0001 18467 [2433-140,097)
Presence of central line device B0 (394 %) 11 (54 %) 67433 (<0001 11353 [5.811-22.179]
Presence of urinary catheter device B6 (424 %) 30 (148 %) 37842 (<0001 4739 [2630-6.831)
Presence of ETT device 42 (207 %) 5 (3.0%) 30620 (<0001 8565 [3.55 1-20658
Presence of intra-arterial line device 24 (118 %) 5 (259%) 13.406 (<0001 5309 [1.984-142 11]
Presence of drains device 31(153 %) 11 (54 %) 10623 (D001 3.146 [1534-6.450]
Presence of enteral feeding device 49 (24.1 %) 11 (5.4 %) 28.240 (<0001 5554 [2.793-11.044)
Presence of additional MRSA 47 (B2 %) 26 (128 %) 7.365 (0007 2051 [1.213-3.468)
Presence of additional VRE 32 (158 %) 5 (2.5 %) 21678 (<0001 7411 [2B2519.441]
Exposure to bronchoscopy procedure 22 (108 %) 4 (20%) 13314 (<0001 6.047 [2.045-17 B81)
Exposure to gastrascopy procedure 18 (B9 %) 10 (4.9 %) 2455 (0.017) 1878 [0.845-4.175)
Exposure to colonoscopy procedure 4 (2.0%) 6 (3.09%) 0410 (0522) 0660 [0.183-2375]
Exposure to angiogram procedure O (44 %) 6 (3.09%) 0623 (0.430) 1523 [0532-4361]
Undenwent surgery 141 (555 %) 146 (71.9 %) 0.257 (0.586) 1.126 [0.734-1.727)

*p< 005 (Significance of association; 2-tailed), **p < 0.01 (Significance of association; 2-tailed)
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1.6. Métodos de detecao

A presenca de carbapenemases € de grande relevancia clinica, como tal, é necessario a rapida
detecao do microrganismo possuidor de resisténcias a antibioticos, pois é essencial na decisao
terapéutica, no controlo da infecdo e no impedimento da sua transmissao. Devido a elevada
diversidade de carbapenemases e a variabilidade do seu perfil fenotipico de suscetibilidade aos

antibioticos, a sua detecao torna-se um grande desafio (Bonomo R. et al., 2018).

Os métodos utilizados para detetar estas enzimas sao repartidos em dois grupos,
particularmente em fenotipicos e genotipicos. Os métodos fenotipicos caracterizam-se por
detetar a producao de carbapenemases. Os métodos genotipicos sao testes confirmatorios que
oferecem informacéao adicional através da detecdo do gene responsavel pela resisténcia, sendo
0 método mais usado a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Davoudi-Monfared E. and Khalili
H., 2018).

Numa fase inicial, os meios cromogénicos seletivos sdo uma excelente opcao no screening de
bactérias com alto nivel de resisténcia aos carbapenemos (Rodriguez-Baio J. et al., 2015).
Algumas das desvantagens na utilizacao destes meios consistem no facto de nao se aplicarem
as bactérias com reduzida expressdo fenotipica uma vez que a coloracao das colonias é pouco
percetivel. Para além disso, a cor das coldnias provenientes destes meios interferem com testes

colorimétricos que sao necessarios efetuar posteriormente (Sahuquillo-Arce J. et al., 2015).

Apos a detecéao de sensibilidade reduzida aos carbapenemos a partir do teste de suscetibilidade
antimicrobiana (TSA) usado na rotina laboratorial, efetuam-se os testes fenotipicos. Os
principais métodos fenotipicos utilizados sao o teste de combinacao de discos (CDT), testes
colorimétricos, método de inativacdo do carbapenemo (CIM), MALDITOF e ensaios de fluxo
lateral (LFIA).

O CDT consiste na utilizacdo de discos que contém um carbapenemo e inibidores de B-
lactamases. Alguns desses inibidores podem ser o acido borénico, que inibe as carbapenemases
de classe A, o EDTA e o acido dipicolinico inibem a classe B, quanto a OXA-48 e a KPC sao
inibidas pelo avibactam (Davoudi-Monfared E. and Khalili H., 2018). A desvantagem deste
método consiste na necessidade de incubacao de 18 horas, razdo pelo qual se opta por testes
mais rapidos. O teste modificado de Hodge (MHT) esta incluido neste método, mas nao é
recomendado como teste de rotina devido a dificuldade de interpretacao e fraca especificidade
e sensibilidade (Giske C. et al., 2017).

Nos testes colorimétricos onde se inclui o RAPIDEC® CARBA NP, um teste rapido (<2 horas), que
se baseia na diminuicdo do pH em consequéncia a hidrélise do carbapenemo (imipenem) por
carbapenemases produzidas por bactérias. Ocorre alteracao de cor de vermelho para amarelo,

devido a presenca do vermelho fenol como indicador (Dortet L. et al., 2012). Este teste deteta
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a maioria das carbapenemases, a excecao da OXA-48, onde manifesta menor sensibilidade,
podendo haver falsos negativos, uma vez que, esta enzima é menos eficaz na hidrolise (Tamma
P. and Simner P., 2018). A utilizacdo do teste foi também estendida para a identificacdo
precoce de estirpes resistentes aos carbapenemos em hemoculturas positivas, antes do seu
isolamento em meio solido (Bonomo R. et al., 2018). O RAPIDEC® CARBA NP é um teste que
pode auxiliar as unidades de salde na reducao e na implementacdo de medidas rapidas de
contencao, de modo a minimizar a disseminacgao destas estirpes produtoras de carbapenemases
(Codjoe F. and Donkor E., 2017). O teste Blue-Carba (BCT) e o teste B Carba ™ sao derivados
do teste anterior que apresentam mudancas, nomeadamente nos indicadores de pH, de modo
a aumentar a capacidade de detecao das carbapenemases do tipo OXA-48 (Noél A. et al., 2017;
Pasteran F. et al., 2015),

O CIM baseia-se na hidrolise enzimatica do carbapenemo (meropenemo) quando incubado com
uma suspensao bacteriana (Yamada K. et al., 2016). Se nao existir um halo em torno do disco,
significa que ha producao de carbapenemase, caso contrario, 0 meropenemo conserva a sua
atividade e por isso o microrganismo nao € produtor da enzima. A detecao de carbapenemases
com atividade hidrolitica reduzida (como o tipo OXA) e a necessidade de incubacao de pelo

menos 18 h sdo as suas principais limitacées (Tamma P. and Simner P., 2018).

O MALDITOF é um equipamento de espectrometria de massa capaz de identificar rapidamente
os produtos de degradacao do carbapenemo através da diminuicao ou desaparecimento de picos
especificos dos carbapenemos. Os extratos de proteinas bacterianas sdo incubados com um
substrato do antibiotico, cuja estrutura é quebrada, alterando a sua massa (Codjoe F. and
Donkor E., 2017). Neste caso, as proteinas bacterianas que conferem resisténcias sao bastante
complexas, desempenhando um grande desafio para a detecao por este equipamento.
(Ghebremedhin B. et al., 2016). A sua principal desvantagem é a necessidade de alterar as
configuracdes do equipamento em relagdo a configuracdo usada para a identificacdo de

espécies bacterianas (Papagiannitsis C. et al., 2015).

Relativamente aos LFIA, sdo técnicas rapidas baseadas em ensaios imunocromatograficos que
permitem a identificacao direta da enzima presente (Pasteran F. et al., 2016; Tamma P. and
Simner P., 2018).

Na rotina do laboratério de analises clinicas da ULS - Guarda, primeiramente procede-se a
identificacdo do microrganismo presente na amostra e o TSA através de sistemas automatizados
(ex. VITEK® 2). E necessario confirmar as resisténcias e caso existam suspeitas da presenca de
carbapenemases efetuam-se outros testes complementares, como RAPIDEC® CARBA NP e E-
teste (nomeadamente do ertapenemo e do meropenemo). Em situacoes em que as bactérias
apresentam multiplas resisténcias, realiza-se também a determinacao da concentracdao minima
inibitoria (MIC) por E-teste da ceftazidima-avibactam, a determinacao da MIC da colistina por
microdiluicdo e nalgumas situacdes especificas a determinacdo da MIC da tigeciclina por E-

teste, de modo a obter alternativas terapéuticas.
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O E-teste consiste em tiras impregnadas com gradiente de concentracao de um antibi6tico
predefinido (neste caso ertapenemo e meropenemo), que de acordo com o procedimento
padronizado e com as normas definidas pelo Comité Europeu sobre testes de suscetibilidade
antimicrobiana (EUCAST) permite a determinacao da MIC.

Os métodos genotipicos permitem a identificacdo e diferenciacdo de sequéncias genéticas
responsaveis pela resisténcia aos carbapenemos, sendo os mais utilizados o PCR e a técnica de
microarray. O PCR é um procedimento bastante rapido (4-6 h) e apresenta excelente
especificidade e sensibilidade. O PCR em tempo real é uma técnica que possibilita a detecao
de sequéncias-alvo em amostras simples ou complexas e é efetuada na rotina laboratorial uma
vez que reduz o tempo de detecao (Sahuquillo-Arce J. et al., 2015). A tecnologia microarray
facilita a identificacdo de multiplos genes de resisténcia através da hibridacao das sequéncias
bacterianas com as sondas fixas num suporte solido (Stuart J. et al., 2012). Algumas das
desvantagens destas técnicas sao o alto custo e a incapacidade de detetar novos genes de
carbapenemases visto que apenas permite identificar os genes mais prevalentes (Sahuquillo-
Arce J. et al., 2015).
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Figura 4 - A- RAPIDEC® CARBA NP; B - CIM, B1- Resultado positivo para a presenca de
carbapenemase; B2- Resultado negativo; C - Imunoensaios de fluxo lateral com as
diversas carbapenemases (Adaptado de Tamma P. and Simner P., 2018).
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Screening da resisténcia aos
carbapenemos (TSA)
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Figura 5 - Métodos utilizados para detetar microrganismos com resisténcia aos carbapenemos.
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Capitulo 2

2. Objetivos

0 presente trabalho tem como finalidade identificar a prevaléncia das estirpes produtoras de

carbapenemases na ULS da Guarda e caracterizar o seu perfil fenotipico.

3. Métodos

O estudo foi realizado na ULS da Guarda, constituida por dois hospitais, nomeadamente o
Hospital Sousa Martins, localizado na Guarda, e o Hospital Nossa Senhora da Assuncao,
localizado em Seia, por 13 centros de salde e 1 Unidade de Salde Familiar. Esta unidade tem
como missdo a prestacao integrada de cuidado de salude primarios, hospitalares, paliativos e
de convalescenca a populacado da sua area de influéncia tendo como objetivo a prestacao de
cuidados de exceléncia e participar e desenvolver o ensino e a investigacdo cientifica
qualificados.

Este trabalho foi executado no Servico de Patologia Clinica, mais concretamente no laboratorio
de Microbiologia e Biologia Molecular, e compreende a recolha de dados de janeiro de 2016 até
abril de 2019.

Os diversos produtos biologicos, nos quais foram isoladas e identificadas as estirpes que
manifestavam resisténcia ou baixa suscetibilidade aos carbapenemos, foram provenientes dos

diferentes servicos e unidades pertencentes a ULS.

3.1 lIdentificacao de isolados bacterianos

As amostras recebidas pelo laboratorio foram processadas segundo protocolos especificos,
tendo em conta a natureza do produto, que possibilitaram o crescimento do microrganismo
patogénico.

Neste estudo foram selecionadas todas as estirpes identificadas e feito o teste de sensibilidade
aos antibioticos por um sistema automatizado (VITEK® 2 Compact da Biomerieux®). As estirpes
selecionadas manifestavam perfis fenotipicos de resisténcia ou baixa suscetibilidade aos
carbapenemos. Num total de 95 organismos isolados, foram identificadas K.pneumoniae (n=91),

E.coli (n=1), Enterobacter (n=2), Citrobacter freundii (n=1).

3.2 Testes de screnning

De modo a verificar a suspeita de producdo de carbapenemases por parte das bactérias,

determinou-se a MIC dos carbapenemos (ertapenemo e meropenemo). Apos 24 horas de
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

incubacao foi feita a leitura da elipse que intersepta a escala de gradiente predefinida de
concentracbes de antibioticos, que foram interpretadas segundo as normas definidas em
documento pela EUCAST (Clinical breakpoints for bacteria). Em simultaneo foi efetuado de

acordo com as respetivas instrucdes o teste para a pesquisa de carbapenemases (RAPIDEC®
CARBA NP).

L B
T l

Figura 6 - A- RAPIDEC® CARBA NP; B - E-teste

3.3  Testes confirmatorios da presenca de carbapenemases
Alguns destes isolados foram caraterizados molecularmente recorrendo ao PCR em tempo real,
que pesquisa as sequéncias de genes blaypc, blanpm, blayim, blagxa.4s € blaye presentes nas estirpes
resistentes aos carbapenemos. No total de 91 K.pneumoniae foram identificadas KPC (n=31) e

OXA-48 (n=2). Relativamente as restantes estirpes, o Citrobacter freundii era produtor de VIM
e a E.coli produtora de KPC.
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4. Resultados

Tabela 2 - NUmero de isolados no Hospital Nossa Senhora da Assuncao e no Hospital Sousa Martins, no

ano de 2016.

2016

K.pneumoniae  com
RAPIDEC® CARBA NP
positivo + teste
molecular (KPC)

Hospital Nossa Senhora da 4

Assuncgado
Hospital Sousa Martins 1
Total 5

K.pneumoniae

apenas com
RAPIDEC® CARBA NP Total
positivo
8 12
1
8 13

Tabela 3 - Numero de isolados no Hospital Nossa Senhora da Assuncdo e no Hospital Sousa Martins,

em 2017.

2017 K.pneumoniae com K.pneumoniae Enterobacter
RAPIDEC® CARBA apenas com  cloacae
NP positivo + teste RAPIDEC® complex Total
molecular (KPC) CARBA NP RAPIDEC®
positivo CAR_BA NP
positivo
Hospital Nossa 7 9
Senhora da Assuncgao
Hospital Sousa 10 1 17
Martins
Total 17 1 26
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Tabela 4 - Nimero de isolados no Hospital Nossa Senhora da Assuncao e no Hospital Sousa Martins, no
ano de 2018.

(E. cloacae complex - Enterobacter cloacae complex; C. freundii - Citrobacter freundii)

2018  K.pneumoniae K. E.coli E. K. C.
RAPIDEC® pneumoniae com cloacae | pneumoniae freundii
CARBA NP apenas com RAPIDEC complex | com com Total
positivo + teste | RAPIDEC® ® CARBA com RAPIDEC® RAPIDEC®
molecular (KPC) CARBA NP NP RAPIDEC = CARBA NP = CARBA NP
positivo positivo | ® CARBA | positivo +  positivo +
+ teste NP teste teste
molecula | positivo molecular molecular
r (KPC) (OXA-48) (VIM)
Hospital 3 17 1 21
Nossa
Senhora
da
Assuncdo
Hospital 6 25 1 2 1 35
Sousa
Martins
Total 9 42 1 1 2 1 56
60
56
50
8
o
£ 40
2
3 30
o 26
g 20
3
=z 13
10
0
2015 2016 2017 2018 2019
Ano

Grafico 1 - Evolucdo do nimero de isolados na ULS com carbapenemases.
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

L

= Hospital Nossa Senhora da Assuncao (Seia)
= Hospital Sousa Martins (Guarda)

Grafico 2 - Percentagem de isolados com carbapenemases nos respetivos hospitais.

UCSP mm 2,1
UICD s 5,3
Cirurgia mm 3,2
UCl msssss 9,5
Convalescenca mmmm 5,3
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Internamento Pneumologia mm 3,2

Servicos de saude

Medicina I 56,8

b

Urgéncia nnmmmmmmmmm 13,7
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Percentagens (%)

Grafico 3 - Percentagem de estirpes resistentes aos carbapenemos, isoladas nos diversos servicos de

saude da ULS-Guarda.

(UCSP - Unidades de Cuidados de Salde Personalizados)
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

B Mulheres

® Homens

Grafico 4 - Género (%) dos individuos nos quais as bactérias com carbapenemases foram identificadas.
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Grafico 5 - Intervalos de idade (%) nas quais foram isoladas estirpes com carbapenemases.
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Grafico 6 - Estirpes produtoras de carbapenemases isoladas na ULS- Guarda, de 2016 a 2018.

Tabela 5 - Produtos bioldgicos nos quais foram isoladas as estirpes com resisténcia, no ano de 2016.

2016 K.pneumoniae K.pneumoniae
(KPC) RAPIDEC® CARBA NP
i Total
positivo

Urina 1 7 8
Hemoculturas - 1 1
Expetoracoes 2 2
Exsudado de ferida 1 1

ndo cirargica

Aspirado brénquico 1 - 1



Tabela 6 - Produtos bioldgicos nos quais foram isoladas as estirpes com resisténcia, em 2017.

2017 K.pneumoniae Enterobacter
K.pneumoniae RAPIDEC® CARBA cloacae Total
(KPC) NP positivo complex  RAPIDEC®

CARBA NP positivo

Urina 10 4 1 15
Hemoculturas 2 1 - 3
Expetoracoes 4 1 - 5

Aspirado - 2 - 2
brénquico
Bidpsia 1 - - 1

Tabela 7 - Produtos bioldgicos nos quais foram isoladas as estirpes com resisténcia, no ano 2018.

2018 K. E. E. K. C.
K. pneumoniae | coli cloacae pneumoniae | freundii Total
pneumoniae = RAPIDEC® (KPC) complex @ (OXA-48) (VIM)
(KPC) CARBA NP RAPIDEC
® CARBA
NP
positivo
Urina 7 28 1 1 2 39
Hemoculturas 3 3
Pus 1 1 2
Aspirados 1 1
Expetoracoes 1 7 8
Secregoes 1 1
Exsudado 1 1 2
ferida nao
cirurgica
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda
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Grafico 7 - Nimero de isolados nos diferentes produtos, desde 2016 a 2018.



Tabela 8 - Suscetibilidade aos antibidticos das estirpes em estudo, no ano 2016.

2016

K.pneumoniae

K.pneumoniae

RAPIDEC® CARBA NP

Percentagem de
resisténcia/ resisténcia

(KPC) intermédia (%)
Ampicilina
5 7 100
Amoxicilina/Ac. Clavuldnico
5 7 100
Piperacilina/ Tazobactam
5 7 100
Cefuroxima
5 7 100
Cefuroxima Axetil
5 7 100
Cefotaxima
5 7 100
Ceftazidima
5 8 100
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

Cefepima | 1 6 12,5/87,5
R 1
Ertapenem S
R 5 7 100
Meropenem S
R 4 2 100
S
Imipenem | 1 87,5/12,5
R 1 6
S
Amicacina 1 4 2 0/100
R
Gentamicina S
R 5 8 100
Ciprofloxacina S
R 5 8 100
Fosfomicina S 1
R 1 5 85,7

37



Colistina S 4 7

R 1 1 15,4

Trimetoprim/Sulfametoxazol S

R 5 8 100

Nota: A sensibilidade ou resisténcia dos antibioticos nesta e nas seguintes tabelas foi considerada segundo os valores da MIC, estabelecidos pela EUCAST.
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Tabela 9 - Suscetibilidade aos antibidticos das estirpes em estudo, em 2017.

2017

Ampicilina

K.pneumoniae

17

K.pneumoniae Enterobacter

RAPIDEC® CARBA NP RAPIDEC® CARBA NP

Percentagem de
resisténcia/
resisténcia
intermédia (%)

100

Amoxicilina/Ac. Clavulénico

17

100

Piperacilina/ Tazobactam

15

100

Cefuroxima

17

100

Cefuroxima Axetil

17

100

Cefotaxima

16

96,2/3,8

Ceftazidima

17

100

Cefepima

11

38,5/57,7
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

Ertapenem

15

88,5/11,5

Meropenem

11

56,5/8,7

Imipenem

0/75

Amicacina

18,2/81,0

Gentamicina

15

1 84,6

Ciprofloxacina

15

1 84,6

Fosfomicina

13

30,8

Colistina

15

7,7

Trimetoprim/Sulfametoxazol

17

1 100

40



Tabela 10 - Suscetibilidade aos antibioticos das estirpes em estudo, no ano de 2018.

2018 K.pneumoniae E.coli  K.pneumoniae K.pneumoniae Citrobacter Enterobacter Percentagem de
(KPC) (kpc) ~ RAPIDEC® CARBANP x4 48) freundii EL‘;‘,‘ST:: resistencla/
(VIM) RAPIDEC® intermédia (%)
CARBA NP
Ampicilina S
R 9 1 4 2 1 1 100
Amoxicilina/Ac. Clavuldnico S
R 9 1 42 2 1 1 100
Piperacilina/ Tazobactam S
R 9 1 4 2 1 1 100
Cefuroxima S
R 9 1 42 2 1 100
Cefuroxima Axetil S
R 9 1 4 2 1 1 100
Cefotaxima S
| 1 98,2/1,8
R 9 1 141 2 1 1
Ceftazidima S
R 9 1 42 2 1 1 100
S 1
Cefepima | 4 1 29 1 1
R 12 1 1 33,9/64,3
S 1 4 1
Ertapenem | 2 4 78,6/10,7
R 7 34 2 1
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda

S 3 1 13 2 1
Meropenem | 2 7 1 46,4/17,9
R 4 22
S 4 1 7 2 1
Amicacina | 4 29 1 12,5/60,7
R 1 6
Gentamicina S 1 3 1
R 9 39 1 1 1 91,1
S 2 23
Ciprofloxacina = | 2 1 50,0/5,4
R 5 1 18 2 1 1
Fosfomicina @S 8 1 36 1 1 1
R 1 6 1 14,3
Colistina S 9 1 41 2 1 1
R 1 1,8
Trimetoprim/Sulfametoxazol S 5 1
R 9 1 37 2 1 89,3
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Perfil fenotipico das estirpes de Enterobacteriales resistentes aos carbapenemos na ULS-Guarda
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Grafico 8 - Evolucao da percentagem de resisténcia aos variados antibioticos, 2016-2018.
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5. Discussao

A rapida emergéncia das resisténcias aos carbapenemos representa um grande problema atual,
visto que, reduz a disponibilidade de terapéuticas alternativas, aumenta a taxa de mortalidade

e consequentemente aumenta os custos do sistema de satde (Sahuquillo-Arce J. et al., 2015).

Uma ampla diversidade de bactérias resistentes aos carbapenemos tem surgido, sendo a familia
das Enterobacteriales a que apresenta maior impacto epidemioldgico, principalmente
K.pneumoniae, E.coli e Enterobacter. Estas estirpes exibem varios mecanismos de resisténcia
e de modo a evitar as consequéncias avassaladoras das CPE é fundamental a sua detecéao, pois
permite atuar rapidamente, implementando medidas de isolamento e permite decidir o melhor

tratamento.

No presente estudo verificou-se que o nimero de estirpes produtoras de carbapenemases tem
sofrido um crescimento significativo ao longo dos anos, tal como se pode visualizar no grafico
1. De 2017 para 2018, o numero de estirpes com carbapenemases isoladas aumentou mais do
dobro contribuindo para uma maior preocupacao. Esta disseminacao deve-se a capacidade inata
de adaptacéo das bactérias e a facilidade de transmissao entre estirpes, como por exemplo a
prevaléncia da KPC em plasmideos transmissiveis a outras estirpes (Chuquisapon M., 2018). Por
outro lado, atualmente, devido a rapida emergéncia de bactérias resistentes, a Direcao Geral
de Salde (DGS) ao abrigo da Norma 004/2013 atualizada em 13/11/2015, obriga os laboratorios
de patologia clinica do sistema de salde a fazer a notificacdo imediata dos microrganismos
considerados “alerta” e a notificacao mediata dos microrganismos “problema”, dinamizando o
sistema de vigilancia epidemiologica de resisténcia aos antimicrobianos. Os microrganismos
“alerta” sdo pouco prevalentes em Portugal e demonstram resisténcias ou suscetibilidade
intermédia a determinado tipo de antimicrobianos e exigem a implementacao de medidas de
controlo. Os microrganismos considerados “alerta” sao o Staphylococcus aureus com resisténcia
a vancomicina (VRSA), Staphylococcus aureus com resisténcia ao linezolide, Staphylococcus
aureus resistente a daptomicina, Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis com resisténcia
ao linezolide, Enterobacteriales com suscetibilidade intermédia ou resisténcia aos
carbapenemos e/ou presumiveis produtoras de carbapenemases, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. resistentes a colistina. As bactérias alvo deste nosso estudo estdo incluidas
nas Enterobacteriales “alerta”. Devido a necessidade de notificar estas estirpes, os laboratorios
sdo obrigados a procura-las na rotina diaria, o que favorece a sua crescente descoberta (DGS,
2015). No estudo realizado na ULS-Guarda e observando o grafico 6, isolou-se um maior niUmero
de K.pneumoniae resistentes aos carbapenemos representando a quase totalidade de estirpes
(95,8%). Fazendo o paralelismo com um estudo realizado pela DGS, entre o ano 2014 e 2017,
também este demonstrou um aumento consideravel no que diz respeito a K.pneumoniae
resistentes aos carbapenemos (European Centre for Disease Prevention and Control.
Surveillance of antimicrobial resistance in Europe - Annual report of the European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network (EARS-Net) 2017. Stockholm: ECDC; 2018).
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No nosso estudo foram isoladas 95 Enterobacteriales produtoras de carbapenemases. Destas,
44% foram isoladas de produtos bioldgicos provenientes de doentes do Hospital de Seia, sendo
as restantes 56% provenientes do Hospital da Guarda. Constatou-se ainda que, em 2016,
existiam mais casos de resisténcias aos carbapenemos em Seia, mas esta realidade mudou
rapidamente a partir de 2017 pois foi maior o nimero de estirpes de CPE isoladas na unidade
da Guarda, provavelmente porque a presenca destas estirpes esta a grande maioria das vezes
associada a situacdes clinicas mais complicadas que sdao sempre transferidas para a unidade

hospitalar da Guarda.

No que se refere ao género dos individuos portadores de bactérias com carbapenemases e tendo
como fundamento o grafico 4, o sexo mais afetado é o masculino representando 58% do total
de isolados. Este resultado coincide com um estudo realizado por Mariappan e seus

colaboradores, pois no total de 111 doentes, 66,7% eram homens (Mariappan S. et al., 2017).

No que diz respeito as idades dos doentes portadores de bactérias resistentes aos carbapenemos
e tendo como suporte o grafico 5, constatou-se que o intervalo de idades com maior
percentagem deste tipo de isolados é o 81-90 anos, com 43,2%. Nestas idades o sistema
imunitario encontra-se mais fragil, ndo tém tanta capacidade de reacdo contra agentes

causadores de infecbes e por consequéncia sdo mais suscetiveis.

E também no servico de medicina que habitualmente sdo internados os doentes mais idosos o
que explicara em parte a maior prevaléncia deste tipo de estirpes facilmente observado no
grafico 3 (com uma percentagem de 56,8%). E necessario consciencializar os profissionais de
salide e a populacdo para a importancia da higienizacao das méaos e de outras regras basicas de
precaucao de infecoes, com o objetivo de minimizar o seu risco (Organizacao Mundial da Saude,
2009).

Face aos resultados obtidos e considerando o grafico 6 verificou-se que 95,7% dos organismos
isolados correspondem a K.pneumoniae, 2,1% Enterobacter cloacae complex, 1,1% a E.coli e
1,1% Citrobacter freundii. Estes dados sao concordantes com o estudo elaborado por Singh-
Moodley e seus colaboradores pois num total de 2678 isolados, 52,8% foram K.pneumoniae
seguido de 6,3% Enterobacter cloacae. Do total de estirpes isoladas, apenas 35 foram
caracterizadas molecularmente, em que 32 sao KPC, 2 OXA-48 e 1 VIM. Nas restantes 60 estirpes
apenas se efetuou o teste RAPIDEC® CARBA NP com resultado positivo, visto que os testes
moleculares sao muito dispendiosos e por isso eram realizados unicamente em situacdes que
requeriam algum cuidado. O aumento exponencial do aparecimento de bactérias resistentes
conduziu a necessidade de as caracterizar molecularmente de forma a obter um conhecimento
epidemiologico, contribuindo para a adocdo de boas praticas e para um melhor controlo da

infecao.

Relativamente aos produtos biologicos nos quais foram isolados os microrganismos e tendo como
suporte o grafico 7, observou-se que a maioria foram detetados na urina (65,3%), seguida das

expetoracodes (15,8%) e das hemoculturas (7,4%). Num estudo executado por Senchyna e seus
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colaboradores, também a urina foi o produto biolégico com mais microrganismos produtores de

carbapenemases isolados, representando 39,3% (Senchyna F. et al., 2019).

Como grande parte destas estirpes normalmente tém mdltiplas resisténcias existe uma enorme
dificuldade em encontrar tratamento para as infecdes provocadas por organismos Gram
negativos resistentes, sendo necessario desenvolver novos antimicrobianos capazes de prevenir
e tratar estas infecdes. Enquanto se aguarda por opc¢des de tratamento mais eficazes, sao
utilizados antibioticos ja produzidos e os quais ndo apresentam resisténcias, tendo como

objetivo reduzir o impacto.

Através da analise do grafico 8, verifica-se que inicialmente estas estirpes apresentavam um
fendtipo de resisténcias ndo s6 aos B-lactamicos como a maioria dos outros grupos de
antibioticos (aminoglicosideos, quinolonas, antimetabolitos) tendo vindo a diminuir, o que pode
resultar da crescente consciencializacao por parte dos médicos na salvaguarda dos antibioticos

de Gltima linha.

Considerando os carbapenemos estudados, ertapenemo e meropenemo, e atendendo ao grafico
8, verifica-se que a percentagem de resisténcia ao ertapenemo é maior do que a do
meropenemo. Estes resultados devem-se ao facto deste Ultimo ter um espectro de acdo mais
alargado e se reservar para infecdes provocadas por P.aeruginosa, o que contribui para que

seja menos prescrito (Nordmann P. et al., 2012).

Para estirpes multirresistentes ou resistentes a todas ou quase todas as classes de antibioticos,
as opcbes atualmente disponiveis consistem na combinacao de carbapenemos com outros
antibioticos, nomeadamente com polimixinas (colistina), fosfomicina, glicilciclina (tigeciclina)
e aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), uma vez que pode melhorar notavelmente as

infecGes provocadas por estas estirpes (Zhang W. et al., 2018).

No nosso estabelecimento, a percentagem de resisténcia a amicacina diminuiu de 2017 para
2018 havendo 18,2% de resisténcia em 2017 e diminuindo em 2018 para 12,5%. No caso da
gentamicina, em 2016, todas as estirpes isoladas manifestavam resisténcia a este
aminoglicosideo e no ano seguinte a resisténcia baixou para 84,6%, aumentando novamente em
2018 para 91,1%. Relativamente a fosfomicina e a ciprofloxacina, as percentagens de
resisténcia decresceram consideravelmente de 2016 para 2018, passando de 85,7% para 14,3%
e de 100% para 50%, respetivamente. No que diz respeito a cefepima, no ano 2016, a sua
resisténcia registada foi de 12,5%, aumentando em 2017 para 38,5% e diminuindo ligeiramente
em 2018 para 33,9%. Em relacdo a cefotaxima, cefalosporina de 3* geracdao, em 2016
apresentava 100% de resisténcia, a qual reduziu para 96,2% no ano seguinte e em 2018 voltou
a subir para 98,2%. O Trimetoprim/Sulfametoxazol foi outro exemplo de antibidtico cuja

percentagem de resisténcia diminuiu do ano 2017 (100%) para 2018 (89,3%).

Segundo a Rede Europeia de Vigilancia do Consumo de Antimicrobianos (ESAC-Net), o consumo

de polimixinas, particularmente da colistina, quase duplicou de 2009 para 2013, na Europa.

46



Como consequéncia deste consumo, principalmente quando o perfil de resisténcia in vitro
revela a colistina como Unica opcdo para Enterobacteriales, também a resisténcia a este
antibiotico aumentou, desencadeando aqui novamente maior preocupacao (Albiger B. et al.,
2015). Esta preocupacao surge do facto da colistina ser o Gltimo recurso usado no combate a
este tipo de estirpes (Dandachi I. et al., 2018). Na nossa instituicao, em 2016, num total de 13
estirpes CPE isoladas, 2 manifestavam resisténcia a colistina e no ano seguinte de 26 estirpes
continuou a haver 2 estirpes resistentes a este antibiotico. No ano 2018, em 56 isolados, apenas
um apresentava resisténcia a esta polimixina. De acordo com estes resultados é possivel
constatar que na nossa instituicdo o isolamento de microrganismos com resisténcia a colistina
tem vindo a diminuir, provavelmente resulta do facto deste antibiotico apenas ser utilizado
como recurso em situacdes de estirpes com resisténcias a todas as outras classes de antibidticos

sempre que haja outras alternativas.

De acordo com os dados do ECDC, a incidéncia de infecdes provocadas por K.pneumoniae
resistentes aos carbapenemos cresceu substancialmente, o que dificultou o seu tratamento.
Dado que a epidemiologia de K.pneumoniae produtoras de KPC é a mais significativa, houve a
necessidade de desenvolver uma terapéutica eficaz contra as infecbes provocadas pelas
mesmas. A combinacao da ceftazidima, uma cefalosporina de 3% geracao, com avibactam,
inibidor de B-lactamases, tem demonstrado grande eficacia quer para KPC quer para OXA-232
(Zhang W. et al., 2018). Esta combinacao juntamente com aztreonam revela ser uma opc¢ao
promissora contra estirpes de Enterobacteriales produtoras de MBLs ou P.aeruginosa resistentes
aos carbapenemos (Peri A. et al., 2019). Outras terapéuticas tém sido desenvolvidas, tais como,
0 meropenemo-vaborbactam e o imipenemo-relebactam, no entanto, as estirpes produtoras de
OXA-48 e de outras MBLs ainda nao apresentam suscetibilidade a estas combinacdes, sendo

necessario continuar a investigacao de alternativas (Senchyna F. et al., 2018).

No futuro é necessario promover acoes de formagao de boas praticas de prevencao e controlo
de infecoes de modo a diminuir a transmissao de infecdes, com o objetivo de reduzir a
antibioterapia e consequentemente as resisténcias associadas. E fundamental sensibilizar as
pessoas de modo a usarem os antibidticos apenas quando necessario (diminuindo a
automedicacdo), evitar a sua eliminacao para o ambiente e limitar a sua utilizacao na pecuaria
(Sousa J., 2005).
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