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RESUMO

O aparecimento continuo de infeccbes devido a bactérias resistentes a multiplos
antibiéticos é um grave problema de saide publica. K/ebsiella pneumoniae (KP) tem vindo a
adquirir varios genes de resisténcia, incluindo aqueles que codificam carbapenemases como
blacec, e tem-se disseminado globalmente. KP produtores de carbapenemases sao, na maioria
das vezes, resistentes a multiplas classes de antibi6ticos além de B-lactimicos, que incluem
tetraciclinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Ndo existe tratamento ideal para aquelas
infecgdes, mas, paradoxalmente, a inclusio de um ou mais carbapenemos faz parte das opgdes
terapéuticas.

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a evolugdo da resisténcia aos carbapenemos
em KP isoladas no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). Assim, entre | de
Janeiro de 2012 e 31 de Dezembro de 2016, foram recolhidos os dados de 6219 isolados de
KP de 6219 pacientes do CHUC. Os antibiéticos estudados (amoxicilina/acido clavulanico,
piperacilina/tazobactan, cefuroxime, cefotaxime, ceftazidima, amicacina, gentamicina,
tobramicina, ciprofloxacina, levofloxacina, meropenemo, ertapenemo) mostraram-se menos
efectivos ao longo dos anos. Também se verificou que |5 isolados em 2012, 28 em 2013, 88
em 2014, 195 em 2105 e 195 em 2016 eram resistentes ou apresentavam susceptibilidade
diminuida aos carbapenemos. Entre Outubro de 2015 e Dezembro de 2016, a detecgio
fenotipica de carbapenemases foi realizada com Rapidec CARBA NP® (BioMérieux) em 294
isolados resistentes aos carbapenemos: 268 foram positivos; 2| foram negativos e 5 foram
inconclusivos. A partir de Fevereiro de 2016, todos os resultados positivos de CarbaNP foram
confirmados genotipicamente para as carbapenemases KPC, VIM, NDM e OXA-48 com
equipamentos BD MAX® . De 166 isolados CarbaNP positivos, |65 eram portadores de blacec
e um de blaec e blaym. A resisténcia a colistina foi observada em isolados resistentes ao
carbapenemo: 4,1% (8/195) em 2015 e 8,2% (8/195) em 2016. Normalmente, esses isolados
eram resistentes a todas as classes de antibioticos o que origina questdes preocupantes.

Em geral, este estudo realga a importincia da implementagio do rastreio de
carbapenemases em isolados de pacientes internados no hospital ou em admissio hospitalar,

a fim de controlar a disseminacio dos elementos de resisténcia antimicrobiana.

Palavras chave: Klebsiella pneumoniae;, carbapenemos; carbapenemases; KPC; Portugal






ABSTRACT

The continuous emergence of infections due to multidrug resistant bacteria is a serious public
health problem. Klebsiella pneumoniae (KP), has been acquiring resistance genes, including
those encode carbapenemases such as blaec, and is disseminated worldwide. Many
carbapenemase-producing KP are resistant to multiple antibiotic classes beyond B-lactams,
including tetracyclines, aminoglycosides and fluoroquinolones. The optimal treatment, if any,
for infections due to these strains is unclear but, paradoxically the inclusion of one or more
carbapenems seems to be a therapeutic option.

The main objective of this work was to evaluate the resistance to carbapenems of KP isolated
in the Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC). Between January 1*, 2012 and
December 31™, 2016 data of 6219 KP isolates from 6219 patients were collected at CHUC, a
terciary care hospital. The antibiotics studied (amoxicilin/clavulanic acid; piperacilin
/tazobactan; cefuroxime; cefotaxime; ceftazidime; amicacin; gentamicin; tobramycin;
ciprofloxacin; levofloxacin; meropenem; ertapenem) showed to be less effective along the
years. Also it was verified that |5 isolates in 2012, 28 in 2013, 88 in 2014, 195 in 2105 and 195
in 2016 were resistant or showed reduced susceptibility to carbapenems. Between October
2015 and December 2016 carbapenemase phenotypic detection was performed with Rapidec
CARBA NP® (BioMérieux) in 294 carbapenem resistant isolates: 268 were positive; 2| were
negative and 5 were inconclusive. From February 2016, all CarbaNP positive results were
genotypically confirmed for KPC, VIM, NDM and OXA-48 carbapenemases with BD MAX®
equipment. Of 166 positive Rapidec CarbaNP isolates, 165 harbored KPC and one harbored
KPC and VIM. Resistance to colistin was observed in carbapenem resistant isolates: 4,1%
(8/195) in 2015 and 8,2% (8/195) in 2016. Usually those isolates were resistant to all antibiotic

classes, which is becoming a worrisome issue.
Overall this study highlights the importance of implementation of carbapenemase gene

screening in isolates from inpatients or on admission to hospital in order to control the

dissemination of these antimicrobial resistance elements.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; carbapenems; carbapenemases; KPC; Portugal
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l. INTRODUCAO

Pela primeira vez, em 2| de Setembro de 2016, numa reunido de alto nivel convocada
pelo Presidente da Assembleia Geral das Nagdes Unidas (ONU), H.E. Peter Thomson, os
Chefes de Estado comprometeram-se a adoptar uma abordagem ampla e coordenada para
discutir as causas profundas da resisténcia aos antibioticos em varios sectores, especialmente
nas areas da saide humana, da saGde animal e da agricultura: '

"A resisténcia antimicrobiana ameaca a realizacdo dos Objectivos de Desenvolvimento
Sustentavel e exige uma resposta global. Os Estados-Membros acordaram hoje numa
declaragio politica forte que constitua uma boa base para a comunidade internacional avancar.
Nenhum pais, sector ou organizacio pode abordar este assunto sozinho."' (Thomson, H.E,
Presidente da Assembleia Geral da ONU)

"A resisténcia antimicrobiana representa uma ameaca fundamental para a saide humana,
desenvolvimento e seguranca. Os compromissos assumidos hoje devem agora traduzir-se em
accbes rapidas, eficazes e salvadoras em todos os sectores da salde humana, animal e
ambiental. Estamos ficando sem tempo"' (Margaret Chan, Directora Geral da OMS)

"A resisténcia aos antimicrobianos é um problema n3o apenas dos nossos hospitais, mas
das nossas terras e da nossa alimentagdo. A agricultura deve assumir a sua parte de
responsabilidade, tanto pelo uso de antimicrobianos de forma mais responsavel quanto pela
redugio da necessidade de usa-los, através de uma boa higiene na fazenda."' (fosé Graziano da

Silva, Director Geral da Food and Agriculture Organization of the United Nations)

A resisténcia a antibiéticos tem surgido como um problema emergente de saide publica,
em todo o mundo, uma vez que a velocidade de desenvolvimento e a introdugdao no mercado
de novos farmacos tém sido superados pela emergéncia dos mecanismos de resisténcia

bacterianos.?
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Em Maio de 2015 a Organizacio Mundial de Saude (OMS) elaborou o “Global Action
Plan on Antimicrobial Resistance’ que consiste em cinco objectivos fundamentais:

(1) melhorar a sensibilizagdo e compreensédo da resisténcia antimicrobiana;

(2) fortalecer o conhecimento através da vigilancia e da investigagio;

(3) reduzir a incidéncia de infecgio;

(4) optimizar a utilizagio de agentes antimicrobianos;

(5) assegurar a sustentabilidade.?

Em muitos paises, os antibiéticos podem ser comprados em mercados, lojas, farmacias
ou através da Internet sem receita médica ou envolvimento de um profissional de salde.
Antibioticos para usos humano e veterinario, de baixa qualidade sdo generalizados e, muitas
vezes, contém baixas concentragdes do principio activo, estimulando o aparecimento de
microrganismos resistentes. As leis para garantir que os medicamentos sdo de qualidade,
seguros, eficazes e acessiveis para aqueles que deles necessitam devem ser decretadas e
aplicadas por igual, em todo o Mundo.?

As infeccbes nosocomiais sdo uma importante fonte de morbilidade e mortalidade dos
doentes hospitalares. O aumento das infeccdes adquiridas com agentes patogénicos
multirresistentes representa um grave problema em doentes hospitalizados. Tém sido citados
varios factores para aquisigio de uma infecgdo hospitalar, tais como a presenca de condigdes
subjacentes (diabetes, doenca renal ou doenga oncoldgica), longos periodos de hospitalizagio,

procedimentos cirargicos, prévia antibioterapia e presenca de cateteres invasivos.*

|.Klebsiella pneumoniae - PATOGENO NOSOCOMIAL

Klebsiella pneumoniae faz parte do microbiota humano, sendo comensal da nasofaringe
e do tracto gastrointestinal.’

A maioria das infecgdes nosocomiais, no que respeita a bactérias Gram-negativo, é
causada por K. pneumoniae (KP) e esta associada ao prolongado uso de antibiéticos de largo
espectro e a longos periodos de hospitalizagdo.® Até ha pouco tempo, Escherichia coli era a
principal responsavel por estas infecgdes, mas a KP tem vindo a ganhar cada vez mais relevo.
Em ambiente hospitalar, as principais fontes para transmissio de KP sido o aparelho
gastrointestinal dos doentes e as mios do pessoal clinico,” o que permite que se dissemine
rapidamente entre doentes.

A patogenicidade deste microrganismo advém, nio sé do meio ambiente propicio ao

seu desenvolvimento, como também, dos seus factores de viruléncia: a capsula polissacarida
2



INTRODUCAO

que KP forma e protege a bactéria da fagocitose dos polimorfonucleares e as propriedades
adesivas mediadas por fimbrias e/ou adesinas que Ihe permitem aderir as células epiteliais.’

As infecces por KP estdo maioritariamente associadas aos cuidados de salde: infecgdes
urinarias, por vezes relacionadas com uso prolongado de sonda vesical; infeccdes respiratorias,
também devidas ao uso do ventilador, septicémias e infeccdes de feridas operatérias.’

KP é intrinsecamente resistente aos antibiéticos: penicilina, ampicilina, amoxicilina,
carbenicilina e ticarcilina, devido a produgio de uma [3-lactamase de classe A cromossémica.
As B-lactamases do tipo SHV sdo muito comuns em KP, como a SHV /2, que hidrolisam as
penicilinas e algumas cefalosporinas de |* geracdo, e as de espectro alargado (“extended
spectrum B-lactamase” - ESBL) cujo espectro hidrolitico se estende a cefalosporinas de 2* e
3% e por vezes de 4°geragdo e monobactamos.®’

Ao longo do tempo KP tem adquirido resisténcia as diferentes classes de antibiéticos,
principalmente por transferéncia horizontal de elementos genéticos méveis como plasmideos.
Em 1982, foi identificada a primeira ESBL, na Alemanha, num surto hospitalar. Desde essa
altura foram ja identificadas mais de 200 variantes de ESBL, algumas das quais estdo presentes
na maioria dos paises do Mundo.'® Com o progressivo aumento de bactérias produtoras de
ESBL, os carbapenemos passaram a ser o grupo disponivel para tratar estas infecgdes.
Rapidamente apareceram estirpes produtoras de carbapenemases que neste momento, e
segundo os relatérios da OMS e do European Centre of Disease Contro/ (ECDC), estdo

presentes a nivel mundial.'*"(Figura )

_

—

Figura |: Klebsiella pneumoniae. Percentagem (%) de isolados

invasivos com resisténcia aos carbapenemos por pais; EU/EEA,
2015"

2. MECANISMOS DE RESISTENCIA

As bactérias Gram-negativo podem ter diferentes mecanismos de resisténcia que actuam

sobre a mesma ou diferentes classes de antibidticos: (i) alteragio da permeabilidade da
3
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membrana externa por diminuicio ou alteracio da conformagio de porinas (“Outer
membrane porin”- OMPs); (ii) bombas de efluxo que diminuem a acumulagédo intracelular do
antibiotico; (iii) mutagdes que alteram o local activo de ligacdo (iv) genes que codificam

enzimas, como as [3-lactamases, que destroem o antibiético.'

i- Alteracdo da permeabilidade da membrana externa

A membrana externa das bactérias Gram-negativo é uma barreira de protecgio destes
microrganismos mas que n3do compromete as trocas de nutrientes necessarias a sua
sobrevivéncia. Aquela é constituida por uma bicamada lipidica com proteinas que formam um
poro -as porinas- (OMPs) para passagem de compostos hidrofilicos. As alteragdes da
permeabilidade desta barreira tém um grande impacto na susceptibilidade dos microrganismos
aos antibiéticos.'? As porinas sio a via de passagem através da membrana externa de pequenas
moléculas de antibiéticos hidrofilicos como os B-lactidmicos, as tetraciclinas, o cloranfenicol e

as quinolonas."

A perda de porinas ou alteracdes na sua funcionalidade torna os
microrganismos resistentes a estes antibioticos.

Em KP, as porinas OmpK35 e OmpK36 tém um papel fundamental na entrada de
antibiéticos e consequente destruigio destas bactérias. A sua expressio depende das
condigdes ambientais, como por exemplo a osmolaridade do meio.'* A expressio dos genes
que codificam as principais porinas da KP pode ser comprometida por mutagdes que causam
alteracdes na estrutura proteica, terminagao prematura da translagio ou disrupgao do gene,

tendo como alvo frequente os carbapenemos, principalmente o ertapenemo.''

ii- Bombas de efluxo

As bombas de efluxo conseguem expelir diferentes antibioticos e substratos com varias
especificidades (dependo do tipo de bomba), e levam a diminuicdo da concentragdo
intracelular de antibiético."”

As bombas de efluxo mais conhecidas em KP sdo as AcrAB e OqxAB e quando sobre-
expressas sio apontadas como responsaveis pelo aumento das concentracdes minimas

inibitorias (CMIs) de diferentes antibiéticos.'”'®"

iii- Mutagdes que alteram o local activo de ligagdo do antibiético
Relativamente a parede celular da célula bacteriana, podemos referir como exemplo os
B-lactamicos que se ligam irreversivelmente as D-D-carboxitranspeptidases (Penicillin-Binding

Proteins- PBPs), impedindo a formacdo de pontes interpeptidicas entre cadeias peptidicas
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vizinhas do peptidoglicano em crescimento. Assim, mutagdes nos genes produtores de PBPs
ou recombinagdes homologas entre genes de PBPs, que nio alterem a fungio das proteinas
ou a sintese de novos PBPs sem grande afinidade para os B-lactimicos conferem as estirpes

resisténcia a estes antibiéticos. 2%

iv. Genes que codificam enzimas que destroem o antibiético

A producio de enzimas capazes de inactivarem as moléculas antibioticas € um dos
mecanismos de acgdo mais frequente e constantemente renovado pois, sempre que aparece
um novo antibiético surge também uma nova enzima para o destruir. Assim, “emergem” as
carbapenemases, capazes de destruir os carbapenemos, antibiéticos de ultimo recurso,

utilizados em infecgdes graves por microrganismos Gram-negativo produtores de ESBL.*

3. CARBAPENEMASES

As carbapenemases sio conhecidas desde a introducdo do imipenemo na terapéutica
hospitalar, nos anos 80, embora estas enzimas derivassem, principalmente de Bacillus cereus,
Bacteroides fragilis e Stenotrophomonas maltophifia® Estas enzimas hidrolisam as penicilinas,
todas as cefalosporinas, os monobactamos, os carbapenemos e ndo sio inibidas pelos

inibidores das B-lactamases, o que deixa poucas opgdes terapéuticas.”

3.1. CARBAPENEMOS

Os carbapenemos sdo antibioticos B-lactimicos de largo espectro, exercendo actividade
em bactérias Gram-positivo e Gram-negativo.”* (Figura 2) Sdo indicados para a utilizagio em
infeccbes graves por agentes multirresistentes. Representam em muitos casos a ultima
alternativa terapéutica, pelo que devem ser preservados e utilizados apenas em situagdes
seleccionadas em que outros farmacos ndo sio eficazes, sob pena de favorecer a proliferagio
de estirpes resistentes a todos os antibiéticos disponiveis.”

Os carbapenemos diferem das penicilinas no anel que contem uma dupla ligacdo entre

o carbono 2 e 3, e o 4tomo de enxofre que é substituido por um carbono, na posigio |.%

HO HO CH,
0 H
HE H He s Q(OH £
N / \/\N/gNH N
) H o]
H H OH u
[¢] 4]
Imipenemo Meropenemo Ertapenemo Doripenemo

Figura 2: Estrutura quimica dos carbapenemos: imipenemo; meropenemo; ertapenemo e doripenemo (Adaptado de Zhane/
et al, 2007).
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O primeiro carbapenemo a ser descoberto foi a tienamicina, nos anos setenta,
produzido a partir do microrganismo Streptomyces cattleya.”” A instabilidade desta molécula
levou ao desenvolvimento de um novo derivado, o imipenemo. Contudo, este antibiético é
sujeito a degradagdo enzimatica da dehidropeptidase (DHP-1) renal e para ser usado na pratica
clinica tem que ser administrado em conjunto com a cilastatina, que é uma molécula inibidora
daquela enzima. A acgido da cilastatina estende-se também, a prevencdo da nefrotoxicidade
provocada pelo imipenemo, quando administrado em monoterapia.’**’

O meropenemo surgiu depois, tendo a vantagem de nio ser degradado pela DHP-I e
ser uma molécula mais estavel. Mas, tanto o imipenemo como o meropenemo tém tempos de
semivida curtos, exigindo multiplas administragdes diarias.” O ertapenemo foi desenvolvido
de modo a ter tempos de semivida mais longos o que resulta numa Gnica administragdo diaria.
No entanto é uma molécula mais instavel em presenca de estirpes produtoras de ESBL.?

Os carbapenemos, sendo (-lactimicos, nio se difundem facilmente através da membrana
externa bacteriana, tendo que entrar nas bactérias Gram-negativo, através de proteinas
existentes na membrana externa: as porinas. Apds atravessarem o espago periplasmatico, os
carbapenemos acetilam as PBPs inibindo a formagio do peptidoglicano.”

O uso de carbapenemos esta indicado no tratamento de infecgbes graves como
pneumonia nosocomial, infecgdes wurinarias complicadas, infecgbes intra-abdominais
complicadas e neutropenia febril.?®*” Estes antibiéticos, sendo quase o ultimo recurso, s6
deveriam ser utilizados em presenca de estirpes produtoras de ESBL, associada a resisténcia
de outras classes de antibioticos como as quinolonas e os aminoglicosideos. O seu uso
indiscriminado e a falta de politicas restritivas de vigilancia aos antibiéticos levaram a que a
resisténcia aos carbapenemos, principalmente por producdo de carbapenemases, seja um

problema mundial 3%?*'°

3.2. CLASSIFICACAO DAS CARBAPENEMASES

As carbapenemases sdo enzimas que inibem a maioria dos 3-lactimicos e encontram-se,
fundamentalmente em Enterobacteriaceae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa.’'

A classificagdo das B-lactamases pode ser funcional ou genética: classificagbes de Bush e
de Ambler, respectivamente.’'”?> A classificacio mais simples baseia-se na sequéncia
nucleotidica, em que as B-lactamases se dividem em quatro classes moleculares: A; B, C e D

(classificacio de Ambler).*
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As carbapenemases dividem-se em dois grupos de acordo com o seu centro activo:
serina carbapenemases que pertencem as classes A e D e metalo-3-lactamases que pertencem

a classe B (classificagdo de Bush).*

3.2.1. Classe A

Esta classe inclui as enzimas dos grupos KPC, IMI, SME, NMC e GES que tém serina no
seu centro activo e sio inibidas pelo 4cido borénico.**** Sio resistentes aos carbapenemos a
varios niveis, desde a susceptibilidade diminuida até a completa resisténcia. As SME, NMC e
IMI sdao normalmente, enzimas cromossémicas, a primeira encontrada em Serratia marcescens,
e as outras, esporadicamente, detectadas em Enterobacter cloacae. As enzimas GES sio
encontradas nos integrdes e plasmideos em K. pneumoniae e P. aeruginosa. As KPC também
se localizam, normalmente em elementos moéveis, como plasmideos, integrdes e transposdes,

sendo prevalentes em KP e outras Enterobactérias.’*?*%

3.2.2. Classe B

As metalo-f3-lactamases (MBL) incluem as familias das B-lactamases VIM, IMP, SPM e
NDM, tém zinco no seu centro activo e sdo inibidas pelo EDTA. Além dos carbapenemos, as
MBL hidrolisam a maioria dos B-lactimicos com excepgio dos monobactimicos, cujo
representante é o aztreonamo.

A primeira MBL foi identificada no Japdo, em 1990, a partir de uma estirpe de
P.aeruginosa e denominou-se como IMP-1.%* Na Europa, em 1997, foi identificada a VIM-I,
também numa estirpe de P.aeruginosa.”’

Actualmente as MBL sdo responsaveis por surtos de resisténcia aos carbapenemos, em
K. pneumoniae e outras Enterobactérias, P. aeruginosa e A. baumanni®® Mais recentemente,
em 2008, foi identificada a primeira enzima NDM-I, num isolado de K. pneumoniae de um
doente oriundo da India e que tinha varias co-morbilidades.’*® Esta enzima encontra-se

amplamente disseminada em Enterobactérias na Asia.*

3.2.3. Classe D

As carbapenemases OXA sio encontradas maioritariamente em A. baumannii. A
primeira B-lactamase OXA com actividade hidrolitica para os carbapenemos, foi descrita em
A. baumannii, em 1993.2

As B-lactamases OXA-48 hidrolisam as penicilinas e os carbapenemos mas nio as
cefalosporinas de 3* geragio.® Como muitas estirpes produtoras de OXA-48, exibem
susceptibilidade as cefalosporinas de espectro alargado e apenas diminuigdo da susceptibilidade

aos carbapenemos o seu reconhecimento fenotipico e deteccdo podem tornar-se desafiantes
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e passar despercebidos. * O gene OXA-48 é relativamente pouco comum, e na maioria das
vezes esta localizado num Unico plasmideo, que entretanto se disseminou por diferentes
espécies de Enterobactérias.®

Em Istambul, em 2001, a partir da urina de um doente queimado, foi isolada a primeira
KP produtora de OXA-48 que apresentava resisténcia a todos os [-lactimicos e
carbapenemos. Esta KP, embora fosse resistente as cefalosporinas de 3* geragio, apresentava
baixas CMlIs.* Surtos de Enterobactérias produtoras de OXA-48 tém sido descritos na
Turquia, na Tunisia, no Senegal e mais recentemente, em paises da Europa nomeadamente em
Franca® e em Espanha®*. Na Colémbia, em Fevereiro de 2015, apareceu o primeiro caso de

uma estirpe de K. oxytoca produtora de OXA-48.>°

3.3. EPIDEMIOLOGIA GLOBAL DE Klebsiella pneumoniae PRODUTORA DE
CARBAPENEMASES

A primeira KP produtora de carbapenemases (KPC) foi descoberta, em 1996, nos EUA
e desde entdo tém-se disseminado por todos os continentes, embora a exacta epidemiologia
da sua expansdo varie com a sua localizacdo geografica. Na maioria das vezes, restam como
opgoes terapéuticas a colistina, a tigeciclina e um aminoglicosideo, embora haja casos onde se
verifica uma pan-resisténcia, nio havendo qualquer antibiético disponivel in vitro.”'

No Canad4 em 2008 foi anunciada a primeira KP-KPC.*?

Na América Latina, nomeadamente na Colémbia, as enzimas KPC sio endémicas nas
Enterobactérias, e foi em 2005 que, em dois isolados de dois doentes diferentes, que ndo
tinham saido do pais, se identificou KP com blacec.» (ST258 e ST512).°*** Na Argentina, em
2006, apareceu o primeiro isolado produtor de KPC-2. O programa de vigilancia detectou
casos esporadicos em 2008, e a partir de meados de 2009 registou uma disseminagio abrupta
de um clone de KP: ST258.%* Actualmente, no Brasil, KP-KPC-2 é endémica, estando também,
descritos isolados recolhidos dos esgotos hospitalares. **

Na India, os primeiros microrganismos identificados com KPC foram E coli K.
pneumoniae e Proteus mirabilis de doentes envolvidos em ensaios clinicos, entre 2002 e 2006.
Mas neste pais, as carbapenemases mais prevalentes sio as metalo--lactamases NDM,
seguidas de OXA-48.%

Na China, em 2004, o primeiro isolado foi identificado num doente internado na unidade
de cuidados intensivos de um hospital da Provincia de Zhejiang. Passado pouco tempo, uma

grande variedade de Enterobactérias KPC positivas foi identificada no Este da China. A
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carbapenemase KPC-2 é a preponderante neste pais e o clone dominante é o STII| que é
relacionado com o ST258. *

Na Australia e Nova Zelandia existem <|% de Enterobactérias produtoras de KPC. Os
casos esporadicos apareceram em doentes que tinham viajado para zonas endémicas de KP-
KPC. O primeiro isolado da Australia foi de um doente que tinha estado de férias na Grécia,
assim como, o primeiro isolado da Nova Zelindia foi de um doente que veio repatriado de
um hospital chinés.*®

Na Europa quase todos os paises reportam KP-KPC.*”> No Reino Unido, h4 relato da
primeira KP-KPC em 2007. Demonstrou-se que em 2008 e 2009 predominava a KP ST258
em doentes (13 isolados) que tinham viajado para a Grécia, Chipre e Israel. Este padrao mudou
consideravelmente e registou-se um aumento abrupto de isolados (216 em 2010 e 368 em
201 1) com um padrio diferente,” resultado de uma transmissio horizontal dos plasmideos
IncFIIK, relacionados com o plasmideo Israelita pKpQIL entre KP e outras Enterobactérias.
Muitos destes isolados mantiveram-se susceptiveis as quinolonas e aos aminoglicosideos,
contrastando com o gendtipo ST258 que tem um perfil de resisténcia caracteristico
(normalmente sé sensivel a colistina, a tigeciclina e 2 gentamicina).”'

Os primeiros isolados KP KPC positivos relacionados com a Grécia foram identificados,
em 2007, em Franga e na Suécia, em dois doentes que tinham sido previamente hospitalizados
em territorio Grego e em Heraklion, na ilha de Creta. Nos dois anos seguintes registaram-se
varios surtos em diferentes hospitais gregos e aquela estirpe acabou por se disseminar por
todas as unidades de saude, incluindo as de cuidados continuados. Em 2014 a Grécia registou
62,3% de KP resistentes aos carbapenemos.®' ¢ ¢

Em Francga, em 2005, o primeiro isolado clinico de KP KPC-2 é proveniente da urina e
do sangue de um doente que trés meses antes tinha estado internado num hospital de Nova
lorque ** Em 2008 identificam-se KP KPC-2 em isolados de exsudados de feridas de um
doente transferido da Grécia. Em 2009 é publicado o primeiro caso “nativo” de £ coliST 131
produtora de KPC-2 e CTX-M-15. Em 2012, em Franca, estabeleceram o programa de
vigilancia epidemiologica e foram identificados 19 casos de KP KPC-2 e KPC-3.*'

Em 2008, em Itdlia identifica-se a primeira KP KPC-3 num doente com infeccdo
intrabdominal complicada. O determinante genético estava localizado no transposio Tn440/,
que foi descrito nos isolados ST258, em Israel. As KP KPC-3 espalharam-se rapidamente por
todo o pais como reportado pelo sistema de vigilincia EARS-Net, que mostra que a resisténcia

aos carbapenemos aumentou de 1-2% em 2009 para 30% em 201 1.5

Em Espanha, em 2009, um homem de 66 anos foi o primeiro dos oito casos colonizados
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com KP KPC-3, dos quais sete eram ST384 e o outro ST388.° Num estudo realizado em
Espanha, em 2013, entre Fevereiro e Maio, foram recolhidos 282 isolados de KP nio sensiveis
aos carbapenemos, de 83 hospitais. Verificou-se que 83,3% das KP eram produtoras de OXA-
48 e apenas |% de KPC.”

Em Portugal aparece a primeira publicagdo, em 2012, relatando uma estirpe de E.coli
KPC-2 isolada a partir da 4gua de um rio.”' Entre Novembro de 2009 e Junho de 2011
recolheram-se do Centro Hospitalar Lisboa Norte, 41 isolados clinicos de KP, K. oxytoca,
Enterobacter aerogenes, E. coli e Citrobacter freundii, sendo que todos eram produtores de
uma carbapenemase KPC-3.> Em 2013, houve um surto de 18 KP KPC-3 nos Hospitais da

Universidade de Coimbra. 7

4. CONTROLO DE INFECCOES

Klebsiella pneumoniae tornou-se um problema emergente e foi reconhecida como a
causa principal de infecgdes adquiridas no Hospital. A sua crescente resisténcia aos
carbapenemos e o consequente insucesso no tratamento de infecgdes nosocomiais torna-a
um alvo preocupante. E premente a necessidade de um controlo de infeccbes eficaz para
prevenir o aparecimento de novos casos de doentes colonizados/infectados.”

Algumas estirpes deste microrganismo tém uma clara tendéncia para se disseminar nas
instituicdes de salde e exibem uma capacidade particular de causar surtos nosocomiais. A
transmissdo cruzada através das maos do pessoal da saide ou de reservatérios ambientais
parece ser importante na disseminagio nosocomial das estirpes de KP tanto em situagdes
epidémicas como endémicas.”” No entanto, também esti descrito um surto causado por
alimentos contaminados, sugerindo a transmissdo através da cadeia alimentar.”

"Colonizagdo" define-se como a localizagdo de bactérias no intestino, na pele, no nariz,
na garganta ou em qualquer outra parte do corpo de um ser humano ou animal. Quando em
pacientes hospitalares, a palavra colonizacdo refere-se a portadores de bactérias patogénicas
que nio apresentam sinais nem sintomas de infecgdo.”

Nos Estados Unidos da América, o “Centers for Disease Control and Prevention”
(CDC) recomenda que seja efectuado o rastreio de doentes relativamente a colonizagdo com
microrganismos nao susceptiveis aos carbapenemos, sempre que seja reconhecida uma estirpe
de Enterobactéria resistente a carbapenemos, num hospital.”®

Em 2013, a “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
publicou uma lista de medidas para prevencdo e controlo de infeccdes por microrganismos
Gram negativo multirresistentes que se dividem em cinco categorias: medidas de higiene das
maos; rastreio dos novos pacientes; precaucdes de contacto; limpeza do ambiente hospitalar

e vigilancia antimicrobiana.”



Il. OBJECTIVOS

Sendo Klebsiella pneumoniae um patégeno nosocomial cujas alternativas terapéuticas,
por vezes, se tornam escassas devido ao aumento de resisténcia aos carbapenemos, é
imperativo entender a sua epidemiologia hospitalar local bem como os mecanismos associados
a esta resisténcia. Este estudo é determinante para que os organismos de vigilincia possam
actuar activa e preventivamente. Nesse sentido colheram-se os dados relativos aos isolados
de KP do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), com o objectivo geral de
se entender a evolugéo da resisténcia em KP e, em particular, aos carbapenemos neste Centro
Hospitalar Terciario. Os objectivos especificos sio:
|. Avaliar a susceptibilidade de isolados clinicos de KP entre 2012 e 2016;
2. Estudar a evolugio da resisténcia aos antibidticos nos Ultimos cinco anos, em
particular aos carbapenemos;
3. Pesquisar a presenga de genes que codificam as carbapenemases: KPC; NDM; IMP;
VIM e OXA-48 nos isolados clinicos de KP com susceptibilidade diminuida aos

carbapenemos.






IIl. MATERIAIS E METODOS

l. RECOLHA DOS ISOLADOS CLINICOS DE Klebsiella pneumoniae

Para a realizagio deste trabalho, foram recolhidos os dados de 6219 isolados de KP
colhidas de 6219 doentes entre | de Janeiro de 2012 e 3| de Dezembro de 2016. As amostras
foram colhidas de doentes internados nas diferentes enfermarias do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra. O CHUC tem 1808 camas, distribuidas por seis pélos diferentes:
1271, Hospital da Universidade de Coimbra (HUC); 222, Centro Hospitalar de Coimbra
(CHC); 116, Hospital Pediatrico (HP); 90, Maternidade Bissaya Barreto (MBB); 8l,
Maternidade Daniel de Matos (MDM) e 28, Hospital Psiquiatrico Sobral Cid (HSC).

Até Novembro de 2014 existiam dois laboratérios de microbiologia: um nos CHC que
estudava os produtos provenientes dos CHC; HP; HSC e MBB e outro nos HUC que estudava
as amostras dos doentes dos HUC e MDM. A partir daquela data houve fusido dos laboratérios
de microbiologia e passaram a tratar-se todos os produtos no laboratério de microbiologia
dos HUC.

A identificacdo e os estudos de susceptibilidade aos diferentes antimicrobianos foram
realizados pelos sistemas automatizados “MicroScan WalkAway” (Dade Behring) nos CHC
até Novembro de 2014, e “Vitek 2” e “Vitek MS” (BioMérieux) nos HUC, seguindo as

instrucdes do fabricante.
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Os produtos biologicos, a partir dos quais se recolheram os isolados, foram: secregdes

brénquicas; sangue; liquidos biolégicos; cateteres e drenos; urina e exsudados purulentos.

|.1. METODOS UTILIZADOS NA IDENTIFICAGAO DE Klebsiella pneumoniae

I.1.1. Vitek 2® BioMérieux

O VITEK 2 é um sistema automatizado de microbiologia que utiliza tecnologia baseada
no crescimento bacteriano. Sdo utilizadas “cartas” com reagentes colorimétricos que sio
incubadas com as bactérias, e os resultados interpretados automaticamente. (Figura 3)

O procedimento foi o seguinte: utilizou-se uma zaragatoa e suspendeu-se um nimero
suficiente de coldnias de uma cultura pura em 3,0 mL de solugdo aquosa de NaCl 0,45% e pH
entre 4,5 e 7,0; num tubo de plastico transparente de 12 x 75 mm (Poliestireno) até se obter
uma densidade semelhante a da suspensio de 0,5 da escala de McFarland, com a ajuda do
densitémetro, DensiChek® (BioMérieux).

As “cartas” de identificacdo tém 64 pogos, cada um com um substrato diferente. Os
substratos servem para testar as varias actividades metabdlicas tais como acidificacio,
“cartas” de identificagio e o tubo de ensaio com a suspensio de microrganismos sio
colocados numa “rack” que ¢ introduzida no equipamento e transportada para uma cdmara
onde é submetida a vacuo. Depois, a suspensio com o microrganismo é forgada a passar
através do tubo de transferéncia e enche os pogos da carta de identificagdo. As cartas sdo
incubadas a 35,5° C +/- |° C. A cada |5 minutos sdo lidas num sistema optico a trés
comprimentos de onda diferentes e, em seguida, retornam a incubadora até a leitura seguinte.
Os dados sdo recolhidos em intervalos de |15 minutos e os calculos sio feitos mediante a

comparagdo dos resultados das reaccdes com a base de dados do equipamento cuja

g (U -

b C

Figura 3: a, equipamento Vitek 2® BioMérieux; b, exemplo de carta de identificagio; ¢, Rack com carta de
identificagdo e tubo com suspensio bacteriana
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interpretagio leva a identificagio do microrganismo.”® (Figura 3)

I.1.2. VITEKMS® BioMérieux

A tecnologia “Matrix-Assisted Desorption/lonization” (MALDI) “Time-Of-Flight
Analysis” (TOF) baseia-se na espectrometria de massa (MS) que é uma técnica analitica para
determinar (classificar e contar) a composicdo elementar de uma amostra ou molécula. O
principio da MS consiste em ionizar compostos quimicos para gerar moléculas carregadas e
para medir sua relagdo massa/carga. Estas caracteristicas moleculares funcionam como uma

|”

“impressao digital” e podem ser utilizadas para identificacdo bacteriana rapida a partir de
colénias bacterianas isoladas.

A tecnologia MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight)
usada pelo VITEK® MS (BioMérieux) examina os padrdes de proteinas detectadas
directamente de bactérias intactas. A amostra a ser analisada é misturada com uma matriz (0-
Cyano-4-hydroxy cinnamic acid and Acetonitrile) e é aplicada numa placa de metal e irradiada
com um laser. A matriz absorve a luz laser e juntamente com a amostra sio vaporizadas,
ganhando uma carga eléctrica (ionizagido). Os campos electromagnéticos do equipamento MS
guiam os ides pelo “tubo” do espectrometro de massa e o tempo de voo separa-os de acordo
com a sua relacdo massa/carga gerando picos, quando passam no detector. Estes sio depois

comparados com os perfis existentes na base de dados para se identificar o microrganismo.

(Figura 4)
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Figura 4: a, colonias bacterianas, sio colocadas no pogo da placa metilica juntamente com a matriz; b,
VitekMS® BioMérieux; c, imagem ilustrativa do que se passa no interior do equipamento Vitek MS® (figuras gentilmente
cedidas por BioMérieux, Portugal)
O procedimento consistiu em: com uma ansa colocou-se uma colénia num dos pogos
da lamina e adicionou-se |l de matriz. Deixou-se secar até cristalizar. Depois, colocou-se a

lamina no equipamento e obteve-se a identificagio do microrganismo ao fim de 20 minutos.
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I.1.3. MicroScan Walkaway ® (Siemens)

O MicroScan Walkaway ® (Siemens) é um equipamento automatizado, que incuba
automaticamente a suspensio bacteriana por um periodo de tempo entre |18 a 24h podendo
re-incubar até as 48h. Adiciona reagentes e executa a leitura dos painéis. ldentifica os
microrganismos e realiza os respectivos testes de susceptibilidade a partir de uma suspensio
prévia. Este sistema consiste em painéis de 96 pocos, impregnados com a série bioquimica
(cerca de 30 substratos) para a identificacdo bacteriana e os agentes antimicrobianos com suas
respectivas diluicdes para a susceptibilidade antimicrobiana com concentragio inibitoria
minima. Contém cerca de 20 antibioticos por painel. Apresenta uma dupla metodologia de
leitura: a metodologia colorimétrica (espectrofotometro modificado com seis comprimentos
de onda e fibras 6pticas) que ¢ utilizada para a leitura dos painéis cromogénicos convencionais
e painéis rapidos cromogénicos e a metodologia fluorimétrica que é usada para a leitura dos
painéis rapidos fluorogénicos. O equipamento tem acoplado um computador capaz de

armazenar todos os registos dos pacientes e respectivas identificagdes de microrganismos e

antibiogramas. (Figura 5)

Identificacso bioquimica
usando substratos

eldssicos

Painel Cormbo
ID/TSA

Figura 5: Equipamento MicroScan® (Siemens) e respectivas galerias de identificacio e antibiograma.

2. DETERMINAGAO DA SUSCEPTIBILIDADE DOS ISOLADOS CLINICOS DE

Klebsiella pneumoniae

Os isolados clinicos de KP foram testados para determinar a sua susceptibilidade aos
antimicrobianos nos equipamentos automaticos “MicroScan WalkAway” e “Vitek 2”. Os
antibiéticos  testados por rotina foram: ampicilina; amoxicilina/ac.clavulanico;
piperacilina/tazobactam; cefuroxime; ceftazidima; cefotaxime; meropenemo; ertapenemo;
imipenemo; amicacina; gentamicina; tobramicina; ciprofloxacina; levofloxacina e
trimetoprim/sulfametoxazol (cotrimoxazol). A interpretacdo dos resultados até Dezembro de
2013 foi feita segundo os critérios do “Clinical Laboratory Standards Institute” (CLS)® e a
partir de Janeiro de 2014 pelo EUCAST.®

Quando surgiram os primeiros isolados resistentes aos carbapenemos, e sempre que o
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resultado do método automatico suscitou duvidas, fez-se a confirmagio pelo método manual
recorrendo a tiras de E-teste. Este método também foi sempre utilizado para determinagio

da CMI) da tigeciclina.

2.1. VITEK-2 ® (BioMérieux)

O procedimento utilizado para a determinagio da susceptibilidade aos antimicrobianos
é o mesmo que foi descrito para a identificagdo de microrganismos. O que varia é a carta que,
embora tenha os mesmos 64 pogos, tem 3 a 4 pocos com diferentes concentracdes para cada
antibiético e um pogo que serve de controlo positivo. Os antibidticos estdo liofilizados e sdo
reidratados quando a suspensdo de microrganismo € aspirada para o interior da carta. Para
medir o crescimento do microrganismo sio utilizados sistemas 6pticos que recorrem a luz
visivel. Estas opticas de transmissio baseiam-se numa leitura de luz inicial de um pogo antes
do crescimento significativo ter comegado. Amostras periodicas de transmitancia de luz do
mesmo pogo medem o crescimento do microrganismo pela quantidade de luz que é impedida
de passar pelo pogo.

A “carta” de susceptibilidade VITEK baseia-se na técnica de concentragido inibitéria
minima de microdiluigio com concentragdes equivalentes ao método padrao. Os calculos das
CM s sdo feitos com base nas caracteristicas de crescimento observadas. O VITEK 2 compara
a distincia entre os valores observados e os esperados para cada classe de CMI, partindo de
dados compilados de um grande nimero de microrganismos (Método de Ml esta ligado a uma
identificacio de um microrganismo para determinar uma interpretacio de categoria em

Sensivel (S); Intermédio (1) e Resistente (R).2

2.2. MICROSCAN® (Siemens)

Método descrito previamente (ver 1.2.3.).

2.3. METODO MANUAL E-TEST

A metodologia de E-test consiste na aplicacdo de tiras de plastico (tiras de E-test: AB
bioMérieux, Solna, Suécia), impregnadas de antibiético segundo um determinado gradiente de
concentracdo, em placas de gelose de Mueller Hinton (BioMérieux, Franga), previamente
inoculadas com suspenséo bacteriana de 0,5 McFarland. Um dos lados da tira contem a escala

de CMI (ug/ml) correspondente ao gradiente de concentragdo de antibiético presente no
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verso da tira. As concentragdes variam, dependendo do antibiético testado, entre 0,002 a 32
pg/ml e 0,016 a 256 pg/ml. Apés incubacdo a 37°C durante 18-24 horas, observa-se, ou ndo,
uma zona de inibicio do crescimento bacteriano, de forma eliptica. A concentragdo minima

e 7 e

inibitéria é lida na intercepgdo do vértice da elipse com a tira de E-Teste.

3. DETECGAO FENOTIPICA DE B-LACTAMASES DE LARGO ESPECTRO (ESBLs)

3.1. VITEK 2® (BioMérieux)

Da carta de antibiograma de bacilos Gram-Negativo do Vitek2 fazem parte seis pogos
que contém respectivamente: cefepime, 1,0 pg/ml; cefotaxime, 0,5 pg/ml e ceftazidime 0,5
Mg/ml, e combinados com écido clavulanico (10; 4 e 4 pg/ml, respectivamente). O crescimento
em cada um dos pogos é avaliado quantitativamente pelo leitor éptico. A diminuigdo de
crescimento no pogo com acido clavulanico relativamente ao pogo s6 com uma cefalosporina
¢ indicativo de produgido de PB-lactamases de largo espectro (ESBL) e o resultado ¢

interpretado e validado pelo software Advanced Expert System (AES) do Vitek.®

3.2. MicroScan Walkaway ® (Siemens)

Do painel MicroScan ESBL Plus fazem parte os seguintes agentes antimicrobianos
(intervalos de concentragio em pg/ml): cefotaxima, 0,5-128; cefotaxima/clavulanato, 0,125/4-
|6/4; ceftazidima, 0,5-128; ceftazidima/clavulanato, 0,125/4-16/4. A diferenca nos pogos de
crescimento entre as cefalosporinas e as cefalosporinas com o acido clavulanico ¢é lida e

interpretada pelo software do equipamento.

3.3. METODO MANUAL

O método utilizado consistiu na pesquisa de sinergismo entre o acido clavulanico (CLA)
e a ceftazidima (CAZ), o cefepime (FEP), a cefoxitina (FOX), o cefotaxime (CTX) e o
aztreonamo (AZT), usando-se a técnica de Kirby-Bauer, em que se inoculou uma placa de
Mueller Hinton (MH), com uma suspensio bacteriana com turvacdo idéntica a de 0,5
McFarland, colocaram-se o disco de amoxicilina/acido clavulanico (20/10pg) no centro da placa
e os outros cinco discos de antibioticos, CAZ (30pg); FEP (30pg); FOX (30pg); CTX (30ug)
e a AZT (30ug); a uma distancia entre 15 a 20 mm do disco com acido clavulanico. #Apos

incubacdo a 37°C, durante |18-24 horas, verificou-se se houve um aumento (maior ou igual a
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.....

CLA, o que indica produgio de ESBL.%* Em paralelo com este método fez-se também a pesquisa
fenotipica de ESBL com tiras de E-teste em que de um lado tém impregnado uma cefalosporina
de 37 geragido (TZ ou CT) e do outro, uma cafalosporina com CLA (TZL ou CTL). Uma
diferenca de CMI > 8 entre os dois ou a presenca de “zonas fantasma” e deformacgdes da elipse

sdo sugestivos de presenca de ESBL. (Figura 6)

Figura 6: Fotografias de uma estirpe produtora de ESBL: pesquisa fenotipica.

4. DETECGAO DE CARBAPENEMASES: PESQUISAS FENOTIPICA E GENOTIPICA

4.1. Rapidec Carba NP® (BioMérieux): PESQUISA FENOTIPICA

E um teste rapido cujo principio se baseia na deteccio da hidrélise
do anel beta-lactimico do imipenemo e que se visualiza pela mudanga
de cor do indicador, vermelho de fenol. Distingue produtores de
carbapenemases de outros mecanismos associados a resisténcia dos
carbapenemos e é capaz de detectar metalo-beta-lactamases (IMP; VIM
e NDM); KPC e OXA-48.%

O teste foi realizado conforme recomendado pelo fabricante.

Distribuiram-se 100ul de Suspensio API® (BioMérieux) em cada um dos
trés pogos da galeria (Figura 7): pogo a com solugdo vermelho de fenol;
pogo b com controlo de turvagdo e pogo c com tampao de lise. Deixou-
se entre 4 a |0 min a temperatura ambiente. A partir de placas de agar
Tripticase soja (BioMérieux) incubadas a 37°C, durante |8 a 24h,

colheram-se para o pogo ¢ coldnias bacterianas suficientes até que a

turvagdo dos pogos ¢ e b se igualassem. Incubou-se durante 30min a

Figura 7: Rapidec
CarbaNP® BioMérieux

temperatura ambiente e depois transferiram-se 25ul do poco c para os
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pogos d (pogo controlo) e e (pogo com imipenemo) e 25ul do pogo a para os pogosd e e. A
galeria foi incubada a 37 ° C durante 30min, e fez-se a primeira leitura. Se o resultado, ao fim
daquele tempo, foi negativo voltou-se a incubar até perfazer 2h e leu-se novamente. Um teste
positivo corresponde a cor amarela ou laranja, enquanto a cor vermelha indica um resultado

negativo.®®

4.2. BD MAX® (Quilaban): PESQUISA GENOTIPICA

O BD MAX CRE® Assay é um ensaio que detecta trés genes de resisténcia aos
carbapenemos (b/akec; blaoxa-4s; blanom) encontrados predominantemente em Enterobactérias.
O sistema BD MAX ® automatiza a extraccio de amostras, amplificagio e detecgio, usando
PCR em tempo real.

Fez-se uma suspensio bacteriana de 0,5 McFarland, pipetaram-se 25 pl para o tubo
tamp3o de amostra BD MAX ® CRE e agitou-se no vortex. O tubo tampio de amostra é
colocado no equipamento BD MAX ® e ocorrem os seguintes procedimentos automatizados:
as células bacterianas sio lisadas a alta temperatura, o DNA é extraido com a ajuda de esferas
magnéticas e os acidos nucleicos ligados sido lavados e eluidos por calor no Tampéao de Eluicéo.
Entdo, uma aliquota do DNA eluido ¢ adicionada aos reagentes de PCR que contém os primers
para os genes blakrc, blaoxa4s € blanom. Os alvos amplificados sio detectados com sondas de
hidrolise marcadas com fluoréforos distintos. A amplificacao, deteccdo e interpretagio dos
sinais sdo feitas automaticamente pelo equipamento. O ensaio inclui, também, um Controlo
de Processamento de Amostras que esta presente no tubo de extracgio. Aquele sofre a
extraccdo, concentracio e amplificacdo; etapas que servem para monitorizar a presenga de
substancias inibidoras, bem como a ineficiéncia do processo devido a falhas do instrumento

ou reagente.

4.3. GenXpert ® (WERFEN): PESQUISA GENOTIPICA

O Xpert Carba-R Assay da Cepheid, executado no equipamento GeneXpert® consiste
num teste diagnéstico /in vitro qualitativo concebido para a deteccido e diferenciacdo rapida
das sequéncias dos genes blarc, blaoxass, blanom, blawm e blamp. associados a ndo
susceptibilidade a carbapenemos em bactérias Gram-negativo. O GeneXpert (GX) automatiza
e integra a preparagio de amostras, a extraccdo e amplificacido de acidos nucleicos e a
deteccdo da sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em
tempo real. Tem acoplado, um computador e software para a execucado de testes e visualizagdo
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dos resultados. Para realizagdo da técnica, o GX requer a utilizagio de cartuchos descartaveis,
de utilizagdo Unica, que contém os reagentes de PCR onde decorre esse processo. Dado que
os cartuchos sido independentes, é minimizada a contaminagido cruzada entre amostras. O
ensaio Xpert Carba-R Assay inclui os primers para a detecgdo de sequéncias de genes blakrc,
blaoxa.4s, blanom, blavm € blamp.;, bem como um controlo de processamento da amostra (CPS)
para controlo do processamento adequado da bactéria alvo e para indicar a presenca de
inibidor(es) na reacgdo PCR.

Para realizagdo do teste seguiram-se as indicagdes do fabricante. Colheu-se uma colénia
da estirpe a estudar, previamente semeada num meio de agar e incubada a 37°C durante 18 a
24h e fez-se uma suspensio de 0,5 Macfarland em agua bidestilada ou soro fisiolégico.
Pipetaram-se 25 pl daquela suspensdo para o “reagente de amostra”, fornecido pelo “kit” e
agitou-se |10s no vortex. Desta, com uma “pipeta de Pasteur”, fornecida pelo “kit”, pipetaram-
se |,7 ml de solugdo para o cartucho de reaccio que se colocou no equipamento. Ao fim de,

aproximadamente, 50 min visualizou-se o resultado no computador do equipamento. (Figura8)

Figura 8: Equipamento Gene Xpert ® Werfen e cartuxo Xpert-Carba-R®

5. DETECGAO E IDENTIFICAGAO DE KPC

Em isolados em que se suspeitou de produgio de KPC, procedeu-se a sua caracterizagdo
molecular, recorrendo a colaboradores da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra.”

Sucintamente, o DNA foi extraido pelo método de ebulicio e b/arc amplificado por
PCR com primers especificos. Apés amplificacdo, os produtos amplificados foram purificados
para serem sequenciados. A sequenciacido foi feita na StabVida (Caparica, Portugal). As
sequéncias nucleotidicas foram analisadas e comparadas com as existentes na base de dados
BLAST.

Os ensaios de conjugagio foram feitos nas KP produtoras de KPC. Todas as KP KPC

foram utilizadas como estirpes dadoras e a £.co/i|53 (resistente a azida de sédio) como célula
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receptora. Os plasmideos extrairam-se das células bacterianas usando o Qiagen plasmid Midi
Purification kit (Qiagen, Portugal) e o método Kado & Liu method. > Os grupos de
incompatibilidade (Inc) foram identificados de acordo com o protocolo “PCR-based replicon
typing” (PRBT).

Para se conhecer a clonalidade das estirpes usaram-se as técnicas “pulsed-field gel
electrophoresis” (PFGE) e “multi-locus sequence typing” (MLST).

O estudo encontra-se publicado ” e colocou-se no anexo .
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I. ORIGEM DOS ISOLADOS CLINICOS DE Klebsiella pneumoniae

Entre 2012 e 2016 foram recolhidos os dados relativos ao nimero de doentes com
infecgdes por KP, no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Estudou-se um isolado
por doente de um total de 6219 doentes: 1061 em 2012; 1062 em 2013; 1149 em 2014; 1441
em 2015 e 1506 em 2016. (Figura 9)
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Figura 9: Nimero de doentes e isolados por ano: 2012; 2013; 2014; 2015 e 2016

Do total de doentes, 51,7% eram do sexo feminino. Observou-se que 7,4% dos doentes
tinham idades entre os 0 e os 25 anos; 12,7% entre os 26 e os 50 anos; 36,6% entre 51 e os

75 anos e 43,2%, mais de 75 anos de idade.

Relativamente a distribuigdo por servigos verificou-se que os isolados eram provenientes
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de: 31,1% Urgéncia; 29,7 % Unidades Médicas (Medicina Interna; H. dia Oncologia;
Hematologia; Nefrologia; Cardiologia; Pneumologia; Dermatologia; Endocrinologia;
Imunoalergologia; Infecciosas; Neurologia; Psiquiatria); 22,5% Unidades Cirargicas (Cirurgia
Geral; Cirurgia Vascular; Cirurgia Plastica; Unidade de Queimados; Cirurgia Maxilo-Facial;
Neurocirurgia; Unidade de Transplantes Renais; Unidade de Transplantes Hepaticos; Cirurgia
Cardiotoracica); 10,9% Unidades Médico-Cirargicas (Ginecologia/Obstetricia; ORL;
Gastroenterologia; Ortopedia; Urologia); 5,8% Hospital Pediatrico.

Todos os produtos estudados eram de origem hospitalar e isolaram-se KP a partir de: 59% de
urinas; 16% de secrecbes bronquicas (expectoracdes; lavados bronco-alveolares e aspirados
brénquicos); 10% de hemoculturas; 9% de exsudados purulentos (exsudados de feridas
cirurgicas e ndo cirurgicas; pus de abcesso, aspirados de feridas); 4% de liquidos biolégicos
(liquido peritoneal, bilis, liquido pleural, liquido sinovial); 2% de outros produtos (pontas de

cateter, drenos, tubos endo-traqueais, proéteses). (Figura 10)

Distribuicdo por produtos (%)
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Figura 10: Distribuigdo das estirpes estudadas por produtos

2. PERFIS DE SUSCEPTIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS DOS
ISOLADOS CLINICOS DOS CHUC

2.1. ANO 2012

Em 2012 estudaram-se 1061 isolados clinicos de KP. Os perfis de antibiogramas foram
obtidos através dos equipamentos Vitek2 (bioMérieux® ) e MicroScan Walkaway (Beckman
Coulter®).

Os antibioticos mais eficazes foram os carbapenemos: meropenemo, imipenemo e
ertapenemo com as respectivas sensibilidades 99,3%; 99,7%; 98,7%. Em niumeros absolutos

observaram-se 4 (0,4%) isolados com susceptibilidade intermédia ao ertapenemo e sensiveis
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ao imipenemo e meropenemo e 10 (0,9%) isolados resistentes ao ertapenemo dos quais trés
eram também resistentes aos outros carbapenemos, trés mostraram susceptibilidade
diminuida a0 meropenemo e os restantes quatro eram sensiveis. Ainda relativamente aos [3-
lactamicos a piperacilina/tazobactam continua a ser uma preferéncia terapéutica no CHUC
apesar de apresentar uma sensibilidade de 70,6%. No que diz respeito as cefalosporinas de 3°
geragdo, em 2012, o cefotaxime e a ceftazidima apresentaram sensibilidades de 59,4% e 57,8%
sendo que 40,3% das KP eram produtoras de [3-lactamases de espectro alargado.

A amicacina foi o aminoglicosideo mais eficaz, seguido da gentamicina e da tobramicina.

Quanto as quinolonas, a levofloxacina (66,3%) mostrou ser mais activa que a
ciprofloxacina (52,7%). O cotrimoxazol mostrou uma susceptibilidade de 56,8%. Segundo os

dados recolhidos do Vitek2®, 40,3% das estirpes eram produtoras de ESBL. (Figura |1)
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Figura |1: Perfil de antibidticos dos isolados de K. pneumoniae no ano de 2012. Relativamente ao item B
lactamase de largo espectro a percentagem de sensibilidade corresponde a Negativa e de resistente a Positiva.

2.2. ANO 2013

No ano de 2013 estudaram-se 1062 isolados de KP de 1062 doentes.

Comparativamente com o ano de 2012 o perfil de susceptibilidade dos antibiéticos 3-
lactdmicos: amoxicilina/ac.clavulanico, piperacilina/tazobactam, cefuroxime, ceftazidima,
cefotaxime e carbapenemos manteve-se, muito semelhante. Os aminoglicosideos também nio
apresentaram diferengas significativas nos seus perfis de susceptibilidade assim como as
fluoroquinolonas estudadas. A resisténcia ao cotrimoxazol aumentou ligeiramente para 46,8%.

Em nimeros absolutos a resisténcia aos carbapenemos aumentou para 27 isolados resistentes
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ao ertapenemo, |3 resistentes ao imipenemo e |16 ao meropenemo, o que ditou o alerta para

a possibilidade de haver, nos HUC, estirpes produtoras de carbapenemases. (Figura 12)
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Figura 12: Susceptibilidade (%) aos antibi6ticos dos isolados de K.pneumoniae, no ano de 2013

2.3. ANO 2014
Em 2014 estudaram-se 1149 isolados de 1149 doentes. Neste ano registou-se um
aumento de resisténcia em todos os antibiéticos estudados como podemos verificar

comparando a Figura 12 com a Figura 13. (Figura 13)
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Figura |3: Susceptibilidade (%) aos antibiéticos dos isolados de K.pneumoniae, no ano de 2014
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2.4. ANO 2015

Em 2015 estudaram-se 1449 isolados de 1449 doentes.

O cenario do aumento das resisténcias em todos os antibioticos estudados manteve-se
em 2015 e o aumento da resisténcia aos carbapenemos foi evidente (0,9% em 2012; 2,2% em
2013; 8% em 2014; 13,1% em 2015). (Figura 14) No final de 2015, nas estirpes com
susceptibilidade diminuida aos carbapenemos, comegou-se a fazer o teste RAPIDEC®
CarbaNP (BioMérieux) para avaliar a producdo de carbapenemases, no sentido de dar uma
resposta rapida ao clinico e de se proceder as medidas de prevencdo adequadas.

Devido ao perfil de resisténcia das estirpes produtoras de carbapenemases, passaram-
se a estudar também a colistina e a tigeciclina. Observou-se que 183 (95,8%) isolados foram
susceptiveis a colistina e 8 isolados (4,2%) foram resistentes. O numero de estirpes testadas
para a tigeciclina foi de apenas 37 e destas, 33 (86,8%) mostraram ser susceptiveis.

Relativamente a percentagem de estirpes produtoras de ESBL, observou-se que veio a

diminuir a partir de 2013 com 46,8%; 45% em 2014 e 41,2% em 2015.

Perfil dos antibidticos de K.pneumoniae
2015
da
Trimetoprim/Sulfa | ———————— |
Amicacina | i
Tobramicina _
Gentamicina —
Levofloxacina _
Ciprofloxacina _
Merop | —
p |—- OSensivel

Ertapenemo - O Intermédio

Ceftazidima () SResistente
Cefotaxima | ————— |
Cefuroxima  ———————————
Piperacilina/Tazobactam _

Ampicilina
Amoxicilina/CA =
Beta lactamase largo espectro L —
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 14: Perfil de antibiéticos dos isolados de K. pneumoniae (N=1449) no ano de 2015. Relativamente ao item (-
lactamases de largo espectro a % de sensibilidade corresponde a Negativa e % de resistente a Positiva.

2.5. ANO 2016

Em 2016, as resisténcias aos antibidticos sdo sobreponiveis as de 2015.
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3. Klebsiella pneumoniae e B-LACTAMASES DE ESPECTRO ALARGADO (ESBL)

Pela andlise dos dados constatou-se que as estirpes produtoras de ESBL aumentaram
entre 2012 e 2013 e foram diminuindo, a partir de 2013 até 2016: 40,3% em 2012; 46,8% em
2013;45% em 2014, 41,2% em 2015 e 36% em 201 6. Observou-se que a diminuigido de estirpes
produtoras de ESBL se verificou, em paralelo com o aumento de estirpes produtoras de
carbapenemases. Os resultados apresentados sio do equipamento Vitek2® (BioMérieux).
Naqueles casos, puseram-se em duvida os resultados do método automatico mas, sempre que

se fez a pesquisa fenotipica de ESBL, por método manual, esta foi inconclusiva. (Figura 15)

ESBL Positivo (%)

m ESBL Positivo

o 10 20 30 40 50
(%)

Figura 15: Percentagem (%) das estirpes de K. pneumoniae produtoras de
ESBL em 2012, 2013, 2014, 2015 e 2016

4. RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS NAO B-lactimicos NOS ISOLADOS DE
Klebsiella pneumoniae RESISTENTES A CEFTAZIDIMA, ENTRE 2012 E 2016

Fez-se uma andlise, entre 2012 e 2016, para avaliar o comportamento das estirpes
resistentes a ceftazidima (considerando-a como representante das cefalosporinas de terceira
geracio) relativamente as outras classes de antibidticos nio B-lactamicos (aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e sulfonamidas). Verificou-se que a taxa de resisténcia é muito elevada

excepto para a amicacina. (Tabela |)

Tabela |: Resisténcia (%) aos antibiéticos ndo B-lactimicos nos isolados de K. pneumoniae resistentes 2 ceftazidima

2012 2013 2014 2015 2016

Amicacina 0,7 0,3 0,9 1,4 1

Tobramicina 76,3 81,5 88,9 91,6 87,3
Gentamicina 69,1 759 81,2 84,5 74,
Ciprofloxacina 88,2 85,9 87,8 91,3 89,2
Levofloxacina 66,5 86,8 87,1 90,1 87,3
Cotrimoxazol 85,2 87,4 93,2 945 88,1
ESBL + 95,4 98,2 93,1 79,5 74,2
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5. ESTUDO DOS ISOLADOS COM SUSCEPTIBILIDADE DIMINUIDA A
CARBAPENEMOS

5.1 EVOLUGAO DA RESISTENCIA AOS CARBAPENEMOS EM Klebsiella pneumoniae,
ENTRE 2012 E2016

O numero de estirpes KP resistentes ao ertapenemo aumentou entre 2012 e 2015 e
manteve-se em 2016: 0,9% em 2012; 2,2% em 2013; 8% em 2014; 13,1%em 2015; 13% em
2016. O mesmo se verificou com os outros carbapenemos estudados. A evolucdo das

resisténcias aos carbapenemos, no CHUC, de 2012 a 2016 esta representada na Figura 6.

Resisténcia (%) aos Carbapenemos
entre 2012 e 2016

14%
12%

I O% r—
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4% Meropenemo
2% //

0%
2012 2013 2014 2015 2016

Figura 16: Evolugdo da resisténcia aos Carbapenemos entre 2012 e 2016

No ano de 2016 as KP produtoras de carbapenemases estdo distribuidas pela maioria

dos servicos do CHUC. (Figura 17)
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Figura 17: Distribuicdo, do N° de KP produtoras de carbapenemases em 2016, por servico do CHUC
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52. SUSCEPTIBILIDADE DOS ANTIBIOTICOS NOS ISOLADOS COM
SUSCEPTIBILIDADE DIMINUIDA OU RESISTENTES AO ERTAPENEMO

Os isolados com susceptibilidade diminuida ou resistentes aos carbapenemos sio,

normalmente, resistentes aos outros grupos de antibiéticos. (Figura |8)

Resisténcia (%) aos antibiéticos de isolados de susceptibilidade intermédia e resistentesao
ertapenemo entre 2012 e 2106
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Figura 18: Resisténcia (%) aos antibiéticos dos isolados de KP com susceptibilidade intermédia e resistentes ao
ertapenemo nos anos de 2012, 2013, 2014, 2015 e 201 6.

A percentagem de resisténcias apresentada no grafico corresponde a um nimero
absoluto de isolados de |5; 28; 88; 195 e 195 respectivamente, nos anos de 2012; 2013; 2014;
2015 e 2016.

De ressalvar que a baixa resisténcia a amicacina corresponde a um “perfil” de
susceptibilidade intermédio de 35,7% em 2012; 59,3% em 2013; 76% em 2014; 83,1% em 2015
e 83% em 2016.

Destaca-se também a resisténcia a colistina que em 2015 foi de 4,1% (n=8/195) e em
2016 de 8,2% (n=16/195).

Observou-se que, excepcionalmente, alguns dos isolados resistentes aos carbapenemos,
sdo susceptiveis as quinolonas, as cefalosporinas de 3* geragio e/ou ao cotrimoxazol, fugindo
ao perfil hospitalar de multirresisténcia do CHUC, como se demonstra na tabela seguinte.

(Tabela 2)
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Tabela 2: Antibiogramas de isolados clinicos de K.pneumoniae resistentes aos carbapenemos e sensiveis a outros grupos de
antibiéticos.

ANO Idade  Sexo Servigo Produtos EP IP MP CAZ CiP LV GN AM  SXT ESBL

2015 6A M HP-UCI L. PERIT. R R R R R S S S R ESBL n
2015 89A F URGENCIA URINA R R R R R R S S R ESBLn
2015 90A F URGENCIA URINA R R R R R R S S R ESBL n
2015 27A M TRANSP. RENAL URINA R R R R R R S S R ESBLp
2015 86A F URGENCIA URINA R R R R R R S S R ESBL p
2015 85A M ORTOTRAU. URINA R S S R R R S S R ESBLp
2015 76A M URGENCIA URINA R S S R R R S S R ESBL p
2015 93A F URGENCIA URINA R R R S R R R | R ESBLp
2015 99A M M.INTERNA EXPECT. R R R R R R S S S ESBL n
2016 97A F M.INTERNA A. BRQ. R R R R S S S S S ESBLp
2016 52A M TRANSP. RENAL P.CAT.VAS. R | | S S S S S S ESBL n
2016 88A M URGENCIA URINA R R R R R R S S S ESBLn
2016 77A M ucic P.CAT.VASC R R R R S S S S S ESBL p
2016 97A F URGENCIA URINA R | R R R R S S S ESBLn
2016 88A F M.INTERNA EXPECT. R | R R R R S S S ESBL n
2016 69A M CARDIOLOGIA A URINA R R R R S S S S S ESBLn
2016 71A M NEUROC. A. BRQ R | R R S S S S S ESBL n
2016 81A M INFEC. HEMOC. R | R R R R S S S ESBLn

*HP, Hospital Pediatrico; TRANSP. RENAL, Urologia-Transplantes Renais; ORTOTRAU, Ortotraumatologia; UCIC; Unidade
Cuidados Intermédios Coronarios; L. Perit.,Liquido Peritoneal; P.CAT.VAS., Ponta de catéter vascular; EP, ertapenemo; IP,
imipenemo; MP, meropenemo; CAZ, ceftazidima; CIP, ciprofloxacina; LV, levofloxacina; GN, gentamicina; AM, amicacina;
SXT, cotrimoxazol; ESBL, B-lactamase de espectro alargado; ESBL n, Estirpes nio produtoras de ESBL; ESBL p, Estirpes
produtoras de ESBL; R, resistente; S, sensivel; |, intermédio.

6. PESQUISA DE CARBAPENEMASES

Em 2013, a resisténcia ao ertapenemo aumentou relativamente a 2012 (Figura 16, seccao
5.1). Assim, os 27 isolados foram caracterizados a nivel molecular na Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra, para a avaliar a existéncia de KP portadoras de b/apc. Destes,
|8 eram portadores da carbapenamase KPC-3. 7 Pesquisou-se também o potencial de
transferéncia do gene KPC através de ensaios de conjugacdo e identificou-se o tipo de
plasmideo. Neste estudo identificaram-se quatro grupos de incompatibilidade de plasmideos,
sendo o replicdo IncF o mais prevalente (56%), seguido do IncN (7,4%), IncHI 1 (3,7%) e IncHI2
(3,7%). Os 18 isolados KPC-3 foram positivos para o plasmideo IncF que foi transferido de
todos os isolados, por conjugagio para a £ col/)53 e confirmado pelo antibiograma e PCR.

Também se estudaram |6 KP-KPC e 4 KP nio produtores de KPC quanto a clonalidade
recorrendo as técnicas de “pulsed field gel electrophoresis” (PFGE) e “multilocus sequence
typing” (MLST). Neste trabalho, a analise de PFGE revelou trés grupos de isolados produtores

de KPC enquanto todos os ndo-KPC eram unicos. A analise MLST dos produtores de KPC
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identificou-os como ST 15 ou ST348 (“Sequence type”- ST). Nos isolados nao-KPC identificou-
se também o STI5 além do STI | (ver publicagio em ANEXO I).

A identificacio da KPC neste hospital alertou para a necessidade de se proceder a
deteccdo de carabepenemases. A detecgio fenotipica das carbapenemases no hospital fez-se,
a partir de Outubro de 2015 utilizando o “kit” RAPIDEC CARBA NP
® (CarbaNP)(BioMérieux) em estirpes com susceptibilidade diminuida aos carbapenemos.
Entre aquela data e 31 de Dezembro de 2016 foram feitas 294 pesquisas de carbapenemases
em estirpes de KP com susceptibilidade diminuida aos carbapenemos. Destas obtiveram-se
268 resultados positivos; 21 negativos e 5 inconclusivos.

A partir de Fevereiro de 2016, em todas as estirpes cujo resultado do teste rapido para
pesquisa de carbapenemases foi positivo, fez-se a pesquisa dos genes VIM, NDM; KPC e OXA-
48 no equipamento BD MAX® (Quilaban). De 166 resultados CarbaNP positivos observou-
se que: 165 eram produtores de KPC e um de KPC e VIM; de 5 resultados CarbaNP negativos,
100% (n=5) foram negativos na pesquisa genética por PCR e dos 5 resultados inconclusivos,
um era produtor de KPC e nos outros quatro a pesquisa genética, por PCR, foi negativa.

Em Agosto de 2016, perante um resultado negativo do CarbaNP, de uma estirpe de
Escherichia coli resistente ao ertapenemo e com os CMls do meropenemo e do imipenemo,
embora susceptiveis, mais altos que o normal, fez-se pesquisa genética de carbapenemases no
equipamento BD-MAX® . O resultado foi positivo para OXA-48. Para comprovacio, testou-
se a mesma estirpe em outro aparelho, GeneXpert® (Werfen), que confirmou o resultado.

Em Outubro de 2016 iniciou-se a pesquisa genética a todos os isolados resistentes a

pelo menos um carbapenemo.
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IV. DISCUSSAO

I. ORIGEM E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

DE Klebsiella pneumoniae

Entre 30 paises europeus com maior consumo de antibiéticos, na comunidade, Portugal,
em 2012, estava em nono lugar.® Embora os nimeros apresentados neste trabalho sejam
preocupantes, os antibiéticos consumidos a nivel hospitalar, quantitativamente, representam
uma pequena parte do total nacional comparando com o consumo do ambulatério.® E de
salientar que a maioria de KP isoladas, e consideradas neste estudo, foram provenientes da
Urgéncia. Alguns doentes podem ter adquirido KP neste hospital, no servigo de Urgéncia, ou
ja terem estado hospitalizados no CHUC. Outros chegam de outros hospitais ou instituigdes
de saude, provavelmente ja medicados e muitos vém também de residéncias para idosos ou
de unidades de cuidados continuados onde estariam colonizados com estirpes
multirresistentes.!’® O facto do servigo de Urgéncia ter a maior percentagem de isolados KP
é preocupante, sugerindo que algumas estirpes multirresistentes e resistentes a carbapenemos
podem entrar no hospital por esta via, e que deveria fazer-se um rastreio na admissio ao
hospital para avaliar os doentes colonizados.

Em 2012 a percentagem de resisténcia as cefalosporinas de terceira geragio, cefotaxime
e ceftazidima, foi de aproximadamente 40% a par com as KP produtoras de ESBL (59,7%). Na
Holanda fez-se um estudo sobre a relagido entre a resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo e a producido de ESBL e presenca de AmpC e concluiu-se que embora a produgio de

ESBL, nomeadamente de CTX-M, fosse a principal responsavel por aquela resisténcia, a
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producio de AmpC tinha também um papel muito significativo.?” Num trabalho realizado com
estirpes de KP dos HUC, em 201 |, confirmou-se que 68% eram produtoras de CTX-M-15.%°
No nosso pais, entre 2007 e 2014, a taxa de resisténcia as cefalosporinas de terceira geragio,
em KP, subiu de 16,5% para 40,9%.* No CHUC também se verificou a mesma tendéncia de
aumento de resisténcia a ceftazidima: 35,1% em 2012; 41% em 2013; 46% em 2014; 48% em
2015 e 45% em 2016. Na Europa em geral e noutros paises como a Colémbia e os Estados
Unidos tem-se também constatado esta crescente resisténcia.”’**

A resisténcia concomitante entre cefalosporinas de 3% geragdo; fluroquinolonas e
aminoglicosideos é outro resultado preocupante, também descrito nos varios relatérios do
ECDC e da Direccio Geral de Saide (DGS)''* e justificado pelo uso abusivo de
fluoroquinolonas em ambulatério, na maioria das vezes prescritas empiricamente, para o
tratamento de infec¢des urinarias nio complicadas.” %

O relatério do ECDC de 2012 mostra que a Grécia apresenta uma resisténcia de 60,5%
aos carbapenemos, seguido da Itidlia com 28,8%, que pode ser justificada pela tendéncia
crescente de KP produtoras de ESBL e resistentes aos outros grupos de antibidticos e que
levou ao uso frequente de carbapenemos.®® A percentagem de susceptibilidade diminuida aos
carbapenemos, em 2012, no CHUC, foi de 0,9% o que ainda estava muito aquém daqueles
valores e mais aproximado dos paises noérdicos.”®” Na Grécia e na Itilia, nesta altura, a
producio de KP KPC ja era a grande responsavel pela resisténcia aos carbapenemos.

No CHUC a resisténcia aos carbapenemos foi-se estabelecendo, lentamente, até 2015,
ano em que ha um aumento abrupto e em que se verificaram |3,1% de estirpes resistentes ao
ertapenemo. A par desta resisténcia aos carbapenemos apareceram, também |6 estirpes
resistentes a colistina em 2016. Até ha pouco tempo, a resisténcia as polimixinas era descrita
como sendo mediada unicamente por alteragdes cromossémicas. Na China, em Novembro
de 2015, foi identificado, em E.colj, isolada de um porco, o primeiro gene plasmidico, mcr-/,
que codifica resisténcia a colistina. *® Em Franga, em 2014 houve um surto de KP OXA-48

resistente a colistina, mas nenhuma era produtora de MCR-1.”

Um estudo belga, em 2016,
mostrou que este plasmideo se encontra disseminado em estirpes de Ecoli
enterotoxicogénicas de animais de quinta, por toda a Europa.'” Nos Estados Unidos o
primeiro isolado de um doente com o gene MCR-1 surgiu em Maio de 2016.

Até a data, em Portugal ainda nao foi reportado oficialmente um isolado clinico produtor
de MCR-1/2. Os isolados deste estudo resistentes a colistina serdo estudados a nivel molecular

num futuro préximo, uma vez que nio era o principal objectivo deste trabalho.
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2. DETECGAO DE B-LACTAMASES DE LARGO ESPECTRO (ESBLs)

A produgdo de ESBLs, ao longo do estudo, aumentou de 2012 para 2013 e foi diminuindo
até 2016.

Os dados do Vitek2, relativos a producdo de ESBL, em 2016, maioria deles negativos
(64% ESBL n), suscitam duvidas visto que, em 2012 e 2013, as estirpes resistentes aos
carbapenemos dos HUC apresentavam os genes CTX-M-I5, SHV-tipo e TEM-tipo como
demonstrado nos trabalhos de Novais et a/. e Vubil et a/.'*”*> Também em 41 estirpes recolhidas
no Centro Hospitalar de Lisboa Norte (CHLN) pelo menos uma B-lactamase de espectro
restrito TEM-1 (88%) e SHV-| (65%) foi encontrada associada a carbapenemase KPC-3 em
todos os isolados e as ESBLs foram identificadas em 17,1% dos isolados, nomeadamente: a
SHV-35 e a CTX-M-15."2 Mas, j& um trabalho publicado em 2006, mostrava que o Vitek 2 tinha
dificuldade em detectar ESBL quando co-produzidas com KPC."'

Sempre que se fez o estudo fenotipico de ESBL, pelo método manual, em estirpes com
susceptibilidade diminuida aos carbapenemos, cujo resultado no Vitek2 era negativo, o
resultado foi inconclusivo. O estudo de Birgy et al refere a dificuldade em identificar
fenotipicamente as ESBL quando associadas a carbapenemases. Assim, mostram um método
em que numa placa de MH impregnada com cloxacilina (que inibe a produgio de AmpC), e
barrada com uma estirpe de KP KPC-2 e CTX-M-15, dispbe os discos de aztreonamo (ATM);
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) e ceftazima (CAZ) que por sua vez sio impregnados com
20 pI de acido fenilborénico. O aumento da zona de inibicdo entre os discos ATM e AMC e
AMC e CAZ sugere a presenca de ESBL.'”” Num outro trabalho, Poulou et a/. propdem a
modificacdo do teste de detecgido fenotipica de ESBL indicado pelo CLSI e mostram que
aquelas alteracdes conseguem identificar um maior nimero de estirpes produtoras de ESBL
quando em presenca de outros mecanismos de resisténcia.'®

Ha sem duvida limitagdes no Vitek na detecgdo de ESBL quando em presenca de estirpes
produtoras de carbapenemases (comunicacido da BioMérieux). Assim, seria importante fazer
a pesquisa de ESBL por modificagio do método manual e/ou por PCR para perceber se a
diminuicdo de estirpes produtoras de ESBL se deve ao facto de ter sido introduzida uma nova

estirpe e/ou aquisi¢io de novos mecanismos de resisténcia.

3. CARBAPENEMASES

Nos CHUC, a maioria das KP resistentes ou com susceptibilidade diminuida aos

carbapenemos é produtora de KPC. Mas, em 2012, quando se caracterizaram |5
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Enterobactérias, 10 das quais KP, resistentes ao ertapenemo, de isolados de doentes dos HUC
nenhuma delas mostrou ser portadora dos genes responsaveis pela producio de
carbapenemases. Verificou-se que aquelas eram portadoras de ESBL, nomeadamente de CTX-
M-15, e que a resisténcia ao ertapenemo estava associada a alteragdes das porinas OmpK36."
Manageiro et. al publicaram um trabalho em 2015, que mostrou que das |65 Enterobactérias
isoladas de varios hospitais, ndo sensiveis ao ertapenemo, apenas 30 eram portadoras de KPC-
3; 4 de GES-5 e | de VIM-2.'" Sugerem que as restantes 130 estirpes tenham outros
mecanismos de resisténcia, como diminuicdo da permeabilidade da membrana externa ou
hiperproducio de AmpC tal como foi mostrado no estudo de 2012, de isolados do nosso
hospital.'®" J4 em 2013, no estudo de Vubil et a/. os 18 isolados dos HUC resistentes ao
ertapenemo e com susceptibilidade diminuida ao imipenemo eram produtores de
carbapenemases KPC-3.”” Também, num trabalho realizado em 41 (KP=29) estirpes recolhidas
de doentes do CHLN, entre 2009 e 201 |, com resisténcia ou reduzida susceptibilidade aos
carbapenemos foi detectado o gene blacec.3 na maioria dos isolados.”

Relativamente ao local genético onde se encontra o gene blapci, o IncF ¢é
frequentemente detectado em Enterobactérias e tem sido associado a disseminagdo de genes
clinicamente importantes como os que codificam para a CTX-M-15 e KPC.'” No CHUC, o
plasmideo do tipo IncF foi também associado ao gene de KPC-3.”

Em 2015, em Portugal, identificaram o plasmideo IncF em diferentes espécies sugerindo
que a disseminacio do gene blacec3 seja devida a transferéncia horizontal mais do que clonal.'®
lgualmente, no estudo de Calisto et al'* todos os isolados recolhidos no CHLN possuiam
plasmideos inseridos em diferentes grupos de incompatibilidade, dos quais o predominante foi
o IncF (85%) verificando-se também a existéncia de outros grupos IncFIA (15%), IncA/C (10%),
IncFIC (20%), IncHII (20%) e IncHI2 (15%).”

Nos HUC, as estirpes estudadas em 2013 apresentaram diferentes ST: o ST348, apenas
reportado em Africa'® e neste hospital até a data e o ST15 associado  disseminacio de KPC
em Portugal, e ja referido associado a KP resistentes ao ertapenemo devido a modificagdes da
porina OMPK36 e n3o a producio de carbapenemases.'*"

O ST348 foi apenas identificado a partir de isolados produtores de carbapenemases e o
ST15 a partir de estirpes produtoras e ndo produtoras de carbapenemases. KP-KPC ST 15 foi
detectado pela primeira vez em Janeiro de 2013, enquanto ST348 apareceu em Outubro e
Novembro que coincidiu com um aumento acentuado de isolados produtores de KPC-3. E
possivel que o clone STI15 resistente ja estivesse a circular no hospital e ter adquirido um

plasmideo IncF portador do gene KPC-3, enquanto o novo clone ST348 portador de b/akpc3
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possa ter sido importado para o hospital ou tenha obtido o gene de STI5 por transferéncia
horizontal. A caracterizacdo adicional do ambiente genético de b/arc.3 pode esclarecer esta
hipotese. Além disso, sendo os HUC um hospital central que recebe doentes de outros
hospitais e de diferentes distritos torna-se facil a introdugdo de uma nova estirpe produtora
de KPC-3. Curiosamente, em Lisboa, foi recentemente isolado a partir de um animal, KP
ST348 nédo produtor de KPC (comunicagio pessoal; ndo publicado), o que mostra a extensa
disseminagido de estes clones a outro nivel e a complexidade da disseminagdo da resisténcia

por elementos genéticos moveis.

3.1. OXA-48

Alguns estudos mostram que o RAPIDEC CARBA NP apresenta falsos negativos quando
em presenca de estirpes produtoras de OXA-48, 807198109 Assim tornou-se importante fazer
sempre a pesquisa genética quando em presenca de estirpes com susceptibilidade diminuida
ou resistentes aos carbapenemos. Em Espanha ha uma grande prevaléncia de OXA-48 cujos
CMIs dos carbapenemos sio baixos.” Perante uma pesquisa fenotipica negativa, facilmente
pode passar despercebida uma estirpe produtora de OXA-48.

No CHUC, o equipamento BD MAX® (Quilaban) detectou a presenga de OXA-48 num
Unico isolado de 2015, tendo sido uma situagdo pontual e que nio levou a disseminagdo desta

carbapenemase neste hospital.

4. AUMENTO DE CARBAPENEMASES: E AGORA?

Qual a terapéutica antibiética a instituir nos doentes infectados com KP resistentes aos
carbapenemos e aos outros grupos de antibiéticos € uma pergunta frequente e de dificil
resposta.

O gene responsavel pela carbapenemase KPC, bl/acec, reside, frequentemente, num
grande plasmideo que confere resisténcia ndo apenas aos carbapenemos, mas também as
cefalosporinas de espectro alargado, ao aztreonamo, as fluoroquinolonas e aos
aminoglicosideos. Como resultado, o tratamento de infecgdes causadas por KP produtoras de
KPC fica, muitas vezes, restrito a antibiéticos (como por exemplo, polimixinas, tigeciclina e
fosfomicina) com deficiéncias farmacocinéticas significativas (e graves hepato e
nefotroxicidades) e eficacia clinica limitada no tratamento de infecgdes graves, especialmente
quando usados em monoterapia. Assim, a terapéutica combinada tornou-se um padrdo de

tratamento destas infecgdes.''° Existem relatos cujas taxas de sobrevivéncia sio muito maiores
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em comparagio com as de doentes que receberam regimes de monoterapia, em
bacteriemias.'""

Em Janeiro de 2017 a carta de antibidticos que se utiliza para bacilos gram-negativo
passou a contemplar a fosfomicina. Ainda sem dados concretos do laboratério constatou-se
que, por vezes, /in vitro, as estirpes multirresistentes sdo susceptiveis a fosfomicina. A
fosfomicina é uma molécula hidrofilica e de baixo peso molecular e que por isso se difunde
facilmente nos tecidos.''” Defende-se que a terapéutica conjunta de meropenemo e
fosfomicina possa ser eficaz em casos de KP-KPC em infecgdes urindrias, bacteriemias,
infeccdes pulmonares e osteomielites.'' '3

O trabalho de Oliva et a/ comparou dois grupos de doentes com isolados KP-KPC: o
grupo A em que administraram terapéutica dupla de ertapenemo e meropenemo e o grupo B
em que fizeram antibioterapia tripla; ertapenemo, meropenemo e colistina. Embora os doentes
do grupo B tivessem uma resposta clinica mais precoce do que os do grupo A, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos quanto a resposta precoce a
terapéutica e mortalidade aos 60 dias. Em paralelo foram realizados estudos em 28 estirpes
de KP-KPC (16 do grupo A, 12 do grupo B). As CMIs 50/90 tanto de meropenemo como de
ertapenemo foram de 128 e 256 pg/mL, respectivamente, pelo método de diluicio. No grupo
A a actividade bactericida do ertapenemo e do meropenemo foi observada em 12/16 (75%) as
8 h e aumentou para 14/16 (87,5%) as 24 h, enquanto no grupo B a combinagio tripla mostrou
uma actividade bactericida mais rapida. Este efeito foi confirmado mesmo quando foram
todas as concentracdes testadas foi bactericida as 24 h. Neste trabalho concluiram que dos
pontos de vista clinico e microbiolégico a terapéutica tripla tem melhores resultados.'"*

Também, Tumbarello et a/ concluiram que a terapéutica tripla meropenemo, tigeciclina
e colistina estava associada a uma taxa de mortalidade mais baixa do que um regime de
monoterapia.'"'

Quando se fala em regime de monoterapia com colistina ha que ter presente a dose
necessaria para atingir os niveis acima da CMI. E preciso uma dose de carga pois caso contrario
poderio ser necessérios 3 dias para atingir os niveis terapéuticos.'"

Numa revisio recente da literatura que inclui 298 doentes infectados com estirpes de
KP-KPC e maioritariamente com bacteriemia, o tratamento combinado com dois dos
seguintes farmacos activos, colistina, tigeciclina, gentamicina ou carbapenemos (se CMI< 4
Mg/ml) foi superior em relagdo a monoterapia enquanto, as taxas de mortalidade com colistina

em monoterapia foram semelhantes s taxas de mortalidade com tratamento inadequado.'"?
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Relativamente as estirpes estudadas no CHUC, o perfil antibiético das KP-KPC mostra que a
maioria dos carbapenemos apresenta CMIs >32 pg/ml e resisténcia a gentamicina. Seguindo a
sugestdo anterior poder-se-ia administrar a terapéutica combinada de colistina com tigeciclina,
dependendo do local da infecgéo.

Dados recentes avaliaram o tratamento de KP-KPC com dois carbapenemos que incluia
o ertapenemo e o meropenemo ou o doripenemo, a chamada terapéutica kamikase. Dos
carbapenemos disponiveis, o ertapenemo é o mais facilmente hidrolisado pelas enzimas KPC.
A actividade bactericida sinérgica foi mostrada /in vitro quando ertapenemo é administrado em
combinagdo com meropenemo ou doripenemo. O mecanismo proposto de sinergia consiste
na administracdo, do ertapenemo, para que as enzimas carbapenemases sejam consumidas,
com um segundo carbapenemo, permitindo que este, mais activo, seja eficaz contra o
microrganismo produtor de carbapenemases.''® Esta terapéutica com dois carbapenemos
também foi descrita com sucesso, por Giamarellou et a/, no tratamento de trés doentes com
KP-KPC-2 panresistentes cujas CMIs dos carbapenemos eram >32 pg/ml: administravam Ig
de ertapenemo (em 24h) e passado |h administravam | ou 2 g de meropenemo ou 2 g de
doripenemo (8h em 8h).'"”

A resisténcia a colistina passou a ser uma das maiores preocupagdes actualmente, uma
vez que este é o Ultimo antibiético da ultima “linha” terapéutica.

Num trabalho em que foram testadas 10 combinagdes antimicrobianas em |3 KP-KPC
resistentes a colistina, apenas a combinacado colistina e rifampicina exibiu actividade sinérgica
contra todas aquelas. A actividade inibitoria sinérgica foi observada em 5/13 estirpes com
colistina e gentamicina, meropenemo e gentamicina, colistina e meropenemo, colistina e
imipenemo, colistina e tigeciclina, e em 3/13 estirpes com imipenemo e gentamicina. Nido se
observou sinergia com tigeciclina e meropenemo, tigeciclina e imipenemo ou tigeciclina e
gentamicina. Observou-se que a gentamicina em monoterapia foi bactericida em KP-KPC em
concentragdes clinicamente atingiveis, o que pode ser explicado pelas recomendagdes do seu
uso na erradicagio gastrointestinal de KP-KPC, em portadores. No entanto, a utilidade clinica
das combinagdes colistina e gentamicina, deve ser ponderada devido a utilizagdo conjunta de
dois agentes nefrotéxicos.'"°

No estudo ja previamente descrito, os resultados com terapéutica tripla de
meropenemo, ertapenemo e colistina em estirpes KP-KPC, com CMiIs de colistina > 2 pg/ml,
mostraram ser eficazes.'"

Num outro trabalho que estudou /n vitro, o efeito sinérgico das combinages: colistina

com rifampicina; colistina com meropenemo e colistina com tigeciclina a primeira mostrou ser

39



DISCUSSAO

eficaz em todas as estirpes KP-KPC resistentes a colistina (n=8); a segunda em 3 dos 8 isolados
e a terceira em 75% (6/8). Demonstrou-se ainda que a jungio de tigeciclina a combinagio
colistina e rifampicina prolonga o efeito bacteriostatico. Como a utilizagdo na pratica clinica,
de colistina e rifampicina tem sido controversa, resta perceber quais as mais-valias de se juntar
a tigeciclina.''®

Esta descrito por Ceccarelli et a/, um caso de um doente ventilado com mdltiplas co-
morbilidades apés neurocirurgia a quem, apos cerca de 40 dias de internamento foi isolada
uma KP-KPC resistente aos carbapenemos (ertapenemo, meropenemo e doripenemo), a
colistina, a fosfomicina e a amicacina. Apos diferentes abordagens terapéuticas com colistina,
rifampicina e meropenemo durante 6 dias e colistina e fosfomicina por 5 dias a febre persistiu,
a procalcitonina subiu para 140 ng/ml e o doente entrou em faléncia multiorganica. No 52° dia
mudaram a terapéutica para ertapenemo e doripenemo e ao fim de 4 dias o doente ficou
apirético.'"” Neste caso a terapéutica dupla com carbapenemo foi muito eficaz mas cada caso
¢ diferente e as CMiIs dos antibioticos do perfil de resisténcia do CHUC sio muito elevadas e
a decisdo sobre qual a combinacdo que vai resultar em cada caso é ingrata. Além disso, o

doripenemo nio faz parte do formulario hospitalar.
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V. CONCLUSAO

As infeccbes por microrganismos multirresistentes sdo um desafio terapéutico, muitas
vezes dificil de ultrapassar. Por esse motivo, a detecgdo, na unidade de salde, de bactérias que
apresentem aquela resisténcia deve obrigar a tomar medidas rigorosas de isolamento e
rastreio, com o objectivo de impedir a sua transmissdo.'® Simultaneamente obriga 4 reanalise
do uso de antibiéticos para reduzir a pressdo de selecgao.

Para melhorar as medidas de prevengdo e controlo de infecgio hospitalar, o estudo
genético das estirpes resistentes aos antibiéticos é fundamental, no sentido de saber se se esta
em presenga de um clone ou de varios, se o gene é facilmente disseminavel e onde esta

localizado.
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