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Resumo

O aumento da incidéncia de infecbes causadas por bactérias Gram-
negativo, produtoras de p-lactamases tornou-se uma grande preocupacao,
principalmente devido a producao de B-lactamases de espectro alargado (ESBLs) e
carbapenemases.

As infecoes causadas por bactérias resistentes aos antibidticos estdo
associadas a elevadas taxas de morbilidade e mortalidade, ao tempo de
hospitalizacdo prolongado, ao aumento dos custos de saude e a opcodes
terapéuticas limitadas. Por este motivo, a detecdo precoce e a identificacdo destas
enzimas de resisténcia é fundamental para a terapia antimicrobiana ideal,
garantindo a introducdo atempada dos procedimentos de controlo de infecdo, a
fim de impedir uma maior disseminacdo das bactérias para outros doentes,
contribuindo para a diminuicdao da mortalidade e morbilidade.

Destacando esta importancia, a partir de 104 culturas de isolados
bacterianos provenientes de amostras bioldgicas de doentes hospitalizados no
Centro Hospitalar do Porto, detetaram-se as bactérias que “habitam” no hospital,
e no caso de suspeita de producdo de p-lactamases e/ou carbapenemases
procedeu-se a confirmacao destes mecanismos de resisténcia por métodos
moleculares.

Foi exequivel verificar a presenca de 30 isolados bacterianos produtores de
ESBLs do tipo CTX-M-1 (43%), 21 isolados do tipo TEM (30%), 15 isolados
produtores do tipo SHV (21%) e ainda, 9 isolados produtores de carbapenemases
(12%). Assim como, a resisténcia que apresentam aos diferentes antibioticos,
havendo muitas vezes e em muitos doentes, um elevado nivel de resisténcia aos
antibioticos disponiveis. Comprometendo assim, a recuperacao do doente e
deixando os profissionais de saude, algumas vezes sem opcdo terapéutica
adequada e eficaz.

Consequentemente, e sendo um dos objetivos deste estudo, foi possivel
apurar o numero de mortes ocorridas entre os doentes hospitalizados e verificar
que a presenca de B-lactamases de espectro alargado, podera ser um fator
adjuvante para a morte do doente em causa, mas nao é factivel, que por si s0,
este mecanismo de resisténcia seja preponderante relativamente a morte dos

doentes.

Vi



Abstract

The increasing incidence of infections caused by B-lactamase producing
Gram-negative bacteria, has become a major concern, mostly due to extended
spectrum B-lactamases (ESBL) and carbapenemases.

Infections caused by antibiotic-resistant bacteria are associated with higher
morbidity and mortality, prolonged hospitalization, increased healthcare costs
and limited therapeutic options. For this reason, early detection and identification
of resistance of these enzymes is essential for optimal antimicrobial therapy,
ensuring the timely implementation of infection control procedures in order to
prevent further spread of the bacteria to other patients, contributing to the
decrease mortality and morbidity.

Underlining this importance, from biological samples of hospitalized
patients in Centro Hospitalar of Porto, 104 bacterial isolates were studied
allowing the recognition of the bacteria that “inhabit” the hospital, and in case of
suspected production of B-lactamases and / or carbapenemase proceeded to
confirm these mechanisms of resistance by molecular methods.

It was feasible to verify the presence of 30 bacterial isolates producing
CTX-M-1 ESBLs (43%), 21 isolates TEM (30%), 15 isolates producing SHV (21%) and
also 9 isolates producing carbapenemases (12%). As for the resistance profile to
the different antibiotics, often a high level of resistance to available antibiotics
was observed, compromising the recovery of the sick and leaving health
professionals, sometimes without adequate and effective therapeutic option.

Consequently, and being one of the objectives of this study, it was possible
to calculate the number of deaths among hospitalized patients and verify that the
presence of extended spectrum B-lactamases, may be an adjuvant factor in the
death of the patient in question, but it is not conclusive that by itself the

resistance mechanism is predominant when it comes to patient’s death.

Vi
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Introducdo

1. Introducao

Um microrganismo pode ser a arma perfeita quando é altamente infecioso
(necessario um inéculo pequeno para conseguir o efeito desejado ex.: variola);
altamente eficiente (necessario apenas uma quantidade muito pequena para
provocar o efeito desejado (ex.: Clostridium botulinum); quando tem uma grande
eficiéncia de dispersao (ex.: ar, agua); a sua producdo é rapida, barata e
abundante, o seu armazenamento estavel e quando é resistente aos tratamentos
disponiveis (antibioticos, anticorpos, antivirais, etc.) (1).

Apesar do progresso na saude publica e hospitalar, as infecoes continuam
a desenvolver-se em doentes hospitalizados, podendo atingir os profissionais de
saude e os funcionarios do hospital (2).

Muitos sdao os fatores que promovem a infecio entre os doentes
hospitalizados: a diminuicdo da imunidade entre os doentes; a crescente
variedade de procedimentos médicos e técnicas invasivas, criando rumos
potenciais de infecao; e a transmissao de bactérias resistentes a farmacos entre
as populacdes hospitalares, podendo a sua transmissao ser facilitada quando as
praticas de controlo de infecao sao ineficazes (2).

As Infecdes adquiridas nos cuidados de saude estdo entre as principais
causas de mortalidade e do aumento da morbilidade entre os doentes
hospitalizados. As mais frequentes sdo as infecdes de feridas cirirgicas, infecdes
urinarias e infecoes do trato respiratério inferior (2). O estudo da OMS sobre a
prevencao de infecdes adquiridas no hospital, entre outros, também tem
demonstrado que a maior prevaléncia das infecoes hospitalares ocorre nas
unidades de cuidados intensivos e em enfermarias de cirurgias agudas e
ortopédicas (2). As taxas de infecdo sao maiores nos doentes com suscetibilidade
acrescida devido a idade avancada, a uma doenca subjacente ou a quimioterapia
(2).

Antes da introducdao de praticas de higiene basicas e antibidticos no ato
médico, a maioria das infecdes hospitalares eram devidas a agentes patogénicos
de origem externa (doencas transmitidas por alimentos e no ar, gangrena gasosa,
tétano, etc) ou causadas por microrganismos nao presentes na flora normal dos

doentes (por exemplo, difteria, tuberculose) (2). Estudos realizados em todo o
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mundo documentam que as infecdes associadas aos cuidados de saude sdo a
principal causa da morbilidade e mortalidade (3-13).

O progresso na antibioterapia no tratamento de infecdes bacterianas
reduziu consideravelmente a mortalidade de varias doencas infeciosas. A maioria
das infecbes adquiridas no hospital, sao hoje em dia, originadas por
microrganismos que sao comuns na populacao em geral (Staphylococcus aureus,

Staphylococcus coagulase-negativa, Enterococcus, Enterobacteriaceae) (2).

1.1 As infecbes e as bactérias Gram-negativo

Durante mais de sessenta anos, as drogas antibacterianas tinham sido
consideradas a forma de cura das infecoes, independentemente da sua utilizacao
ser apropriada ou ndo, ou se a infecdo fosse adquirida em comunidade ou em
ambientes hospitalares. Alexander Fleming descobriu a penicilina, e no seu
discurso do prémio Nobel em 1945, realcou o facto das bactérias se poderem
tornar resistentes a essas drogas notaveis. E de facto, cada novo medicamento
anti-bacteriano tem sido desenvolvido apdés se detetar resisténcia a um
medicamento precedente (14).

As infe¢cOes causadas por bactérias Gram-positivo representavam a maioria
das infecbes graves nos finais dos anos de 1950 (15). Portanto, ndao é
surpreendente que o aumento do uso de penicilinas para o tratamento de
doencas associadas com origem num ambiente clinico, tenha motivado a
resisténcia a antibidticos B-lactamicos, inicialmente em Staphylococcus e depois
em bactérias Gram-negativo. Quando as penicilinas perderam a sua utilidade
como monoterapia para muitos estados de doenca, desenvolveram-se penicilinas
e cefalosporinas mais potentes, com o objetivo de conservar as propriedades
clinicas favoraveis dos antibiéticos B-lactamicos (15).

Até 1970, muitas novas drogas antibacterianas foram desenvolvidas, as
quais muitos agentes patogénicos comuns eram suscetiveis, mas a ultima classe
de medicamentos antibacterianos foi descoberta na década de 1980 (Figura 1)
(16). No inicio de 1980, a introducao das cefalosporinas da terceira geracao na
pratica clinica, foi declarada como um dos principais avancos na luta contra B-

lactamases, responsaveis pela resisténcia bacteriana aos antibiéticos (17).
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Figura 1: llustracdao do “discovery void”. As datas indicadas correspondem a descoberta

inicial ou a patente de varias classes de drogas antibacterianas (adaptado de Silver,
2011H)(8)

Estas cefalosporinas foram desenvolvidas em resposta ao aumento da
prevaléncia de B-lactamases em certos organismos (por exemplo, B-lactamases
do tipo SHV-1 e TEM-1, que hidrolisam a ampicilina, em Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae) e a disseminacao destas p-lactamases em novos
hospedeiros (por exemplo, Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae). No
entanto, nao foram so6 as cefalosporinas de terceira geracao, que foram eficazes
contra a maioria dos organismos produtores de B-lactamases, mas estas tinham a
grande vantagem de apresentarem menos efeitos nefrotoxicos em comparacao
com os aminoglicosideos e polimixinas (17).

Uma série de organismos Gram-negativo sao responsaveis por
infecbes hospitalares, sendo o grupo mais identificado no geral, a familia
Enterobacteriaceae (19). Infelizmente, bactérias multirresistentes, tais como as da
familia Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases de espectro alargado
(ESBL) e carbapenemases estdao a ser cada vez mais descritas em todo o Mundo
(19). O primeiro relato de B-lactamases codificadas por plasmideos, capazes de
hidrolisar as cefalosporinas de espectro alargado foi publicado em 1983 (20).

As bactérias resistentes podem causar o aumento da morbilidade e da
mortalidade, particularmente entre os doentes com doencas significativas
subjacentes ou que estejam imunocomprometidos (21).

As infecOes hospitalares sao um grande desafio para a seguranca do doente.

Quando sao causadas por bactérias Gram-negativo, tém caracteristicas que sao
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muito importantes, pois estes organismos sao altamente eficientes na regulacao
ou aquisicao de genes que codificam mecanismos de resisténcia ao antibiotico,
especialmente em casos onde ha evidéncia de uma pressao seletiva devido a
utilizacdo de um dado antibiético. Além disso, as bactérias tém a sua disposicao,
uma infinidade de mecanismos de resisténcia, que podem ser varios contra o
mesmo antibiético ou por outro lado, um Unico mecanismo que afeta varios
antibioticos (19).

Os mecanismos de resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos sao varios: a
producdao de B-lactamases (0 mecanismo mais comum e importante de
resisténcia em bactérias Gram-negativo); a diminuicao da expressao de porinas
da membrana externa (OMPs); as bombas de efluxo, que permitem a diminuicao
do antibiotico no meio intracelular, e alteracdes no sitio ativo de ligacao do
antibiotico (PBP, Penicillin Binding Protein), que pode diminuir a afinidade para os
antibioticos B-lactamicos e, desta forma, aumentar a resisténcia (22).

A resisténcia a estes agentes antimicrobianos é um problema na
comunidade, bem como em instalacoes de cuidados de saude, mas nos hospitais,
a transmissdao de bactérias é uma situacdao amplificada devido a elevada
suscetibilidade da populacao em causa. O wuso continuo dos agentes
antimicrobianos aumenta a pressao seletiva favorecendo a emergéncia,
multiplicacdo e a disseminacao de estirpes resistentes. A utilizacao inapropriada
de antibioticos, incluindo a sua prescricao excessiva, a administracao de doses
acima das ideais e a duracdo insuficiente do tratamento, sdao fatores que

contribuem para a resisténcia antimicrobiana (21).

1.2 O conceito e o sistema de classificacdo de B-lactamases

As B-lactamases sdao vulgarmente classificadas de acordo com dois
sistemas gerais: o sistema de classificacdo molecular de Ambler e o sistema de
classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros (23-25). O sistema de Ambler
divide as B-lactamases em quatro classes (A a D) (Tabela 1). A base deste
esquema de classificacao repousa sobre a homologia de proteinas (similaridade
de aminoacidos) e nao caracteristicas fenotipicas. Nesta classificacdo as classes
A,C e D de B-lactamases sdao B-lactamases de serina. Por outro lado, as enzimas

da classe B sdao metalo- B-lactamases (17).
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O sistema de classificacao funcional de Bush-Jacoby-Medeiros agrupa as B-
lactamases de acordo com a similaridade funcional (substrato e perfil inibidor).
Existem quatro grupos principais e multiplos subgrupos neste sistema de
classificacdo. Este sistema é de uma relevancia muito mais imediata para o
médico ou para o microbiologista num laboratéorio de diagnéstico porque
considera inibidores de pB-lactamases e substratos de B-lactamases que sao

clinicamente relevantes (17).

Tabela 1: B-lactamases que ameacam o papel dos antibioticos B-lactamicos em bactérias

Gram-negativo (adaptado de Bush, 2010)

B-lactamases B-lactamicos aos quais é conferida resisténcia
Grupo Classe L. L.
. Nome comum Primarios© Secundarios*
Funcional® Molecular®
) o ] Carbapenemos,
1 C Cefalosporinase Penicilinas, cefalosporinas .
monobactamicos
o Penicilinas, primeiras Combinagdes com
2b A Penicilinase ) L
cefalosporinas inibidor de B-lactamase
Penicilinas, cefalosporinas,
B-lactamase de monobactamicos,
2be A L o Nenhum
espectro alargado combinacdes com inibidor de
B-lactamase
i Penicilinas, incluindo oxacilina
2d D Cloxacilinase o Nenhum
e cloxacilina
Carbapenemos e outros B-
2df D Carbapenemase L Nenhum
lactamicos
2f A Carbapenemase Todos os B-lactamicos atuais Nenhum
Metalo-B- Todos os B-lactamicos exceto
3 B L Nenhum
lactamase 0s monobactamicos

sclassificacdo baseada em Bush, Jacoby, e Medeiros (23)e Bush e Jacoby(26). ® Classificado de acordo
com a sequéncia primaria de aminoacidos(27-29). ‘B-lactamicos que sdo resistentes unicamente em
funcdo da producdo de B-lactamases. ‘B-lactamicos que sdo resistentes em funcdo da producdo de
B-lactamases, normalmente a niveis elevados, em combinacdo com modificacdes do efluxo ou de

porina.

Nao ha consenso na definicio precisa de B-lactamases de espectro
alargado (ESBLs). A definicdo comumente utilizada é que as ESBLs sao pB-
lactamases capazes de conferir resisténcia bacteriana as penicilinas; a primeira,
segunda, e terceira geracdo de cefalosporinas e aztreonam (mas ndo a
cefamicinas ou carbapenemos) através da hidrolise destes antibioticos, e que sao

obstados pelos inibidores de B-lactamases, tais como o acido clavulanico (23).
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As ESBLs mais frequentemente encontradas pertencem as familias CTX-M,
SHV e TEM. Uma vez que os genes das ESBLs sdao transmissiveis, é importante que
estas sejam testadas em outros organismos presentes no meio hospitalar, bem
como em doentes hospitalizados durante um certo periodo de tempo onde as
ESBLs sdao encontradas (30). A presenca de ESBLs pode possibilitar a transmissao
de plasmideos entre diferentes espécies e principalmente a transmissdao de
estirpes produtoras de ESBL entre os doentes (31).

Assim, a sua detecao é necessaria, e € um desafio na suposicdo de que é
possivel definir pontos de quebra ou interrupcdo (breakpoints), para
cefalosporinas injetaveis e aztreonam, que discriminam com precisdao os isolados

produtores de ESBLs que podem ou nao ser tratados com estas drogas (30).

1.3 Diversidade dos tipos de ESBLs

Em 1982, foi identificada a primeira ESBL durante um surto de infecoes de K.
pneumoniae na Alemanha (20). Desde entdo, mais de 200 variantes de ESBL tém
sido identificadas, algumas das quais ja se espalharam rapidamente pelo Mundo
(14).

Além disso, muitas variantes de ESBLs inicialmente identificadas em K.
pneumoniae tém sido subsequentemente transferidas para E. coli, sendo que as
estirpes produtoras de ESBLs sdo resistentes a todas as drogas antibacterianas,
beta-lactamicas de espectro alargado, como as cefalosporinas, tornando os

carbapenemos a principal opcdao de tratamento (14).

1.3.1 TEM

As ESBLS do tipo TEM sdo derivadas de TEM-1 e TEM-2. TEM-1 - foi descrita
pela primeira vez em 1965 numa Escherichia coli isolada a partir de um doente
em Atenas na Grécia, chamado Termoneira (dai a designacdao TEM) (32).

TEM-1 é capaz de hidrolisar a ampicilina a uma taxa maior do que a
carbenicilina, oxacilina, ou cefalotina, e tem atividade desprezivel contra o largo
espectro de cefalosporinas.TEM-2 tem o mesmo perfil hidrolitico que TEM-1, mas
difere de TEM-1 por ter um promotor nativo mais ativo e pela diferenca no ponto

isoeléctrico (33).
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1.3.2 SHV

A sequenciacdo mostrou que SHV-2 diferia de SHV-1 pela substituicao de
glicina por serina na posicao 238. Esta mutacdo serviu para a designacao de SHV-
2, tendo em conta as propriedades do espectro alargado desta B-lactamase (34).

Quinze anos apos a descricdo desta enzima, 0s organismos que continham
SHV-2 foram encontrados em paises dos diferentes continentes (34). As ESBLs do
tipo SHV foram detetadas numa vasta gama de Enterobacteriaceae e surtos de
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp., produtoras de SHV tém sido
também descritas (35, 36).

1.3.3 CTX-M

As enzimas CTX-M refletem a potente atividade hidrolitica destas B-
lactamases contra a cefotaxima. Normalmente os organismos produtores de (-
lactamases do tipo CTX-M, apresentam CIMs elevados para cefotaxima
(>64pug/ml), e num intervalo aparentemente suscetivel (2 a 8 pg/ml) para
ceftazidima. Contudo, algumas ESBLs do tipo CTX-M podem hidrolisar a
ceftazidima conferindo resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao (37-39).

E de notar também que o mesmo organismo pode conter ESBLs do tipo
CTX-M e SHV ou ESBLs do tipo CTX-M e B-lactamases do tipo AmpC, o que pode
alterar o fendtipo de resisténcia ao antibiotico (40).

Durante os anos de 1990, as enzimas CTX-M tornaram-se o tipo mais
comum de ESBLs na Argentina (41). Difundiram-se pela Europa e pela Asia,
contudo parecem ser menos comuns no norte da América (42).

A primeira ESBL CTX-M no Reino Unido, foi encontrada em 2000 num
isolado de K. oxytoca, a partir de uma amostra de fezes de uma crianca de seis
anos de idade, na enfermaria de oncologia pediatrica no hospital Universitario St
James em Leeds (43). Por outro lado, o primeiro surto foi causado por uma
Klebsiella pneumoniae, produzindo uma nova enzima, a CTX-M-26, registado em
Birmingham em 2001 (44).

Estas descricoes causaram uma preocupacao relativamente as enzimas
CTX-M, que se disseminaram entao na América do Sul, onde se tentou sem

sucesso em 2002, financiar um estudo de prevaléncia. Em meados de 2003,
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esses planos ndao foram concretizados, devido ao facto de laboratorios terem
comecado a informar a Agéncia de Protecdo a Saude, de que estavam a encontrar
numerosas Escherichia coli produtoras de ESBLs, as quais muitos dos laboratorios
afirmavam tratarem-se de infecdes do trato urinario em doentes. Investigacoes
posteriores revelaram que muitas vezes estes doentes eram idosos, com
problemas médicos subjacentes e tinham um histérico de hospitalizacao recente
ou outro tipo de contato com ambientes de cuidados de saude (45).

O controlo de bactérias resistentes a antibidticos é frequentemente
conseguido pela melhoria das praticas do controlo de infecao nos hospitais e tem
havido muitas descricoes de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs que se
propagam de doente para doente. Em 2003, E. Davies (The National Public Health
Service for Wales (NPHS) Microbiologia, Cardiff) duvidava que uma politica de
controlo de infecao especifica para ESBLs fosse justificada, favorecendo uma
abordagem genérica para controlo das infecdes cruzadas das bactérias Gram-
negativo multirresistentes (45). Passou entao a realcar a importancia das enzimas
CTX-M, devido a propagacao de E. coli com enzimas CTX-M no hospital e na
comunidade (45).

Foi descrita uma rapida e inquietante evolucao da situacao de Escherichia
coli produtoras de B-lactamases do tipo CTX-M. A evidéncia sugere, assim, um
novo elemento significante de resisténcia a antibidticos que surge em E. coli,
reduzindo a gama de opcoes de tratamento e exercendo um impacto clinico
adverso (45).

1.3.4 OXA

As B-lactamases do tipo OXA sdao assim designadas porque hidrolisam
oxacilina. Sao caracterizadas por taxas de hidrolise de cloxacilina e oxacilina
muito superiores relativamente a benzilpenicilina (46).

As ESBLs do tipo OXA foram originalmente descobertas em isolados de
Pseudomonas aeruginosa, a partir de um Unico hospital em Ancara, Turquia (17).
Em Franca, uma nova B-lactamase derivada de OXA-10 (designada OXA-28) foi
encontrada em isolados de Pseudomonas aeruginosa (47). A sua evolucdo tem
algumas semelhancas com a evolucao de ESBLs do tipo SHV e TEM.

Infelizmente ha poucos dados epidemioldgicos, sobre a distribuicao
geografica do tipo OXA (17).
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1.3.5 PER

As ESBLs do tipo PER partilham apenas cerca de 25 a 27 % de homologia
com as conhecidas ESBLs do tipo TEM e SHV (48). A B-lactamase PER-1 hidrolisa
eficientemente penicilinas e cefalosporinas e é susceptivel a inibicio pelo acido
clavulanico (49). Foi pela primeira vez detetada em Pseudomonas aeruginosa, e
apesar, dos organismos produtores de PER-1 terem sido predominantemente
encontrados na Turquia, também ocorreram surtos de Pseudomonas aeruginosa
em ltalia, aparentemente sem qualquer relacao de contacto com os casos da
Turquia (50).

Até ao momento, a PER-2, que partilha 86% de homologia com a PER-1,

apenas foi encontrada na América do Sul (51).

1.3.6 VEB e GES

Estes tipos de ESBLs ndo sdao simplesmente derivadas de outras pB-
lactamases ja conhecidas através de mutacdes. Estas sdao notaveis pela sua
diversidade geografica. O gene que codifica VEB-1 verificou-se ser mediado por
plasmideo, estes plasmideos também conferem resisténcia a antibiéticos nao B-
lactamicos (17). O doente a partir do qual a B-lactamase foi originalmente
descrita, era um bebé vietnamita hospitalizado em Franca.(52) Uma B-lactamase
idéntica também foi encontrada em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii, e Pseudomonas aeruginosa, na
Tailandia (53-55). Outras enzimas VEB também foram detetadas no Kuwait e na
China (56, 57).

As enzimas GES sdao outros exemplos de ESBLS que foram encontradas
numa grande variedade de localizagbes geograficas (17). GES-1 foi encontrada na
Europa em K. pneumoniae (58) e em Pseudomanas aeruginosa (59) e apesar se
serem raras, as enzimas GES foram identificadas em todo o mundo, havendo
relatos na Grécia, Franca, Portugal, Africa do Sul, Guiana Francesa, Brasil,
Argentina, Coreia e no Japao (58, 60-65).

Entre Fevereiro de 1999 e 2001, trinta isolados clinicos de K. pneumoniae
foram recolhidos a partir de diferentes doentes, distribuidos pelas varias
enfermarias (assisténcia médica, servico de cirurgia e em diferentes unidades de

cuidados intensivos) no Hospital de Santa Maria, em Lisboa. Onde se verificou

9



Introducdo

uma endemia de K. pneumoniae produtora da B-lactamase GES-1 nas diferentes

enfermarias do hospital (60).

1.3.7 B-lactamases AmpC codificadas por plasmideos

Os genes ampC codificados por plasmideos sdao conhecidos desde 1989.
Foram encontrados em todo o mundo em isolados provenientes de ambientes de
cuidados de saude, bem como em locais sem qualquer relacao com os cuidados
de saude, tendo sido mais facilmente detetados em Enterobactereaceas em que
nao se esperava que produzissem uma B-lactamase AmpC (66).

Muitos bacilos Gram-negativos produzem uma AmpC codificada
cromossomicamente que, quando é produzida em grande quantidade, pode
causar resisténcia a penicilinas, aztreonam, cefamicinas e a cefalosporinas de
espectro estreito e alargado (30).

As B-lactamases AmpC hidrolisam preferencialmente cefalosporinas de
espectro estreito e alargado, e cefamicinas e resistem a inibicio pelo acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam (30). Estas enzimas tém sido detetadas em
alguns isolados de Klebsiella spp., Salmonella spp. C. freundii, E. aerogenes, P.
mirabilis, e E. coli e estdo tipicamente associadas a resisténcia a multiplas drogas.
AS B-lactamases AmpC codificadas por plasmideo mais frequentemente
encontradas pertencem as familias de CMY, FOX e de DHA (66).

A detecdao fenotipica de AmpC em E. coli nao indica se a enzima é
cromossémica ou codificada por um plasmideo, mas sabe-se que a falta de
resisténcia a multiplas drogas é sugestiva de uma AmpC cromossomica,
enquanto a resisténcia a multiplas drogas é consistente quer com a producdo da
enzima AmpC cromossomica, quer com AmpC mediada por plasmideos. Assim,
um teste molecular é necessario para o laboratério determinar se um isolado E.
coli transporta uma AmpC mediada por um plasmideo (30).

Embora as B-lactamases AmpC codificadas por plasmideos sejam menos
comuns do que as ESBLs, também foram encontradas em diversas areas do
mundo, sendo que entre elas, a B-lactamase CMY-2 é a que tem a mais ampla

disseminacdo geografica (66).
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1.4 Carbapenemases

As carbapenemases sao enzimas que variam na capacidade de hidrolisar
carbapenemos e outros antibiéticos B-lactamicos (30).

As carbapenemases representam a familia mais versatil de p-lactamases,
com uma largura de espectro inigualavel a outras enzimas hidrolisantes de
antibidticos B-lactamicos. Apesar de serem conhecidas como “carbapenemases”’,
muitas destas enzimas reconhecem quase todos os antibioticos B-lactamicos
hidrolizaveis e sdao mais resistentes contra a inibicao por todos os inibidores de
B-lactamase viaveis comercialmente (67-69).

As carbapenemases pertencem a duas grandes familias moleculares,
distinguidas pelo mecanismo hidrolitico, devido a presenca de zinco ou serina no
centro ativo. A primeira carbapenemase descrita pertencia a um bacilo Gram-
positivo. Ao contrario de outras B-lactamases conhecidas na altura, essas enzimas
eram inibidas pelo EDTA, determinando-as assim como metaloenzimas. Trabalhos
posteriores demonstraram que todas as metalocarbapenemases contém pelo
menos um atomo de zinco no centro ativo, o que facilita a hidrélise do anel
biciclico B-lactamico. (70) Em meados e finais dos anos de 1980, outro conjunto
de enzimas  hidrolisantes de carbapenemos surgiu na familia das
Enterobactereaceas (71), mas o EDTA nao inibia a sua atividade (72).

Estudos posteriores demonstraram que estas enzimas utilizavam a serina
no seu centro ativo e eram inativadas pelos inibidores de B-lactamase, o acido
clavulanico e o tazobactam (72, 73).

Até ao inicio de 1990, todas as carbapenemases eram descritas como
espécies especificas de B-lactamases codificadas cromossomicamente, cada uma
com um conjunto de caracteristicas bem definido. Contudo, a identificacdo de
IMP-1 codificado por plasmideo, uma metalo-B-lactamase em Pseudomonas
aeruginosa (74), ARI-1 (OXA-23), uma carbapenemase da classe D em
Acinetobacter baumannii (75, 76) e KPC-1, uma carbapenemase da classe A em
Klebsiella pneumoniae (77) alterou os padroes de disseminacdo de
carbapenemases. O que antes era considerado ser um problema de disseminacao
clonal, tornou-se um problema global de dispersao entre espécies (71).

A sua detecao é uma questdao de controlo de infecdo crucial, porque as
carbapenemases sao frequentemente associados a uma extensa, por vezes total,

resisténcia aos antibiéticos e aos organismos mais resistentes, tais como estirpes
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de Pseudomonas e Acinetobacter spp. que adquiriram uma carbapenemase,
podendo ser vetores responsaveis pela transmissdao de carbapenemases a
membros da familia Enterobacteriaceae, na qual o mecanismo de resisténcia nao
€ cromossoémico. A principal preocupacdao incide sobre as carbapenemases
transmissiveis e ndo com as cromossémicas. As enzimas transmissiveis podem
ser adquiridas imprevisivelmente por agentes patogénicos importantes tais como
P. aeruginosa, A. baumannii e membros da familia Enterobacteriaceae, enquanto
as enzimas cromossémicas ocorrem de forma previsivel em agentes patogénicos
menos comuns, tais como S. maltophilia, Aeromonas spp., Chryseobacterium
spp., entre outros (30).

As carbapenemases pertencem as classes moleculares A, B e D. As enzimas
da classe A (grupo 2f Bush) sdo inibidas a varios graus pelo acido clavulanico e
geralmente hidrolisam penicilinas ou cefalosporinas de forma mais eficiente do
que carbapenemos (46).

As carbapenemases da classe A incluem a KPC, IMI, e familias de SME, NMC-
A, e algumas enzimas GES. As enzimas da classe B (grupo 3 na classificacdo de
Bush) sdao Metalo-B- lactamases (MBLs) que tipicamente hidrolisam eficientemente
carbapenemos, e por outro lado, nao hidrolisam aztreonam e resistem a
inibidores de B- lactamases atualmente disponiveis, mas sdo inibidas por agentes
quelantes, como por exemplo o EDTA. As mais importantes abrangem as VIM e
familias de IMP e SPM-1, que tém sido detetadas em estirpes de P. aeruginosa,
membros da familia de Enterobactereaceae e A. Baumannii (30).

A maioria das carbapenemases da classe D tém a sua atividade de hidrolise
de carbapenemos fraca e sao pouco inibidas pelo acido clavulanico. Estas
pertencem a familia OXA e sdao muito frequentemente produzidas por Acinobacter
spp. Mas também tém sido descritas em algumas P. aeruginosa, K.pneumoniae e
estirpes de E.coli (30).

Ha muitas falhas na compreensao das carbapenemases, porque as questdes
referentes a estas, apenas recentemente, tém atraido uma atencao generalizada.
Os testes de detecao de carbapenemases ainda estdo a evoluir, dificultados pela
heterogeneidade das enzimas e dos seus hospedeiros, que conferem diferentes
niveis de suscetibilidade aos carbapenemos (30).

A exceléncia microbioldgica é necessaria mais do que nunca e é crucial que
as ESBLs, B- lactamases AmpC e carbapenemases sejam detetadas com rapidez e
rigor, pois se os laboratérios de microbiologia forem incapazes de proporcionar

esse padrdo de exceléncia, muitos doentes irao sofrer, ira haver disseminacado de
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agentes patogénicos resistentes e a “catastrofe” do descontrolo da resisténcia aos

antibioticos é inevitavel (30).

1.5 Evolucao da resisténcia antibacteriana

A primeira B-lactamase foi identificada num isolado Escherichia coli em
1940 (78) e a primeira B-lactamase codificada por plasmideo em bactérias Gram-
negativo, TEM-1, foi descrita em 1965 (32). Precisamente na mesma altura, outra
B-lactamase codificada por plasmideo, conhecida por SHV-1 (sulfhydryl variable),
foi encontrada em Klebsiella pneumoniae e E. coli (79).

A historia do desenvolvimento da classe dos antibi6ticos B-lactamicos, nos
anos seguintes foi influenciada pela presenca destas enzimas nestes isolados, e

pelo esforco de se contrariar os seus efeitos negativos (78).

Evolucdo da resisténcia antibacteriana em Escherichia coli

A E. coli faz parte da flora normal dos intestinos nos humanos e nos
animais. Contudo é a causa mais frequente de infe¢cbes do trato urinario
adquiridas em comunidade e nos hospitais, incluindo infecdes nos rins e infecoes
na corrente sanguinea. Esta associada a infecdes intra-abdominais como a
peritonite e infecdes dos tecidos moles e da pele, devido a varios
microrganismos. E a causa da meningite em neonatais e uma das principais
causas de infecOes transmitidas por alimentos a nivel mundial (14).

A resisténcia da E. coli desenvolve-se através de mutacdes, o que muitas
vezes é o caso da resisténcia a fluoroquinolonas ou pela aquisicao de elementos
genéticos moveis, que tem sido o caso das penicilinas de espectro alargado (ex.
ampicilina ou amoxicilina) e da resisténcia a terceira geracao de cefalosporinas. A
resisténcia a terceira geracdao de cefalosporinas é principalmente devido as
enzimas B-lactamases de espectro alargado (ESBLs) (14).

As ESBLs sdo transmitidas entre bactérias e mesmo entre espécies
bacterianas. Como as estirpes de E. coli que contém ESBLs sdao geralmente
também resistentes a varias outras drogas antibacterianas, os carbapenemos sao
normalmente o Unico tratamento disponivel para varias infecbes. Uma ameaca

emergente e recente da resisténcia em E. coli reside nos carbapenemos, cujo

13



Introducdo

mecanismo é mediado por metalo-B-lactamases, que conferem resisténcia a
praticamente todas as drogas antibacterianas p-lactamicas disponiveis (14).

Em Portugal, a resisténcia as quinolonas, aumentou entre 2001 e 2008, de
18% para 29%, sendo a resisténcia no ano de 2011, de 27%. Na Europa, as taxas
de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao de Escherichia coli sao
menores que as de Klebsiella pneumoniae, no entanto, também sdo crescentes
(80).

Evolucdo da resisténcia antibacteriana em Klebsiella pneumoniae

Tal como em E. coli, as bactérias K. pneumoniae sao colonizadoras
frequentes do intestino do ser humano assim como de outros seres vertebrados.
As infecdes com K. pneumoniae sao particularmente comuns em hospitais nos
individuos mais vulneraveis, tais como bebés prematuros e doentes com o
sistema imunitario comprometido, diabetes ou perturbacdes relacionadas com o
alcool e nos doentes que estdao sob cuidados médicos avancados (14).

As infecoes mais comuns sdao do tracto urindrio e respiratorio, e nos
recém-nascidos, sdo as infecdes da corrente sanguinea. A bactéria K. pneumoniae
é frequentemente a responsavel por infecdes na corrente sanguinea. A taxa de
mortalidade de K. pneumoniae através de pneumonias adquiridas no hospital,
depende da gravidade da condicdao subjacente e pode ser superior a cinquenta
por cento em doentes vulneraveis, mesmo quanto estao sob tratamento
antibacteriano adequado (14).

Tal como outras bactérias em ambientes de cuidados de saude, a K.
pneumoniae pode propagar-se rapidamente entre os doentes, isto ocorre
frequentemente em unidades de cuidados de saude e em cuidados neonatais. A
disseminacao de K. pneumoniae entre diferentes hospitais e até mesmo para
além das fronteiras do pais através da transferéncia de doentes infetados ou
colonizados também tem sido documentada (14).

As carbapenemases Klebsiella pneumoniae (KPCs) foram originalmente
identificadas nos Estados Unidos da América em 1996, desde entdo, estas
versateis B-lactamases tém-se disseminado internacionalmente entre bactérias
Gram-negativas, especialmente K. pneumoniae, apesar da sua epidemiologia

precisa ser diversa entre paises e regides. A mortalidade descrita entre os
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doentes infetados com organismos positivos de KPC é elevada, possivelmente
uma consequéncia das limitadas opcdes remanescentes de antibidtico (81).

Em alguns paises existe mesmo endemicidade, como por exemplo em
Israel, na Grécia e na Colémbia, enquanto noutros, continuam a haver casos
pontuais, como na Australia, Nova Zelandia e no Canada. Alguns paises sao mais
afetados por outras carbapenemases, como por exemplo, Espanha (VIM), India
(NDM), Franca (OXA-48) e a maior parte do Médio Oriente (exceto Israel)
juntamente com o Norte de Africa (OXA-48) (81).

A semelhanca de E. coli, K. peumoniae adquire resisténcia a multiplas
drogas antibacterianas principalmente através da transferéncia horizontal de
elementos genéticos moveis, tais como transposdes ou plasmideos. No entanto,
ao contrario da E. coli, K. pneumoniae transporta um gene de resisténcia
(betalactamase localizada cromossomicamente) que torna as penicilinas com um
largo espectro ineficazes, tais como a ampicilina e amoxicilina (14).

A resisténcia a outras drogas antibacterianas orais muito utilizadas e
disponiveis, tais como, cotrimoxazol e fluoroquinolonas (ex. ciprofloxacina)
surgiu e disseminou-se globalmente, por isso existem poucas op¢des, para o
tratamento oral de infecdes causadas por Klebsiella spp. Muitas variantes de ESBL,
inicialmente identificadas em K. pneumoniae foram transferidas para E. coli,
sendo que as produtoras de ESBL sao resistentes a todas as drogas
antibacterianas, beta-lactamicas de espectro alargado, tornando o0s
carbapenemos a principal opcao de tratamento (14).

A K. pneumoniae é também a responsavel por infecbes causadas por
bactérias resistentes a carbapenemos em todo o mundo, pois todos 0s genes
mais importantes que podem conferir resisténcia ao carbapenemo (via
carbapenemases) estdo presentes em K. pneumoniae, tornando quase todas as
opcoes de tratamento ineficazes. Clinicamente ndao existem tratamentos eficazes,
para muitos doentes infetados por esta bactéria (14).

Em Portugal, Klebsiella pneumoniae apresenta uma crescente resisténcia as
cefalosporinas de terceira geracdo, verificando-se um aumento de 28% para 36,2%
entre os anos de 2009 e 2011. A taxa de K. pneumoniae multirresistente (nao
suscetivel a pelo menos um de trés agentes ou mais classes de antibioticos
habitualmente usados no seu tratamento), verifica-se também crescente, sendo
6,5% no ano de 2007 e no ano de 2011, 20,7 % (Figura 2) (80).
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Taxa de Klebsielfa pneumonioe multirresistente, Portugal
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Figura 2:Taxa de Klebsiella pneumoniae multirresistente em Portugal, desde 2006 a 2011
(adaptado de DGS,Controlo de infecdo e resisténcia aos antimicrobianos em nldmeros-

2013; fonte: ECDC, Antimicrobial resistance surveillance, 2011)

1.6 Implicacdes para a saude publica

1.6.1 A resisténcia antimicrobiana e a saude publica

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ndao é um fendmeno recente, é um
problema de saude critico nos dias de hoje. Durante varias décadas, em diversos
niveis, as infecdes comuns causadas por bactérias tém desenvolvido resisténcia a
cada novo antibiotico e a resisténcia antimicrobiana tem evoluido, tornando-se
uma ameaca a saude Mundial. Com a escassez de novos antibiéticos a chegar ao
mercado, a necessidade de agir para evitar o desenvolvimento de uma crise
global na area da saude é cada vez mais urgente (82).

As infecbes originadas por bactérias cada vez mais resistentes aos
antibioticos, sdao um fator decisivo para um grande nimero de doencas, muitas
vezes afetando de forma desproporcional os paises em desenvolvimento. A
organizacdao Mundial de Saude reconheceu ha muito tempo a RAM como uma
crescente ameaca a saude global. Muitos doentes em todo o mundo sofrem os
efeitos da resisténcia antimicrobiana, pois as infecbes ja ndo sdo suscetiveis aos
medicamentos comuns utilizados no seu tratamento. Muitos dos avancos
médicos dos ultimos anos, tais como a quimioterapia para o tratamento do
cancro e o transplante de 6rgaos, dependem da disponibilidade de medicamentos
anti-infeciosos (82).
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As consequéncias previsiveis da resisténcia antimicrobiana sao o aumento
da morbilidade, o prolongamento das doencas, um maior risco de complicacdes e
o aumento da mortalidade. Estimativas da Europa sobre os encargos econémicos
e da saude resultantes de infecOes resistentes indicam que o aumento da
mortalidade causada por infecdes bacterianas hospitalares resistentes ultrapassa
as 25 000 mortes por ano (82).

Outra consequéncia da RAM em centros de saude e na comunidade,
associada a infecdoes, é a necessidade de mudar praticas de prescricio de
medicamentos mais recentes e mais caros, alguns dos quais também estao
associados a elevadas taxas de reacdes adversas (82).

Perante uma manifestacdo de resisténcia, as bactérias resistentes
disseminam-se nos hospitais e na comunidade. Varias bactérias que podem
inativar carbapenemos e que sdo resistentes a terceira geracao de cefalosporinas,
ja sdo responsaveis por um numero significante de infecbes associadas a
cuidados de saude e ao aparecimento de infecoes na comunidade em todo o
mundo (Figura 3) (83).

§ 2
@ o @)
o
e’ 0
o g0 © oo 05 00
oe ) e ° 00
000 o
LR e 00 00
o
oe o @
(@] [¢)
@00
@ IMP
@ ViM oY)
O SPM
@Gim o e e
@ sIM
@AM
@ KHM
@ NDM
O DIM

Figura 3: Distribuicio Mundial de diferentes metalo-B-lactamases (adaptado de Cornaglia
et al., 2011)(83)

17



Introducdo

1.6.2 O uso de antimicrobianos na producao animal

Uma parte substancial da utilizacdao total de antibi6ticos surge fora do
campo da medicina humana, e podera ser a principal causa responsavel pelo
problema global da emergéncia da RAM. Os antimicrobianos utilizados na
pecuaria e na agricultura, muitas vezes envolvem em larga escala a sua utilizacao
para a promover o crescimento e a profilaxia em massa (82).

Agentes patogénicos resistentes encontrados em produtos alimentares,
podem causar infecoes no ser humano, que podem ser dificeis de tratar.
Infelizmente, as regulamenta¢bes para controlar a utilizacdao de antibioticos na
producdao animal nao sao consistentes em todo o mundo. Os antibioticos sao
usados em maior quantidade nos animais do que no tratamento de doencas em
seres humanos. Na producao animal, os antibioticos sao usados extensivamente
para prevenir doencas e promover o crescimento em muitos animais ao mesmo
tempo, esta é a maior diferenca entre o uso de antibidticos nos animais e no ser
humano (82).

Tem sido frequentemente demonstrado que a utilizacdo de agentes
microbianos em animais para consumo favorece o desenvolvimento da resisténcia
entre bactérias que depois pode ser transmitida para as pessoas e pode causar
infecoes e doencas (82).

A disseminacao internacional de agentes patogénicos resistentes remete-
nos para iniciativas globais urgentes para minimizar o risco de desenvolvimento e
propagacao da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos nos animais destinados
para consumo, assim como, no seio das comunidades e nos hospitais.(82)

Grupos de trabalho da WHO, FAO e da OIE tém revisado estas questoes
extensivamente e proposto opc¢des para a acao a fim de serem executadas pelas
autoridades nacionais e internacionais (84-87). No entanto desafios e lacunas
importantes permanecem. Sdao necessarias mais informacdes sobre a prevaléncia
da RAM em bactérias de origem animal e o seu impacto na saude humana, tais
como, o conhecimento da quantidade de antibiéticos usados para diferentes
indicacoes e sobre as classes de antibioticos utilizados (82).

As legislacoes para a aprovacao de medicamentos veterinarios, e para
controlar a sua utilizacdo, precisam de ser reforcadas em muitos paises. A
capacidade de implementar intervencdes é variada e o potencial impacto das
intervencoes especificas em diferentes contextos, é amplamente desconhecido

(82).
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Reconhecendo esta crise de saude publica devido a RAM, varios paises,
agéncias internacionais e outras organizacoes em todo o mundo, tomaram
medidas para combaté-la através de estratégias aplicadas em setores relevantes.
Varias resolucoes da Assembleia Mundial de Saude tém alertado, para acoes
especificas relacionadas com a RAM (82). A Organizacdao Mundial da Saude (OMS)
publicou a sua estratégia global para conter a RAM em 2001(88).

Em 2011 no Dia Mundial da Saude, convidou os paises a aderirem a um
pacote de politicas contendo seis pontos:

(1) Comprometer-se com um plano nacional financiado abrangente que seja
responsavel e envolva a sociedade civil, (2) reforcar a vigilancia e a capacidade
laboratorial, (3) assegurar 0 acesso ininterrupto aos medicamentos essenciais de
qualidade garantida, (4) regular e promover a utilizacao racional de
medicamentos na criacdo de animais e para garantir o cuidado adequado do
doente, (5) melhorar a prevencao e o controlo de infecdoes, (6) fomentar a

inovacdo, pesquisa e o desenvolvimento de novas ferramentas (89).

1.7 A mortalidade em Portugal, a resisténcia aos antimicrobianos e a
higiene das maos

Segundo o inquérito de prevaléncia de infecao hospitalar e de uso de
antimicrobianos do ECDC 2011-2012, o consumo hospitalar de antimicrobianos
em Portugal é indicado como sendo superior a média Europeia (80).

Sendo Portugal um pais que apresenta uma elevada e crescente taxa de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, tal como é referido nos dados de
vigilancia epidemioldgica da European Antimicrobial Resistance Surveillance
Network (EARS)-Net, a taxa de infecdo hospitalar em Portugal é superior a média
europeia, prevendo-se o seu aumento, tendo por base os consecutivos inquéritos
de prevaléncia de infecao hospitalar realizados em Portugal a partir de 1988 (90).

O mesmo inquérito, de prevaléncia de infecdo hospitalar e de uso de
antimicrobianos do ECDC 2011-2012, também indica que os profissionais
designados para as tarefas de controlo de infecdo e de assisténcia a prescricao
antibidtica sao insuficientes e em numero inferior a média europeia (Figura 4)
(80).
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Figura 4: N° de médicos (grafico da esquerda) e de enfermeiros (grafico da direita) de
controlo de infecdo a tempo inteiro por cada 250 camas em hospitais, por pais (n=866
hospitais) (adaptado de DGS, Controlo de infecdo e resisténcia aos antimicrobianos em
numeros-2013; fonte: ECDC SURVEILLANCE REPORT- Point prevalence survey of healthcare

associated infections and antimicrobial use in European acute care hospitals 2011-2012)

Por outro lado, a Campanha Nacional de Higiene das Maos (CNHM),
“Medidas simples salvam vidas”, inserida na estratégia multimodal proposta pela
World Alliance for patient safety, da Organizacao Mundial de Saude (OMS), a qual
Portugal aderiu oficialmente a 8 de Outubro de 2008, tinha por objetivo
promover a pratica da higiene das maos de forma normalizada, sendo este fator,
um contribuinte essencial para a diminuicdo das infecdes associadas aos
cuidados de saude e para o controlo das resisténcias dos microrganismos aos
antimicrobianos, ao incentivar a adesdao dos profissionais de salde a higiene das
maos (90).

Nesta campanha foi possivel verificar, uma adesao crescente a correta
pratica de higiene das maos, mas ainda insuficiente (campanhas 2008-2010;
2010-2011e 2011-2012)(90, 91), no entanto é de notar que, entre os diferentes
grupos profissionais, os médicos sdao os profissionais em que a taxa de adesdo a
correta pratica de higiene das maos é menor (80).

Tendo por base o relatério da DGS, “Controlo da infecdo e resisténcia aos

antimicrobianos em numeros-2013“, apesar de ser impossivel separar o numero

20




Introducdo

de obitos, que ocorrem apenas devido a infecio em causa, daqueles que ocorrem
devido a sua doenca prévia e que depois evoluem para uma infecdao, sem ser
possivel definir com certezas qual a verdadeira causa de morte, é ainda assim
possivel, com base nos dados da mortalidade hospitalar, obtidos através dos
Grupos de Diagnéstico Homogéneos (GDH), verificar a relevancia da mortalidade
associada as infecoes hospitalares (Tabela 2), dado que, num pequeno numero de
casos, a morte pode ser a consequéncia da infecao, ou por outro lado, podera
nao ser a causa, mas apenas um fator coadjuvante para a morte (90).

Também no Relatério Global de Vigilancia, lancado pela Organizacao
Mundial de Saude, neste presente ano, (contemplando estudos de varios paises)
no qual tiveram em conta alguns estudos de infecoes de E. coli resistente as
cefalosporinas da tercerira geracao, incluindo produtoras de ESBLs, foi possivel
verificar através de uma meta-analise, um significativo aumento (mais do dobro)
da mortalidade, atribuida a essa bactéria. Assim como no caso das infecdes
originadas por Klebsiella pneumoniae, resistentes a terceira geracdo de
cefalosporinas, em que também se verificou um significativo aumento da
mortalidade dos doentes com infecbes causadas por esta bactéria e resistentes as
cefalosporinas (14).

Tabela 2: Percentagem de o6bitos associados a infecdo, dados referentes a Portugal
Continental no periodo de 2007 a 2011 (adaptado de DGS, Controlo de infecdo e

resisténcia aos antimicrobianos em nimeros-2013; Fonte: GDH- ACSS/DGS)

Portugal Continental

Obitos associados ao CIRA* Obitos Total** | % Obitos associados ao CIRA
2007 8633 42080 20,52
2008 9801 45161 21,70
2009 10376 45845 22,63
2010 11010 47067 23,39
2011 11357 46733 24,30

CIRA- Controlo de Infecdes e de Resisténcia a Antimicrobianos
*dados referentes aos diagnosticos principais (excluindo cédigos v090-V099)

**dados referentes a todas as doencas
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2.0bjetivos

Considera-se necessario e relevante implementar metodologias que
respondam rapidamente e permitam alertar para a existéncia de determinantes
génicas associadas a um elevado nivel de resisténcia antimicrobiana. Se isto for
viavel em tempo clinicamente util, torna-se util e importante na escolha da
antibioterapia sendo assim, possivel tomar medidas de contencao para evitar a
disseminacao das bactérias para outros doentes, evitando um maior numero de
infecoes e a morte de doentes hospitalizados.

Posto isto, e perante o impacto negativo que a crescente ameaca da
resisténcia antimicrobiana sugere na saude publica, o presente trabalho incide

sobre os seguintes objetivos:

e A partir de culturas de isolados bacterianos, verificar as bactérias que
“habitam” no hospital, dando especial atencdao as Enterobactereaceas, visto
serem uma familia muito comum de organismos Gram-negativo,

responsaveis por infecdes adquiridas nos hospitais.

e No caso de suspeita de producdao de B-lactamases de espectro alargado
e/ou carbapenemases (quando o resultado fenotipico de detecdo é
duvidoso ou inconclusivo), proceder a confirmacdo destes mecanismos de
resisténcia por métodos moleculares a partir de metodologias que
respondem rapidamente e permitem alertar para a existéncia de

determinantes génicas associadas a um elevado nivel de resisténcia.

e Apesar de nao ser facil distinguir se a morte de um determinado doente
ocorreu devido a uma dada infecao adquirida no hospital ou devido a sua
patologia prévia, apurar o numero de mortes ocorridas entre os doentes
hospitalizados e verificar se a presenca de ESBLs podera ter algum peso

nesse numero de mortes.

23



24



Material e Métodos

3.Material e Métodos

Os isolados bacterianos estudados foram recolhidos a partir de amostras
de produtos biolégicos de doentes do Centro Hospitalar do Porto (CHP), com
origem em varios servicos, de Internamento, Consulta Externa ou Servico de
Urgéncia, colhidas entre Outubro de 2011 e Julho de 2014.

Apo6s identificacdo fenotipica no Servico de Microbiologia do CHP, os
isolados suspeitos de producdao de ESBL ou carbapenemases foram enviados a
Unidade de Biologia Molecular para caracterizacdo molecular. Por conseguinte
precedeu-se a sua detecdo molecular e caracterizacdo de pB-lactamases de
espectro alargado e carbapenemases.

Por outro lado, porque também sdao comuns no Centro Hospitalar do Porto
e tém uma grande responsabilidade pelo aparecimento de ESBLs em
Enterobacteriaceae, o estudo alargou-se também a familia Pseudomonadaceae,

sendo recolhidos 23 isolados de Pseudomonas spp.

3.1 Detecao e caracterizacao de B-lactamases de espectro alargado (ESBLs)

A partir das placas de culturas bacterianas procedeu-se a detecdao de B-
lactamases de espectro alargado, para isso numa primeira fase, extraiu-se o DNA
bacteriano das amostras biolégicas, através de um método manual simples.

De seguida, realizaram-se as reacoes de PCR (Polymerase Chain Reaction),
que permitiram amplificar o DNA das amostras e por conseguinte analisar os

fragmentos de DNA amplificados, através de uma eletroforese em gel de agarose.
3.1.1Extracdao de DNA Bacteriano

A extracao de DNA consistiu num protocolo de cinco etapas. Em cada tubo
de PCR foi adicionado 20ul de NaOH (0,05M + SDS 0,025%) e 3-4 col6nias de

bactérias. De seguida, procedeu-se a sua desnaturacdo durante 15 minutos a

95°C num termociclador. Adicionou-se 180 ul do tampao TE 1x, centrifugou-se na
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microcentrifuga durante 1 minuto a 3,0 rpm/g x 1000 e por fim, recolheu-se o

sobrenadante.

3.1.2 Reacdes de PCR Multiplex

Procedeu-se a realizacao de multiplos PCR Multiplex. 2 ul do DNA extraido
de cada amostra bioldgica foi sujeito a um PCR Multiplex em 18 pl da mistura de
reacao contendo, 1x tampao PCR (100 mM Tris- Hcl, pH 8.3, 500mM kcl); uma
concentracdo de 1,5 mM de MgCl,; 0,2mM de deoxinucleotideos trifosfatos
(dNTPs); a concentracao de cada grupo especifico de primers (tabela 3) e 0,05 U
da enzima JumpStart Tag DNA Polymerase (Sigma Aldrich,St Quentin Fallavier,
France).

A amplificacdo foi realizada da seguinte forma: desnaturacao inicial a 95°C
durante 2 minutos; 30 ciclos a 94°C durante 40 segundos, 60°C durante 40
segundos e 72°C durante 60 segundos; e uma etapa final de extensdo final a
72°C durante 7 minutos. A analise dos fragmentos amplificados foi feita apods
uma corrida a 90 Volts em gel de agarose a 2%, em TBE 1x, corado com brometo
de etidio.

Tabela 3: Grupo especifico de primers para as reacdes de PCR Multiplex (92).

Primer Sequéncia (5’-3’) Tamanho Concentracao
do do Primer

fragmento (M)
amplificado

MultiTEM FW CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 bp 0.2

MultiTEM RV CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 0.2

MultiSHV FW AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 bp 0.2

MultiSHV RV ATCCCGCAGATAAATCACCAC 0.2

MultiCTXM-1 FW  TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688 bp 0.2

MultiCTXM-1_2 CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 0.2

RV

MultiCTXM-2 FW  CGTTAACGGCACGATGAC 404 bp 0.2

MultiCTXM-1_2 CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 0.2

RV

MultiCTXM-9 FW  TCAAGCCTGCCGATCTGGT 561 bp 0.2

MultiCTXM-9 RV  TGATTCTCGCCGCTGAAG 0.2

Y=TouC;R=AouG;S=GouC;D=AouGouT

(primers: Dallenne et al, 2010)
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3.2 Detecao e caracterizacao de Carbapenemases

Na detecao de carbapenemases aplicou-se um teste bioquimico, o Blue-
CARBA, para detetar diversos produtores de carbapenemases,(93) diretamente a
partir de culturas bacterianas. Nos isolados que suscitaram algumas duvidas,

procedeu-se a sua detecao por PCR.

3.2.1 Teste Blue-CARBA

No teste Blue-CARBA, o azul de bromotimol foi selecionado como
indicador, visto que inclui, uma gama de pH 6timo (6.0-7.6) para a maioria das B-
lactamases (pH=6.8).

A solucao teste consiste numa solucao aquosa de azul de bromotimol a
0.04% (Merck Millipore, Germany) de pH=6.0, 0.Tmmol/l ZnSO, e 3mg/ml de
imipenem (Tienam® 500,Merck Sharp & Dohme, Franca), com o pH final, pH=7.0.
A solucao negativa de controlo (solucdo de azul de bromotimol, pH=7.0) foi
preparada para controlar a influéncia dos componentes ou produtos bacterianos
no pH da solucao (93).

Foi recolhida uma ansa de aproximadamente 5 pl de uma cultura
bacteriana pura, em meio de Mueller-Hinton (BioMérieux, Franca) e de seguida
suspendeu-se diretamente essa quantidade de cultura bacteriana pura, em 100yl
de ambas as solucdes, a solucdo teste e a solucao de controlo negativo em cada
poco de uma placa de microtitulacao e incubou-se a placa a 37°C durante 2h.

A presenca de carbapenemases foi revelada quando se verificava alteracao
do PH, que se traduz numa alteracao da cor das solucdes, ou seja, quando a

solucdo teste e a solucdao de controlo negativa eram respetivamente:

i. Amarelo e azul
ii. Amarelo e verde

iii. Verde e azul

Quando nado se verificava a presenca de carbapenemases, ambas as solucdes

permaneciam com a cor azul ou verde.
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3.2.2. Reacoes de PCR CARBA Multiplex

Nas reacoes de PCR CARBA Multiplex seguiu-se a mesma metodologia
utilizada nas reacdes de PCR Multiplex para ESBL, sendo a amplificacao realizada
da seguinte forma: desnaturacao inicial a 95°C durante 2 minutos; 30 ciclos a
94°C durante 30 segundos, 57°C durante 90 segundos e 72°C durante 90
segundos; e uma etapa final de extensdo final a 72°C durante 10 minutos. A
analise dos fragmentos amplificados foi feita apds uma corrida a 90 v em gel de

agarose a 2%, em TBE 1x, corado com brometo de etidio.

Tabela 4: Grupo especifico de primers para as reacdes de PCR CARBA Multiplex (94).

Primer Sequéncia (5’-3’) Tamanho Concentracao
do do Primer
fragmento (M)
amplificado
NDM FW ACTTGGCCTTGCTGTCCTT 603 bp 0.3
NDM RV CATTAGCCGCTGCATTGAT 0.3
VIM FW TGTCCGTGATGGTGATGAGT 437 bp 0.3
VIM RV ATTCAGCCAGATCGGCATC 0.3
IMP FW ACAYGGYTTRGTDGTKCTTG 387 bp 0.3
IMP RV GGTTTAAYAAARCAACCACC 0.3
KPC FW TCGCCGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 353 bp 0.3
KPC RV ACAGCTCCGCCACCGTCAT 0.3
OXA48 FW ATGCGTGTATTAGCCTTATCG 265 bp 0.3
OXA48 RV CATCCTTAACCACGCCCAAATC 0.3

Y=TouC;R=AouG;S=GouC;D=AouGouT

(Primers: Bogaerts et al, 2013)
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4. Resultados

4.1 Isolados estudados

Dentro da familia Enterobactereaceae, os isolados estudados foram
identificados no Servico de Microbiologia e pertenciam a varios géneros, tais
como, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella e Proteus. Sendo que a realizacao do
estudo incidiu em 32 isolados de Enterobacter cloacae complex (31%), 26
isolados de Escherichia coli (25%), 44 isolados de Klebsiella pneumoniae (42%) e 2
isolados de Proteus mirabilis (2%), um total de 104 amostras de isolados
bacterianos (Tabela 5), enviados a unidade de Biologia Molecular, por suspeita de
serem bactérias produtoras de pB-lactamases de espectro alargado e/ou

carbapenemases.

Tabela 5: Isolados estudados da familia Enterobactereaceae

Enterobactereaceae
N Enterobacter cloacae Escherichia Klebsiella Proteus
Total complex coli pneumoniae mirabilis
104 32 26 44 2

4.2 Prevaléncia de ESBLs CTX-M

Dos isolados suspeitos de producao de p-lactamases de espectro alargado
(n=70), apds as varias reacdes de PCR Multiplex, a presenca de CTX-M-1 foi
detetada em 30 isolados (43%), provenientes de varios servicos.

Dos trinta isolados produtores de CTX-M-1, a bactéria mais predominante
foi Klebsiella pneumoniae, 83% (n=25) seguida de Escherichia coli, 17% (n=5)

(Figura 5).
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Estirpes produtoras de CTX-M-1
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Figura 5: Distribuicao das estirpes produtoras de CTX-M-1, caracterizadas no CHP.

Grande parte (33.3%) dos isolados foi proveniente do Servico de Consulta

Externa de Transplantes Renais, havendo uma distribuicao dos restantes isolados

por diferentes servicos, podendo dividir-se em Consulta Externa 43.3%;

Internamento 36.7% e Servico de Urgéncia 20% (Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicio dos isolados produtores de CTX-M-1 pelos diferentes Servicos do

CHP

Servico

N° de isolados

CE* Transplantes Renais
Servico de Urgéncia

CE* Medicina A

Internamento Fisiatria
Internamento Neurologia
Internamento Neurocirurgia
Internamento Nefrologia
Internamento Cardiologia
Internamento T.C.E

SCI Cuidados Intermédios (SU)**
CE* Pés-Transplante Hepatico
Internamento Cirurgia 3
Internamento Urologia

*CE, Consulta externa

**SU, Servico de Urgéncia

10
5
1

30



Resultados

De todos os casos positivos de CTX-M-1 (n=30), 83.3% correspondem a
bactérias isoladas a partir do produto Urina (n=25) e 10% a Sangue (n=3).
Correspondendo os restantes a pus de abcesso (n=1) e liquido peritoneal (n=1)
(Figura 6).

Distribuicao dos produtos das amostras bioldgicas positivas
de CTX-M-1

mUrina

m Sangue

m Pus abcesso

B Liquido peritoneal

Figura 6: Distribuicao dos produtos que serviram de amostra bioldgica para caracterizar
os isolados produtores de CTX-M-1.

Entre os dez isolados provenientes do servico de Consulta Externa de
Transplantes Renais, todos eles foram isolados a partir de amostras de urina, em
doentes sujeitos a transplante renal (90%) ou transplante Reno-pancreatico (10%).
Nos restantes doentes, em que os isolados provieram dos outros servicos, 0s
diagnosticos eram variados, desde febre, paraplegia, pneumonia, dispneia,
peritonite terciaria, choque séptico por peritonite com abcesso, hemorragia sub-
dural pds traumatica, rastreio séptico entre outras patologias, sem claro realce
em numero com oS servicos em questdo, a excecao das patologias do trato
urinario (n=6).

No que diz respeito as idades dos doentes, estas variavam entre os vinte e
trés e 0s noventa e cinco anos, sendo as faixas etarias, entre os 61-90, as idades
onde se encontrou mais incidéncia de B-lactamases CTX-M-1 entre os doentes

hospitalizados (Figura 7).
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Distribuicao das idades dos doentes
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Figura 7: Distribuicido das idades dos doentes, nos quais se encontraram bactérias
produtoras de CTX-M-1.

4.3 ESBLs TEM e SHV

A presenca de ESBLs do tipo TEM foi também detetada nos isolados
provenientes dos doentes hospitalizados no CHP. Do numero total de isolados
suspeitos de producdo de B-lactamases de espectro alargado (n=70), foram
identificadas vinte e uma do tipo TEM (30%), havendo uma predominio de
Klebsiellas pneumoniae, 52% (n=11) e as restantes estirpes identificadas
produtoras de TEM eram Escherichia coli, 33% (n=7); Proteus mirabilis, 10% (n=2)

e Enterobacter cloacae, 5% (n=1) (Figura 8).
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Estirpes produtoras de TEM

[EEN
N

=
o

0o

Nimero de estirpes
(o)}

B

Klebsiella  Escherichia coli Proteus
pneumoniae mirabilis

Enterobacter
cloacae

Figura 8: Distribuicao das estirpes produtoras de TEM, caracterizadas no CHP.

Os isolados produtores de TEM provieram de diversos

servicos,

Internamento 62%; Consulta Externa, 19% e Servico de Urgéncia 19%, sendo que,

nenhum servico se destacou (de forma prevalente e em nimero) em relacao aos

outros (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicao dos isolados produtores de TEM pelos diferentes Servicos do CHP.

Servico

N° de isolados

Servico de Urgéncia

Internamento Neurologia

CE* Transplantes Renais

Internamento Fisiatria

Internamento SCI pediatrico
Internamento Cirurgia Vascular
Internamento Cirurgia 1

Internamento Urologia

Internamento Ortopedia

Internamento Medicina C

CE* Medicina A

SU**Atendimento pediatrico referenciado
Internamento Neonatal, cuidados especiais

*CE, Consulta Externa

**SU, Servico de urgéncia

3

N N W W
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Ja no que diz respeito ao produto da amostra biolégica do doente, a partir
do qual foi possivel verificar a presenca destas B-lactamases de espectro
alargado, foi possivel identificar o produto “urina” como o mais comum entre as
amostras positivas de TEM, sendo que, do total de isolados positivos de TEM
(n=21), 76% correspondem a amostras de urina (n=16), 19% a secrecdes

respiratorias (n=4) e apenas 5 % a uma amostra de sangue (n=1) (Figura 9).

Distribuicao dos produtos das amostras biolégicas
positivas de TEM

m Urina
m Secrecao Respiratoria

Sangue

Figura 9: Distribuicdo dos produtos que serviram de amostra bioldgica para caracterizar
os isolados produtores de TEM.

Quanto aos diagnosticos dos doentes, esses eram muito variados,
diferindo consoante o servico no qual o doente se encontrava hospitalizado. No
entanto, apesar de muitos dos casos de TEM positivos ser apenas um por cada
servico (tabela 7), naqueles onde se encontrou mais do que um isolado, apenas
existe 0 mesmo diagnoéstico dos doentes hospitalizados no servico de Consulta
Externa de Transplantes Renais, tendo sido o doente sujeito a um Transplante
Renal (n=3).

As idades dos doentes hospitalizados eram variadas, desde os seis dias de
idade até aos noventa anos (anexo 2), no entanto a faixa etaria onde houve mais
prevaléncia de TEM (28.6%) foi entre os 81- 90 anos de idade, ndao se tendo
verificado nenhuma bactéria produtora de TEM, isolada a partir de um dado

produto biolégico de doentes entre os 31- 40 anos de idade (Figura 10).
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Distribuicao das idades dos doentes

7
6
("]
[
€5
v
o
T 4
[
-]
o3 - . .
5 m Distribuicdo das idades
g 2 - dos doentes
z
1_
O_

O O N © & & X & N ®

I 2 NS X XA MM AN

TN A N W A q,\;'\/

Intervalo de idades

Figura 10: Distribuicdo das idades dos doentes, nos quais se encontraram bactérias
produtoras de TEM.

Quanto a SHV foram as B-lactamases de espectro alargado encontradas em
menor numero nos isolados clinicos, apenas quinze isolados (21%), sendo a
producao de SHV mais predominante em Klebsiella pneumoniae, 93% (n=14),

registando-se apenas 7% (n=1) em Escherichia coli (Figura 11).

Estirpes produtoras de SHV
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Figura 11: Distribuicdo das estirpes produtoras de SHV, caracterizadas no CHP.

Tal como CTX-M-1 e TEM, SHV também foi possivel encontrar presente em
diferentes servicos do CHP, Internamento 60%; Consulta Externa, 27% e Servico
de Urgéncia 13% (Tabela 8).
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Tabela 8: Distribuicao dos isolados produtores de SHV pelos diferentes Servicos do CHP.

Servico N° de isolados
CE* Transplantes Renais 3
Servico de Urgéncia 2
Internamento SCI- Unidade cuidados intensivos 2
Internamento Medicina A 1
Internamento Medicina B 1
Internamento Ortopedia 1
Internamento Fisiatria 2
Internamento SCI Pediatrico 1
Internamento Cirurgia 1
CE* Medicina A 1

*CE, Consulta Externa

Tal como os isolados provenientes dos produtos das amostras biologicas,
a partir das quais foi possivel identificar CTX-M-1e TEM, em SHV (n=15) o produto
da amostra bioldégica mais predominante também foi a urina (n=11), 72% e os
restantes produtos biolégicos correspondem a sangue (n=2) e secrecoes

respiratoérias (n=2), em percentagens equivalentes, 14 % (Figura 12).

Distribuicao dos produtos das amostras biologicas
positivas de SHV

mUrina
m Secrecao Respiratoria

mSangue

Figura 12: Distribuicdo dos produtos que serviram de amostra bioldgica para caracterizar

os isolados produtores de SHV.
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Em relacdo as idades dos doentes, neste caso e paralelamente ao sucedido
nos casos positivos de TEM, foi possivel identificar intervalos de idade nos quais
nao se verificou nenhum doente infetado com bactérias produtoras de SHV, mas
enquanto em TEM s6 se verificou um uUnico intervalo (31- 40), em SHV
observaram-se dois intervalos de idades, 11- 20 e 31- 40, sendo dos 71-90 anos

de idade, o intervalo que corresponde a um maior predominio de SHV (Figural 3).
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Figura 13: Distribuicdo das idades dos doentes, nos quais se encontraram bactérias
produtoras de SHV.

4.4.Carbapenemases

De todos os isolados que chegaram a Unidade de Biologia Molecular por
suspeita de serem produtores de carbapenemases (n=74), procedeu-se a sua
detecao com o teste Blue-Carba. O teste apresentou duvidas em 36,5 % dos
isolados, estes foram entdao confirmados por PCR, ndo se tendo confirmado
nenhum caso como positivo.

De todos os casos positivos, n=9 (12%), seguiu-se igualmente, a sua
confirmacdao por PCR. Verificando-se a presenca de 6 carbapenemases do tipo
VIM (66.7%) e 3 OXA-48 (33.3%).
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Os nove isolados produtores de carbapenemases, pertenciam a duas
familias, Enterobactereaceae (n=7) e Pseudomonadaceae (n=2). Verificando-se a
presenca de varias estirpes, Enterobacter cloacae complex 44.4% (n=4), Klebsiella
pneumoniae 33.3% (n=3), Pseudomonas aeruginosa 11.1% (n=1) e Pseudomonas
putida 11.1% (n=1) (Figura 14).

4,5

3,5

2,5

@ Pseudomonas putida

15 B Pseudomonas aeruginosa

Numero de bactérias

0,5

Enterobacter Klebsiella Pseudomonas
cloacae pneumoniae
complex

Figura 14: Isolados caracterizados no CHP, produtores de carbapenemases.

No que diz respeito aos servicos do Centro Hospitalar, onde foi possivel
detetar a presenca de carbapenemases, estes também foram variados (Tabela 9).
No entanto, 44.4 % (n=4) provieram do Servico de Internamento, 33.3% (n=3) do
Servico de Urgéncia e 22.2% (n=2) da Consulta Externa.

Os doentes que estavam hospitalizados nos diferentes servicos tinham
também diagnosticos distintos, com excecdao dos doentes portadores do isolado
44 e 48 (anexo 4) que lhes tinha sido diagnosticado uma infecdao do trato urinario
(n=2).

Em contrapartida nao foi possivel detetar qualquer relacdo com o servico
em causa, uma vez que, um dos doentes estava hospitalizado no servico de

Urgéncia e o outro no Internamento Fisiatria.
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Tabela 9: Distribuicao dos isolados produtores de carbapenemases pelos diferentes

Servicos do CHP.
Servico

N° de isolados

Servico de Urgéncia

CE* Medicina A
Internamento Fisiatria

CE* Urologia

Internamento Cirurgia
Internamento SCI Pediatrico
Internamento Nefrologia

*CE, Consulta Externa

3

No caso das carbapenemases, as amostras dos produtos bioldgicos ja

eram mais diversificadas (urina, liquido de drenagem, exsudado, sangue e bilis)

comparativamente as p-lactamases. Apesar de tal facto, a urina continuou a ser o

produto biolégico mais predominante (n=5), 56%, surgindo os outros produtos

bioldgicos, liquido de drenagem (n=1), exsudado (n=1), sangue (n=1) e bilis (n=1)

em igual percentagem,11% (Figural5).

Distribuicao dos produtos das amostras biolégicas
positivas de Carbapenemases

mUrina

mLiquido de drenagem
m Exsudado

mSangue

m Bilis

Figura 15: Distribuicdo dos produtos que serviram de amostra biolodgica para caracterizar

os isolados produtores de carbapenemases.
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Relativamente as idades dos doentes, infetados com bactérias produtoras
de carbapenemases, existem quatro intervalos de idades nos quais ndo se
detetou a presenca de nenhuma carbapenemase, isto é, dos 11 aos 50 anos de
idade ndo se observou nenhum doente, sendo que nos restantes intervalos de
idade, surgem um ou dois doentes.

O intervalo 0-10, corresponde a um bebé de apenas cinco meses, cujo
isolado bacteriano era uma Pseudomona aeruginosa (Anexo 4), verificando-se
depois dois intervalos de idade (51-60 e 81-90) que correspondem também a um
doente em cada intervalo, sendo que o maior predominio de carbapenemases

compreende os intervalos, 61-80 e 91-100 anos de idade (Figura 16).
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Figura 16: Distribuicdo das idades dos doentes, nos quais se encontraram bactérias
produtoras de carbapenemases.

Tendo-se obtido resultados positivos de carbapenemases na familia
Pseudomonadaceae, e por serem também comuns no Centro Hospitalar do Porto,
o estudo alargou-se também a familia Pseudomonadaceae.

Foram entao recolhidos 23 isolados de pseudomonas (Tabela 10), enviados
pelo Servico de Microbiologia a Unidade de Biologia Molecular por suspeita de

serem isolados produtores de carbapenemases.
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Tabela 10: Isolados estudados da familia Pseudomonadaceae

Pseudomonadaceae
Pseudomonas
Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa putida fluorescens
20 2 1

As carbapenemases VIM detetadas eram maioritariamente produzidas por
Enterobacter cloacae complex 66.6% (n=4) e as restantes pertenciam a estirpe
Pseudomona aeruginosa 16.7% (n=1) e Pseudomonas putida 16.7% (n=1), todas
provenientes de servicos distintos. Os isolados produtores de OXA-48 (n=3)
foram todas detetadas em Klebsiellas pneumoniae, também provenientes de

servicos diferentes (Figura 17).
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Figura 17: Caracterizacdo das carbapenemases e respetivos isolados produtores,
identificados no CHP.

Dos isolados produtores de carbapenemases (n=9), parte destes 33% (n=3),
também produziam outro tipo de ESBLs, sendo que, os trés eram Klebsiellas
pneumoniae e produziam os trés tipos de ESBLS (CTX-M-1, TEM e SHV) (Tabela
11).
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Os trés isolados provieram de servicos diferentes e apenas o isolado 44 e

48 tinham o diagnostico em comum, uma infecao do trato urinario.

Tabela 11: Isolados produtores de Carbapenemases e ESBLs.

ID Estirpe Carbapenemases CTX-M-1 TEM SHV
Klebsiella
42 ) OXA-48 Positivo Positivo Positivo
pneumoniae
Klebsiella
44 ] OXA-48 Positivo Positivo Positivo
pneumoniae
Klebsiella
48 ] OXA-48 Positivo Positivo Positivo
pneumoniae

4.5. Perfil de Suscetibilidade aos antibidticos

Aos isolados que foram estudados (104 isolados), foram feitos
previamente testes de suscetibilidade aos antimicrobianos, tendo em conta as
diferentes familias dos antibi6ticos, e portanto, todos os resultados baseiam-se
nos dados disponibilizados.

Na familia dos antibioticos B-lactamicos e derivados da penicilina,
verificou-se que a ampicilina e a amoxicilina/ acido clavulanico, eram os
antibidticos que apresentavam um perfil de resisténcia em todos os isolados
estudados (100% de resisténcia).

No que diz respeito as cefalosporinas, a cefuroxima e a cefotaxima, sao
dois antibi6ticos que apresentaram um perfil de resisténcia em todos os isolados,
com excecao de apenas dois isolados no caso da cefuroxima, e quatro isolados
relativamente a cefotaxima. Os isolados que apresentavam perfil de
suscetibilidade a cefuroxima, correspondiam a uma Pseudomona aeruginosa
produtora de uma carbapenemase VIM e uma Klebsiella pneumoniae produtora de
SHV. A cefotaxima revelou um perfil idéntico a cefuroxima, mas neste caso, este
antibiotico também se demonstrou sensivel perante uma Escherichia coli

produtora de TEM e uma Klebsiella pneumoniae produtora de SHV.
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Nos antibioticos aminoglicosideos, apesar de se terem efetuado testes com
a amicacina, gentamicina e tobramicina, apenas a amicacina apresentou
resultados a destacar, pois apresentou um perfil de sensibilidade na maior parte
dos isolados, sendo que muitos deles eram produtores de B-lactamases de
espectro alargado e carbapenemases. Gentamicina e tobramicina apresentaram
resultados distintos, alguns isolados eram resistentes e outros sensiveis.

No grupo dos carbapenemos, destaca-se o ertapenemo e 0 meropenemo.
O ertapenemo porque apresentou um perfil de resisténcia na maior parte dos
isolados. De notar que, nos poucos isolados sensiveis ao ertapenemo, estes eram
produtores de B-lactamases ou carbapenemases. O meropenemo é o antibiotico
deste grupo ao qual a maior parte destes isolados apresentou um perfil de
sensibilidade, ndao sendo ainda assim, superior ao perfil de sensibilidade
verificado na amicacina.

O imipenemo, um outro carbapenemo testado, surge em maior destaque
quando se confirma o resultado esperado perante uma bactéria suspeita de
produzir carbapenemases. Ou seja, neste caso verifica-se que os isolados
suspeitos de produzirem carbapenemases, apresentam resisténcia aos
carbapenemos (incluindo o imipenemo). Por outro lado, e tendo em conta que, a
terapéutica adaptada quando se suspeita de uma bactéria produtora de ESBLs sdo
os carbapenemos, era de esperar que os isolados bacterianos produtores de B-
lactamases de espectro alargado se apresentassem sensiveis aos carbapenemos.
No entanto, verificou-se que alguns desses isolados suspeitos de produzirem
ESBLs, apresentavam resisténcia ao ertapenemo.

Esta resisténcia ao ertapenemo podera ser devida a outros mecanismos
intrinsecos de resisténcia antimicrobiana, como por exemplo, a alteracao da
permeabilidade da membrana externa, permitindo assim que uma alteracao na
porina (proteina que estabelece ligacdo com o interior da célula), torne a bactéria
resistente ao ertapenemo, assim como o aumento do efluxo, isto é, o
bombeamento ativo de antimicrobianos para o meio extracelular, produzindo
assim resisténcia a alguns antibiéticos.

No caso da familia Pseudomonadaceae, para além dos diferentes testes ja
referidos, surge ainda o aztreonam e a colistina. O aztreonam, apresentou um
perfil intermediario em grande parte dos isolados (h=12), sendo que os restantes
apresentavam um perfil de resisténcia (n=7), sem qualquer resultado de

sensibilidade a este antibiotico. Contrariamente ao aztreonam, a colistina
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apresentou-se sensivel perante todos os isolados, com a excecao de apenas uma

Pseudomona aeruginosa.

4.6. A mortalidade e as ESBLs

Apo6s a analise de todos os isolados estudados na Unidade de Biologia
Molecular, foi possivel verificar o numero de Obitos entre os doentes, cujos
isolados foram estudados e que revelaram a producdao de pB-lactamases de
espectro alargado, nao esquecendo que por vezes, dois isolados distintos
provinham de um mesmo doente.

Verificou-se assim, a morte de sete doentes hospitalizados com ESBLs do
tipo CTX-M-1 (25%), cinco doentes com ESBLs do tipo TEM (18%) e quatro doentes
com ESBLs do tipo SHV (14%), contudo nao se verificou a morte de nenhum
doente infetado com bactérias produtoras de carbapenemases.

No total de doentes, a partir dos quais foram isolados bactérias produtoras
de ESBLs (n=55), verificou-se uma mortalidade de 29% (n=16). Por outro lado, nos
doentes, em que os isolados bacterianos em questao nao eram produtores de B-
lactamases de espectro alargado (igualmente n=55), verificou-se uma
percentagem de mortes de 16.4% (n=8).
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5. Discussao

Perante os resultados obtidos, destaca-se de imediato, a prevaléncia de B-
lactamases de espectro alargado do tipo CTX-M-1 (43%). Este foi o tipo de ESBL
que se encontrou em maior numero nos isolados obtidos de amostras biolégicas
de doentes hospitalizados, no Centro Hospitalar do Porto, seguindo-se a presenca
de ESBLS TEM e SHV (30% e 21% respetivamente). Por outro lado, ao verificar-se a
presenca de B-lactamases de espectro alargado do tipo CTX-M, comprova-se a
importancia das enzimas CTX-M, realcada em 2003 por Davies (The National
Public Health Service for Wales (NPHS) Microbiologia, Cardiff) (45).

No caso de CTX-M-1, verificou-se um predominio deste tipo de B-
lactamases de espectro alargado no servico de Consulta Externa de Transplantes
Renais (33.3%), o que corresponde a dez casos positivos de CTX-M-1, um numero
elevado em comparacdo com os restantes servicos onde foi possivel verificar
também a presenca deste tipo de ESBLs.

Os doentes hospitalizados neste servico e infetados com bactérias
produtoras de CTX-M-1, tinham sido sujeitos a Transplante Renal e as idades
entre estes doentes eram muito diversificadas (entre os 23-66 anos de idade,
anexo 1), nao se podendo assim, estabelecer nenhuma relacao direta entre a
producao de ESBL do tipo CTX-M-1 com as idades destes doentes hospitalizados
no CHP.

No entanto, tendo em conta os fatores que promovem a infecdo entre os
doentes hospitalizados, a diminuicao da imunidade e a crescente variedade de
procedimentos médicos e técnicas invasivas, poderdo ter sido algumas das
causas potenciais de infecdo entre este grupo de doentes. Assim como, o facto
das taxas de infecdo serem maiores nos doentes com suscetibilidade acrescida,
devido a idade avancada e a uma doenca subjacente (2), tal como acontece com
os doentes que sao submetidos a transplantes, nomeadamente transplantes
renais. Casos em que as infecdes urinarias sdao muito frequentes, e por isso, os
doentes estdo sujeitos a uma grande pressao antibiética, sendo previsivel uma
taxa de resisténcia superior nos isolados provenientes deste servico.

Ainda assim, e tendo em conta os resultados obtidos, este estudo contém
uma limitacdo, que neste caso ndao permite conclusées seguramente factiveis. Isto

porque, os isolados que provieram do Servico de Microbiologia do CHP, para a
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Unidade de Biologia Molecular, com a finalidade de se proceder a detecdo de
ESBLs e carbapenemases, foram apenas isolados que suscitaram dudvidas na
interpretacdao dos testes fenotipicos. Este facto, ndao permite assim, analisar
seguramente a quantidade de isolados produtores de B-lactamases de espectro
alargado existentes no hospital, e consequentemente comprovar relacoes
existentes entre a producdo de ESBLS e os servicos onde estas foram identificadas
ou até mesmo outros servicos onde poderdo existir.

Apesar desta limitacdo, este estudo permitiu verificar uma diferenca entre
0s varios grupos de servicos (Servico de Internamento, Consulta Externa e Servico
de Urgéncia), relativamente aos varios tipos de ESBLs encontrados no CHP, pois
ESBLs do tipo TEM e SHV surgem no Servico de Internamento com uma
percentagem muito proxima (62% e 60% respetivamente) e muito superior a CTX-
M-1 (36.7%). A Consulta Externa é o servico, onde se observou uma maior
percentagem de CTX-M-1 (43.3%), sendo este o segundo servico onde se detetou
uma maior incidéncia de TEM e SHV e por ultimo, o Servico de Urgéncia, foi
aquele onde se verificou menor percentagem de incidéncia nos trés tipos de
ESBLs encontrados.

Esta diferenca podera ser interpretada, como algo explicativo do objetivo/
funcdo de cada grupo de servico, pois por exemplo, o Servico de Internamento
contempla os doentes que ficam internados no hospital, ou seja, permanecem
nas instalacdes durante algum tempo (entre dias, semanas e por vezes alguns
meses) e este facto podera ser um fator contribuinte para um predominio de
resisténcia por parte dos doentes hospitalizados neste servico. Por outro lado, o
Servico de Urgéncia, sendo um servico de estadia muito curta, em que os doentes
acorrem em caso apenas de urgéncia médica, é passivel de entendimento que
este seja o servico onde surgem doentes com uma menor taxa de resisténcia.

Ja no que diz respeito as carbapenemases, de todos os isolados suspeitos
de serem produtores de carbapenemases (n=74), procedeu-se a sua detecao com
o teste Blue-Carba. No entanto, este teste apresentou duvidas em 36,5 % dos
isolados, estes foram entao confirmados por PCR, ndao se tendo confirmado
nenhum caso como positivo. Porém de todos os casos que se apresentaram
seguramente positivos perante este teste, n=9 (12%), ap6s a sua confirmacao por
PCR, verificou-se a presenca de 6 carbapenemases do tipo VIM (66.7%) e 3 OXA-
48 (33.3%). As carbapenemases foram encontradas em maior percentagem no
Servico de Internamento 44.4% (n=4), tal como TEM e SHV, porém a distribuicao

das carbapenemases pelos restantes servicos, ndo segue o mesmo padrdo de
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TEM e SHV, pois neste caso, o Servico de Urgéncia aparece como o segundo
servico, onde se verificou maior incidéncia (33.3%) e por fim, o Servico de
Consulta Externa 22.2% (n=2).

E de notar que, ao contrario do esperado, a quantidade de
carbapenemases encontradas foi superior na familia Enterobactereaceae (n=7),
13.7% do que na familia Pseudomonadaceae (n=2), 8.7%. Uma explicacao para o
sucedido é tal como ja referido anteriormente, a limitacdo do presente estudo,
pois nem todos os isolados de Pseudomonas foram enviados para a Unidade de
Biologia Molecular.

Foi assim possivel, verificar-se a presenca de dois tipos de
carbapenemases, VIM e OXA-48, referentes a classe B e D, respetivamente,
segundo o sistema de classificacdo molecular de Ambler (17). Nas duas estirpes
produtoras de carbapenemases do tipo VIM, observou-se um perfil de
suscetibilidade aos antibioticos, semelhante entre os isolados de Enterobacter
cloacae complex, mas diferente do perfil de suscetibilidade das Pseudomonas,
sendo que, os isolados de Enterobacter cloacae complex apresentavam
resisténcia a praticamente todos os antibidticos (com excecdo de apenas dois
antibioticos). Este facto confirma desta forma, que carbapenemases do tipo VIM
(metalo-p-lactamases) tipicamente hidrolisarem eficientemente carbapenemos e
resistirem a inibidores de p-lactamases (30).

OXA-48, o outro tipo de carbapenemases descrito neste estudo, apenas foi
identificado na espécie de Klebsiella pneumoniae, o que esta de acordo com o
descrito relativamente a Enterobactereaceas, que mais comumente produzem
carbapenemases da familia OXA (30). Em Portugal a detecao de OXA-48 esta
ainda muito limitada, sendo esta a primeira descricao desta enzima em Klebsiella
pneumoniae. Recentemente foi descrita pela primeira vez em Portugal a presenca
de OXA-48, em Escherichia coli e Enterobacter cloacae a partir de um doente de
74 anos de idade. O doente tinha sido hospitalizado de urgéncia num hospital em
Lisboa, com uma insuficiéncia cardiaca descompensada em Marco de 2013 (95).

De extrema importancia relativamente as carbapenemases, € ainda, o caso
do bebé de cinco meses, a quem foi detetada uma Pseudomonas aeruginosa
produtora de VIM. Sabe-se que a crianca se encontrava internada no Servico de
Cuidados Intensivos Pediatrico desde o seu nascimento, o que sugere a aquisicao
da bactéria em questao no hospital.

Desta forma, a detecdo inequivoca de carbapenemases em ambiente

hospitalar assume particular relevancia. Foi possivel constatar que logo apos se
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ter iniciado a sua pesquisa se observaram resultados positivos, e apesar das
carbapenemases terem sido encontradas em menor numero que as ESBLs,
constituem um problema sério e assustador, devido a possibilidade de
disseminacdao destes mecanismos de resisténcia entre espécies bacterianas e
mesmo destas bactérias entre os doentes.

Em pouco mais de um ano (entre 26/04/2013 e 22/05/2014, anexo 4),
foram detetadas carbapenemases em Enterobactereaceas, sem qualquer ligacao
aparente entre si, sugerindo que as Enterobactereaceas produtoras de
carbapenemases estao mais disseminadas do que seria esperado. Se este temido
mecanismo de resisténcia nao for controlado, pode levar ao surgimento de
isolados multirresistentes com perfis de suscetibilidade como os que se
verificaram nos isolados produtores de VIM, comprometendo assim o tratamento
dos doentes, resultando eventualmente num maior numero de mortes.

Relativamente as diferentes classes de antibioticos, estas apresentaram
algumas diferencas. Na classe dos antibidticos penicilinicos, todos os isolados se
revelaram resistentes a ampicilina e amoxilina/acido clavulanico, o mesmo se
verificou para as cefalosporinas, destacando-se algumas excecdes de isolados
susceptiveis (isolados 22, 148, 156 e 157), sendo que, os isolados que foram
excecdo a esta resisténcia por parte da cefuroxima e cefotaxima, eram
produtores de B-lactamases de espectro alargado e ou/carbapenemases (Anexo
1-4).

Alguns isolados mantiveram-se sensiveis a ceftazidima, assim como, na
classe dos carbapenemos, ao ertapenemo e imipenemo. No entanto, o
meropenemo foi o antibidtico que apresentou um maior niumero de isolados
sensiveis, mas ainda assim, ndao superou o numero de isolados que permaneceu
sensivel a amicacina, o antibiético que perante os isolados bacterianos
estudados, se apresentou mais suscetivel. No que diz respeito a terapéutica dos
doentes, 38.7% estavam sob antibioterapia. Contudo, ndao se verificou que a
incidéncia destes mecanismos de resisténcia (ESBL e carbapenemases) fosse
maior nos doentes sujeitos a antibioterapia, isto porque, apenas 37.5% destes
doentes apresentaram mecanismos de resisténcia.

Por fim, e indo de encontro ao ultimo objetivo deste estudo, no periodo
decorrido entre a detecdo e caracterizacao de B-lactamases de espectro alargado
e carbapenemases, bem como a hospitalizacio dos doentes infetados com
bactérias que possuem estes mecanismos de resisténcia, conseguiu-se apurar o

numero de 6bitos ocorridos. No entanto, nada nos garante, que a morte destes
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doentes hospitalizados tenha sido somente consequéncia deste mecanismo de
resisténcia. Pois ao doente em causa, estava sempre associada uma patologia
prévia, que sendo esta mais grave ou nao, podera ter sido a verdadeira causa de
morte, ou por outro lado, uma associacdo da patologia prévia com o mecanismo
de resisténcia associado ou mesmo com a faléncia terapéutica.

Para que essa confirmacdao fosse viavel (ndo esquecendo as limitacdes
sempre inerentes), era necessario um estudo mais aprofundado com algum
seguimento clinico do doente, assim como 0 acesso aos processos relativos as
mortes por infecdes hospitalares registados na Delegacdao do Norte do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses.

Contudo, verificou-se que, a percentagem de mortes a partir dos isolados
produtores de ESBLs (29%) é superior aqueles que nao produziam qualquer tipo
de ESBLs (16.4%). Observando estes resultados, podera suspeitar-se de que sejam
um indicio para algum peso das ESBLs nas mortes verificadas. No entanto, tendo
em conta que, muitos dos doentes ja se encontravam em idade avancada e que
tinham sempre uma patologia associada, estes resultados nao permitem afirmar
que as ESBLs foram um fator determinante para a morte.

Igualmente relevante foram as idades dos doentes hospitalizados que
faleceram, pelo facto de, estarem compreendidas entre os 50 e os 90 anos de
idade. Sendo que, nos doentes em que a idade ja era avancada, este podera ser
um fator que contribuiu peremptoriamente para a morte.

E de notar ainda, que estas percentagens ndo incluem aqueles doentes que
estiveram hospitalizados no CHP, que porventura tenham adquirido uma infecao
hospitalar e que entretanto tiveram alta médica, podendo ter falecido em casa ou
mesmo em lares, ndo nos permitindo assim, ter acesso ao seu registo de obito.

Assim e apesar das limitacbes inerentes, o presente estudo permitiu
implementar com sucesso, uma metodologia capaz de esclarecer a presenca de
um mecanismo de resisténcia (producdao de ESBLs), por métodos moleculares,
encontrando-se atualmente em vigor na Unidade de Biologia Molecular e Servico

de Microbiologia do Centro Hospitalar do Porto.
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6. Conclusao

Para além das conhecidas aplicacoes forenses da microbiologia - a
identificacao de impressdes digitais (Acinetobacter calcoaceticus), a identificacao
de marcas dentarias e do suspeito (Streptococcus salivarius), o afogamento,
(diatomaceas), meningite poOs-traumatica (Streptococcus pneumoniae) e
Bioterrorismo (1) - a identificacdo do microrganismo, agente de infecao dos
doentes hospitalizados é igualmente relevante, pois sé assim, conhecendo as
bactérias que habitam o nosso meio hospitalar, é possivel tomar medidas de
prevencao e precaucdo de forma a evitar a disseminacdo desses agentes
patogénicos e consequentemente evitar a morte.

Este estudo viabilizou a implementacao de uma metodologia, que permitiu
verificar com éxito a presenca de B-lactamases de espectro alargado por métodos
moleculares. Um mecanismo de resisténcia antimicrobiana detetado nas bactérias
Gram-negativo, procedentes de amostras bioldgicas dos doentes hospitalizados
no Centro hospitalar do Porto.

Foi igualmente factivel, detetar a presenca de carbapenemases, um
mecanismo receado e preocupante a nivel hospitalar. Pois a sua possibilidade de
disseminacao é algo assustador, o que pode implicar sérios problemas no
tratamento dos doentes, principalmente se surgirem isolados bacterianos multi-
resistentes, com perfis de resisténcia aos carbapenemos, a opcao terapéutica
adequada a estes casos. Perante uma situacdo destas, os profissionais de saude
deparam-se sem alternativa terapéutica adequada, e desta forma, a saude dos
doentes fica comprometida, originando um maior niamero de mortes.

Contudo, nao se verifica, nem se pode afirmar uma relacio de causa-
efeito, entre a presenca de ESBLs e a morte dos doentes. Esta podera ser devida a
outros fatores, ou da conjugacao de todos eles (idade, patologia prévia,
imunidade fragilizada, procedimentos técnicos invasivos e presenca de ESBLSs).

O grupo de Servicos em que ocorre uma prevaléncia de ESBLs, também
pode ser algo de especial atencdao e importancia, pois consoante o servico em
que o doente esta internado, ou até mesmo, em casos em que ha apenas uma
pequena passagem pelo servico, pode ser relevante aquando da procura destes

mecanismos de resisténcia. Ha infecbes em que a sua ocorréncia é mais comum

51



Conclusdo

num dado servico hospitalar, e por isso, é de prever uma maior frequéncia de B-
lactamases de espectro alargado e/ou carbapenemases.

Desta forma, o presente estudo demonstrou-se viavel e possibilitou com
sucesso a detecdo e caraterizacao destes mecanismos de resisténcia (ESBL e
carbapenemases), mas especialmente e nao menos importante, retrata um
problema critico em ambientes hospitalares que necessita de atencdo e

principalmente de ser controlado.
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7. Perspetivas futuras

No ambito deste problema, a resisténcia de bactérias a uma série de
antibioticos e a preocupacdao que este tema sugere no controlo das infecdes no
meio hospitalar, é importante estarmos a alerta, e por isso, pensar em caminhos
futuros.

Seria interessante e de forma a poder continuar o presente estudo, ter
acesso aos processos relativos as mortes por infecdes hospitalares registados na
Delegacao do Norte do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses.
S6 assim, seria possivel obter dados mais concisos e consequentemente verificar
alguma relacao entre os casos estudados no hospital e aqueles que sao
registados no Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses. Esta seria
uma hipétese de caminho futuro relativamente a este tema de especial relevancia
para a saude publica.

Por outro lado, e tendo em conta que, quando os isolados bacterianos sao
enviados para a Unidade de Biologia Molecular do CHP, a fim de esclarecer um
mecanismo de resisténcia, & porque surgem duvidas na interpretacao dos testes
fenotipicos que detetam as ESBL. Desta forma, a implementacdo de um teste
molecular tornou-se necessaria para esclarecer inequivocamente esses casos, tal
como foi possivel verificar no presente estudo.

Assim, uma possibilidade a este nivel seria, a detecao molecular dos genes
ampC. Os dados de prevaléncia sdao escassos devido a falta de testes, contudo
parecem ser menos comuns do que as ESBLs. As B-lactamases AmpC codificadas
por plasmideo mais frequentemente encontradas pertencem as familias de CMY,
FOX e de DHA (66) e a detecao molecular destes genes podera ser entdo, um
outro rumo a seguir, de forma a esclarecer mecanismos de resisténcia.

Os laboratorios deveriam ser capazes de detetar B-lactamases AmpC,
porque tém sido associadas a uma falsa suscetibilidade a cefalosporinas (96). E
como os testes fenotipicos nao diferenciam entre pB-lactamases AmpC
cromossdémicas ou mediadas por plasmideo, para que estas ultimas sejam
detetadas com maior precisao, deveriam ser detetadas com o teste de multiplex
PCR AmpC de Pérez-Pérez e Hanson (97).

No entanto, a ciéncia evolui, ha sempre estudos a decorrer no sentido de

melhorar o presente, e neste sentido a detecao de resisténcia por MALDI-TOF
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(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, Time-Of-Flight), seria outra
sugestao possivel para o futuro.

Estudos recentes indicam a possibilidade de wusar sistemas de
espectrometria de massa, mais especificamente, sistemas MALDI-TOF, para
identificar determinados mecanismos de resisténcia, contendo varias vantagens.
A primeira vantagem reside no facto, do custo econdémico de cada determinacao
ser inferior ao custo das técnicas moleculares classicas da detecao dos genes de
resisténcia. Em segundo lugar, comparando com os métodos de rotina
atualmente utilizados, a detecao de resisténcia por MALDI-TOF permite obter
resultados de uma forma mais rapida. E por ultimo, a possibilidade de permitir a
detecao de enzimas que nao foram caracterizadas previamente, nas quais nao
existe qualquer informacao sobre os genes que as codificam. Por estas razdes,
acredita-se que esta podera ser uma metodologia muito util que se podera
implementar nos laboratérios de microbiologia clinica (98).

A metodologia proposta tem um grande impacto na detecdao precoce de
Enterobactereaceas produtoras de ESBLs de hemoculturas positivas, sendo um
método rapido e eficiente, e permitindo precocemente, a administracao de uma
terapéutica apropriada, (99) pois uma antibioterapia adequada é de extrema
importancia na diminuicao da mortalidade dos doentes com sépsis (100, 101).

A sublimidade Microbioldégica é necessaria mais do que nunca e é
fundamental que ESBLs, B-lactamases AmpC e carbapenemases sejam detetadas

com rapidez e precisao (30).
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Anexo 1: Estirpes produtoras de CTXM-1, caracterizadas no CHP.

ID Estirpe Data Servico Idade* Produto Diagnéstico
Klebsiella R
1 ) 14/02/2012 Urgéncia Geral/HSA 72 Urina Dispneia, pneumonia
pneumoniae
o ) CE Transplantes _
6  Escherichia coli 13/02/2012 _ 66 Urina Transplante renal
Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella CE Pos-transplante _ o
15 ] 28/11/2012 o 63 Urina Transplante hepatico
pneumoniae hepatico/HSA
36 Escherichia coli 04/05/2013 Urgéncia Geral/ SO 83 Sangue Febre
39 Escherichia coli 06/04/2013 Urgéncia Geral/ SO 83 Sangue Febre e prostracao
Klebsiella .
42 ) 21/07/2013 Medicina A 90 Urina Rastreio séptico
pneumoniae
Klebsiella Internamento Fisiatria i
44 26/07/2013 65 Urina Infecdo do trato urinario
pneumoniae /HSA
Klebsiella R )
48 ] 12/09/2013 Servico de Urgéncia 95 Urina Infecdo trato urinario
phneumoniae
Klebsiella Internamento i
49 23/09/2013 85 Urina Infecdo do trato urinario
pneumoniae Neurologia/HSA
Retencao Urinaria com Algaliacdes
Klebsiella Internamento
51 12/10/2013 62 Urina frequentes; ITU Recente com E. coli e
pneumoniae Neurocirurgia/HSA
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella SCI_Cuidados ) )
54 ) 13/10/2013 o 71 Urina Hemorragia sub-dural pos traumatica
pheumoniae Intermédios
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Anexo 1: Estirpes produtoras de CTXM-1, caracterizadas no CHP.

Klebsiella ) _ Liquido o o
) 24/10/2013 Cirurgia 3 71 ) Peritonite terciaria
pneumoniae peritoneal
o ) Internamento fisiatria _ _
56 Escherichia coli 28/10/2013 80 Urina Paraplegia
ASIA A
o ) ) Pus de Choque séptico por peritonite com
60 Escherichia coli 14/11/2013 Urologia 72
abcesso abcesso
Klebsiella CE Transplantes _ o
63 ) 11/05/2013 _ 39 Urina Transplante Reno- pancreatico
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella
71 , 27/01/2014 CE Transplantes Renais 30 Urina Transplante Renal
pneumoniae
Klebsiella Internamento
82 ) 25/01/2014 . 23 Urina Tansplante Renal
pneumoniae Nefrologia/HSA
Klebsiella CE Transplantes
85 ] 11/02/2014 . 62 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella Ce Transplantes
86 ) 10/02/2014 . 49 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/ HSA
Klebsiella )
115 ) 03/07/2014 Internamento T.C.E 79 Urina HSD agudo interhemisférico
pneumoniae
Transplante renal + sintoma febril
Klebsiella .
119 , 25/02/2014 Urgéncia Geral 60 Sangue (antecedente recente de ITU e
phneumoniae -
rabdomidlise grave)
121 Klebsiella 18/03/2014  CE Transplantes renais 23 Urina Tranplante Renal
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Anexo 1: Estirpes produtoras de CTXM-1, caracterizadas no CHP.

pneumoniae
Klebsiella
127 , 25/03/2014  CE Transplantes renais 54 Urina Transplante Renal
pneumoniae
Klebsiella Internamento _ ]
132 ] 09/04/2014 ) _ 88 Urina Infecao do trato urinario (suspeita)
pneumoniae Cardiologia/HSA
Klebsiella CE Transplantes _
136 , 10/03/2014 . 54 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella CE Transplantes
137 10/03/2014 54 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella Internamento _ Febre. Drenagem abundante por dreno
139 ) 28/04/2014 . 42 Urina .
pneumoniae Nefrologia/HSA abdominal
Klebsiella Internamento
143 ) 28/04/2014 . 42 Urina Transplante Renal
pneumoniae Nefrologia/HSA
Klebsiella CE pos- transplante . .
149 ) 02/05/2014 . 64 Urina Transplante Hepatico
pneumoniae hepatico/HSA
Klebsiella CE Transplantes
163 ] 17/06/2014 . 23 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA

ID, Identificagdo do isolado

CE, Consulta externa
ITU, infe¢do do trato urinario

SO, Servico de observacgoes

*|dade do doente a data de colheita
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Anexo 2: Estirpes produtoras de TEM, caracterizadas no CHP.

ID Estirpe Data Servico Idade Produto Diagndstico
Escherichia Internamento Cirurgia _
23 ] 06/02/2013 64 Urina IRC em HD: Febre
coli vascular
Klebsiella ) _
28 _ 05/03/2013 Internamento Urologia 50 Urina Transplante Renal
pneumoniae
Proteus ) _ Controlo Pos revisao PT) com vOmitos e
31 o 15/04/2013 Internamento Ortopedia 76 Urina o
mirabilis disuria
Proteus o Secrecao )
32 o 15/04/2013 Internamento Medicina C 88 o Sepsis
mirabilis respiratoria
Escherichia Atendimento pediatrico _ _ o
35 ) 30/04/2013 _ 13 Urina Infecdo do trato urinario
coli referenciado
Escherichia o _ Hematuria de cheiro ativo, febre, dor
40 ) 06/08/2013 Urgéncia Geral/SO 84 Urina . .
coli abdominal generalizada
Klebsiella .
42 ] 21/07/2013 Medicina A 90 Urina Rastreio Séptico
pneumoniae
Klebsiella Internamento Fisiatria i
44 26/07/2013 65 Urina Infecdo do trato urinario
pneumoniae /HSA
Escherichia Internamento Neonatal
45 ] 28/7/2013 ] o 6D Sangue Prematuro
coli cuidados especiais/MJD
Klebsiella _ o Urina de B o
48 _ 12/09/2013 Servico Urgéncia 95 o Infecao do trato urinario
pneumoniae algalia

65



Anexo 2: Estirpes produtoras de TEM, caracterizadas no CHP.

Escherichia o Secrecao B L
81 ] 07/02/2014 Internamento Fisiatria 58 o Infecao respiratoria
coli respiratoria
114 Ent. Cloacae 03/04/2014 Internamento Neurologia 90 Urina Provavel infecao do trato urinario
Klebsiella Internamento SCI Secrecao _ o
124 , 24/03/2014 o 2M . Infecdo respiratoria
phneumoniae Pediatrico respiratoria
Klebsiella CE Transplantes _
133 , 10/03/2014 . 54 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Escherichia o _ B o
135 i 19/04/2014 Urgéncia Geral/SO 72 Urina Infecao do trato urinario
coli
Klebsiella Internamento Neurologia _ o _
140 ) 16/04/2014 90 Urina Febre e SIRS; ITU prévia por E.coli MS
pneumoniae /HSA
Klebsiella Internamento Neurologia )
141 ] 16/04/2014 90 Urina Febre e SIRS; ITU prévia por E.coli MS
pneumoniae /HSA
Escherichia Internamento Pediatria/ Febre sem lactente de um més com
156 , 22/06/2014 ™ Urina . B
coli HSA dilatacao PC
Klebsiella CE Transplantes
163 ] 17/06/2014 . 23 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
2° dia p6s-operatorio de reconstrucao de
Klebsiella Internamento Cirurgia Secrecao transito intestinal; insuficiencia
176 _ 23/07/2014 78 o _ o o
pneumoniae 1/HSA respiratoria respiratoria hipoxémica + roncos

auscultatorios
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Anexo 2: Estirpes produtoras de TEM, caracterizadas no CHP.

Klebsiella
177 , 24/07/2014
pheumoniae

CE Transplantes
Renais(NEFRO)/HSA

62

Urina

Transplante Renal

ID, Identificagdo do isolado

CE, Consulta externa

ITU, infecdo do trato urinario

SO, Servico de observagoes

MJD, Maternidade Julio Dinis
*|dade do doente a data de colheita
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Anexo 3: Estirpes produtoras de SHV, caracterizadas no CHP.

ID Estirpe Data Servico Idade Produto Diagnéstico
Klebsiella S ) Febre nosocomial em doente internado
11 ] 5/10/2012 Internamento Fisiatria 55 Urina
pneumoniae por AVC
Klebsiella Internamento SCI- Unidade )
17 ) 01/01/2013 . ) Sangue Sepsis severa
pneumoniae Cuidados Intensivos/HSA
Klebsiella Internamento Medicina ) y S
18 , 04/01/2013 76 Urina Infecdo respiratoria; febre
pneumoniae A/HSA
Klebsiella Internamento Medicina ) _
19 ) 19/01/2013 86 Urina PAC + ITU nosocomial
pneumoniae B/HSA
Klebsiella CE Transplantes _
22 ) 06/02/2013 ) 46 Urina Transplante renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella .
24 , 07/02/2013 Urgéncia Geral/ SO 76 Urina Febre
pneumoniae
Klebsiella ]
42 ) 21/07/2013 Medicina A 90 Urina Rastreio Séptico
pneumoniae
Escherichia Internamento Dispneia; Infecdo Respiratoéria
43 ) 25/07/20113 ) 90 Sangue _
coli Ortopedia/HSA Nosocomial; Febre
Klebsiella ]
44 ] 26/07/2013 Internamento Fisiatria 65 Urina Infecdo do Trato Urinario
pneumoniae
Klebsiella . o Urina de B o
48 ) 12/09/2013 Servico de Urgéncia 95 . Infecdo do Trato Urinario
pneumoniae algalia
124 Klebsiella 24/03/2014 Internamento SCI 2M Secrecao Infecao respiratéria
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Anexo 3: Estirpes produtoras de SHV, caracterizadas no CHP.

pneumoniae Pediatrico respiratoria
133 Klebsiella CE Transplantes )
] 10/03/2014 ) 54 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
Klebsiella Internamento SCl-Unidade ) _ o
157 ) 26/06/2014 ) . ) 60 Urina Infecao respiratdria
pneumoniae Cuidados intensivos /HSA
Klebsiella CE Transplantes
163 ) 17/06/2014 ) 23 Urina Transplante Renal
pneumoniae Renais(NEFRO)/HSA
2° dia p6s-operatorio de reconstrucao
Klebsiella Internamento Cirurgia Secrecao de transito intestinal; insuficiencia
176 , 23/07/2014 78 o _ o o
pneumoniae 1/HSA respiratoria respiratoria hipoxémica + roncos

auscultatorios

ID, Identificacdo do isolado

CE, Consulta externa
ITU, infecdo do trato urinario

SO, Servico de observagoes

*|dade do doente a data de colheita
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Anexo 4: Estirpes produtoras de Carbapenemases, caracterizadas no CHP.

ID Estirpe Data Servico Idade Produto Diagnéstico
Enterobacter cloacae
34 complex 26/04/2013 Servico de Urgéncia 93 Urina Desorientacao
Klebsiella ,
42 ) 21/07/2013 Medicina A 90 Urina Rastreio Séptico
pneumoniae
Klebsiella .
44 ] 26/07/2013 Internamento Fisiatria 65 Urina Infecao do Trato Urinario
pneumoniae
Klebsiella R , .
48 ] 12/09/2013 Servico de Urgéncia 95 Urina de algalia Infecao do Trato Urinario
pneumoniae
Enterobacter cloacae
84 complex 11/02/2014 CE Urologia/HSA 54 Urina Litiase Renal
Enterobacter cloacae Internamento Cirurgia )
111 complex 20/12/2013 73 bilis Tumor de klatskin tipo IV; Febre
3/HSA
Enterobacter cloacae o Colangite (Febre e hepatite ap6s
131 complex 4/03/2014 Urgéncia Geral/SO 72 Sangue _ i
colangiografia)
Pseudomona Internamento SCI o
148 . 16/12/2013 o 5M Exsudado Orificio PEG com exsudado
aeruginosa Pediatrico/HSA
] Internamento Liquido de Ferida cirargica em transplante
153  Pseudomona putida 22/05/2014 ) 62
Nefrologia/HSA drenagem Renal
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Anexo 4: Estirpes produtoras de Carbapenemases, caracterizadas no CHP.

ID, Identificagdo do isolado

CE, Consulta externa

ITU, infecdo do trato urinario

SO, Servico de observacoes

*|dade do doente a data de colheita
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