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RESUMO

Introdugao: A emergéncia e disseminagdao global de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenemes (CRE) constituem ameacas a saude publica, estando associadas a um aumento
das taxas de morbilidade e mortalidade, com particular relevancia em doentes
imunodeprimidos ou portadores de multiplas patologias. Testes de sensibilidade aos
antimicrobianos evidenciam um incremento de resisténcias destas bactérias, em virtude da
variedade de mecanismos de resisténcia adquiridos. Em Portugal destaca-se Klebsiella
pneumoniae da familia das Enterobacteriaceae, associada maioritariamente a infecGes

urinarias.

Material e Métodos: Estudo retrospetivo efetuado no Hospital do Divino Espirito Santo de
Ponta Delgada, E.P.E., entre marco 2017 e dezembro de 2020. Foram considerados todos os
doentes colonizados ou infetados com CRE.

Resultados: Foram detetados 80 doentes, apresentando uma média de idade de 67,8 anos
com ligeiro predominio do género masculino, a maioria apresentando multiplas patologias.
Os casos foram maioritariamente associados a infe¢des urindrias (33,8%), mas incluindo
igualmente colonizacGes (38,8%). Klebsiella pneumoniae foi detetada em 56,3% dos casos. Os
antibidticos mais utilizados no tratamento destas infe¢des foram a ciprofloxacina (12,5%) e o
meropenem (12,5%), tendo sido atribuida a designacdo de CRE a estas infe¢Ges sobretudo por
resisténcia ao ertapenem (90%).

Discussao: Os resultados obtidos confirmam resultados anteriores publicados em diversos
estudos efetuados em hospitais de Portugal continental. Verificou-se que a maioria das
infecOes estavam associadas a infe¢des urinarias por Klebsiella pneumoniae e os doentes
eram, maioritariamente, portadores de multiplas patologias, provindo as amostras sobretudo
dos servicos de Urgéncia, Medicina e Cirurgia. Relativamente a frequéncia de resisténcia aos
antibidticos, ndo foi possivel encontrar a mesma concordancia, visto que nem sempre foram
utilizados os mesmos antibiéticos nos diversos estudos.

Conclusao: Apenas 11,3% dos casos detetados no HDES poderdo estar associados a morte dos
pacientes. E dificil correlacionar o aumento da mortalidade com as infe¢des por CRE, visto que
estes pacientes, na sua maioria, sdo portadores de multiplas patologias ou padecem de
doencas graves. No entanto, as infecdes agravam o quadro clinico dos doentes, aumentando
o tempo de internamento hospitalar e os custos associados aos cuidados de saude, sendo de
extrema importancia cumprir com o plano nacional para a contenc¢ao das multirresisténcias.

Palavras-Chave: Enterobacteriaceae; Carbapenemes; Klebsiella pneumoniae; Resisténcia
antibidtica.
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ABSTRACT

Introduction: The emergence and global spread of Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
(CRE) are threats to public health, associated to morbidity and mortality rates increase, with
relevance in immunocompromised patients or patients with multiple pathologies.
Antimicrobial sensitivity tests show an increase in resistance results of these bacteria, due to
the variety of acquired resistance mechanisms. In Portugal, Klebsiella pneumoniae of the
Enterobacteriaceae family get particular emphasis, mostly associated with urinary infections.

Material and Methods: Retrospective study carried out at Hospital do Divino Espirito Santo de
Ponta Delgada, E.P.E. (HDES), between March 2017 and December 2020. All patients colonized
or infected with CRE were considered.

Results: 80 patients were detected, with a mean age of 67.8 years, with a slight predominance
of male genre, most of them presenting multiple pathologies. Cases were mostly associated
with urinary tract infections (33.8%) but also including colonizations (38.8%). Klebsiella
pneumoniae was detected in 56.3% of cases. The most used antibiotics in the treatment of
these infections were ciprofloxacin (12.5%) and meropenem (12.5%). Designation of CRE were
given mainly due to resistance to ertapenem (90%).

Discussion: The results obtained confirm previous results published in several studies carried
out in hospitals in Portugal. Most studied infections were associated with urinary infections
caused by Klebsiella pneumoniae and the patients were mostly carriers of multiple
pathologies. The analysed samples coming mainly from the Emergency, Medicine and Surgery
services. The analysed samples are mainly related to the Emergency, Medicine and Surgery
services. Regarding the frequency of antibiotic resistance, it was not possible to find the same
agreement, as the same antibiotics were not always used in different studies. Concerning the
assessment of the frequency of antibiotic resistance, it was not possible to find the same
concordance, as the same antibiotics were not always used in different studies.

Conclusion: Only 11.3% of detected cases in HDES could be associated with patient death.
Considering that the most part of analysed patients have multiple pathologies or suffer from
serious diseases, it is difficult to establish correlation of the increase in mortality with SRC
infections. However, infections aggravate the clinical condition of patients, increasing the
length of hospital stay and the costs associated with healthcare, and it is extremely important
to comply with the national plan for the control of multidrug resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae; Carbapenems; Klebsiella pneumoniae; Antimicrobial
resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENQUADRAMENTO GERAL

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande crescimento das taxas de resisténcia

dos microrganismos em diferentes ramos da terapéutica antimicrobiana [1].

Os antimicrobianos sdao farmacos usados na prevencao e tratamento de infe¢des
bacterianas. No entanto, existem bactérias, causadoras de infecdo, que se tornaram
resistentes aos antibidticos diminuindo as linhas de tratamento. Estas resisténcias estdo
associadas a prescri¢cdes incorretas e ao uso inadequado destes farmacos em humanos e
animais, ao ndao cumprimento da posologia por parte do doente ou, ainda, a automedicacao,
levando ao aumento do tempo de internamento hospitalar, da mortalidade por infecées

graves e dos custos inerentes a saude [2].

Um dos exemplos mais problematicos é o da resisténcia aos carbapenemes. Trata-se
de antibidticos cuja utilizacdo transmitia um grau de confianca significativo quanto ao
tratamento adequado dos focos e tipos de infecdo para os quais estavam recomendados.
Atualmente, devido ao aparecimento de varios mecanismos de resisténcia por parte das
bactérias, tém-se verificado um aumento gradual, nos testes de sensibilidade a estes
antibidticos, de resultados que apresentam resisténcia para vdarios microrganismos,
destacando-se em Portugal Klebsiella pneumoniae (Schroeter 1886) Trevisan 1887
(Enterobacteriaceae) [3,30]. Esta problematica tem levado a procura de outras opcgoes
terapéuticas, incluindo o resgaste de antigos antimicrobianos, praticamente abandonados da
pratica clinica, e a investigacdo de novos farmacos com um espetro de acdo cada vez mais

amplo [1]. Tem-se verificado, no entanto, que esta busca segue a um ritmo muito mais lento
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que o da aquisicdo de resisténcias por parte das bactérias [3]. De entre os principais
responsaveis pela veiculagdo da resisténcia a carbapenemes, encontram-se vdrias estirpes de
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900 (Pseudomonadaceae) e a familia

Enterobacteriaceae [1], debrucando-se o presente estudo sobre as ultimas.

As Enterobacteriaceae sdo uma familia de bacilos gram-negativos comensais do trato
gastrointestinal (TGI) [4]. Estas bactérias estdo associadas a infecdes graves como sépsis,
pneumonia, infecGes do trato urindrio (ITU), peritonite ou infe¢cdes relacionadas com
dispositivos médicos, entre outras [5]. Esta familia desenvolveu a capacidade de produzir
beta-lactamases de espectro alargado (ESBL) sobre as quais as penicilinas e cefalosporinas nao

demonstram eficacia.

Os carbapenemes tornaram-se o tratamento empirico de eleicdo de ultimo recurso
para fazer face as infe¢des provocadas por bactérias produtoras de ESLB. Isto culminou na
emergéncia de CRE com capacidade de sobreviverem a concentracdes elevadas de
carbapenemes e/ou capazes de produzirem carbapenemases [6,7]. Os mecanismos de
resisténcia sdao diversos, com rapida capacidade de disseminac¢do e podem provocar infe¢des
gue estdo associadas a elevadas taxas de mortalidade e morbilidade, para as quais as op¢des
terapéuticas sdo escassas [8]. As CRE estdo associadas a cuidados de saude onde a conjugacao
de varios fatores aumenta o risco de aquisi¢cdo, tais como um consumo inadequado de
antibiéticos, o ndo cumprimento de medidas de controlo de infecdo (higiene das maos e
medidas de isolamento), a gravidade e complexidade dos casos de pacientes com doencas
crénicas, os internamentos prolongados e uma maior utilizacdo de dispositivos invasivos (e.g.,
cateter venoso central e sonda vesical) [9,10]. No entanto, tem-se verificado também um

aumento das infecGes e colonizacdes ao nivel da comunidade em geral, devido aos seus
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mecanismos de resisténcia, disseminacao (i.e., transferéncia horizontal dos genes) e

transmissado (e.g., interpessoal, através das maos, superficies, alimentos e 4gua contaminadas)

[7].

O estudo dos mecanismos de resisténcia e transmissdo, a epidemiologia, os rastreios
para identificacdo de doentes colonizados ou infetados, e os fatores de risco das CRE ganham
particular importancia de forma a adocdao de medidas preventivas eficazes de controlo da
infecdo, bem como a selecao das abordagens terapéuticas mais adequadas, com vista a
diminuicdo da transmissdo e disseminacao das CRE [11,12]. De forma a minimizar esta
problematica, existe em Portugal um sistema nacional de vigilancia, um laboratério nacional
de referéncia e um plano nacional para a sua contencao, sendo obrigatdria a sua notificacdo

as autoridades de saude [3].

O objetivo geral deste trabalho é uma quantificacdo da ocorréncia de infe¢cdes por CRE
no Hospital do Divino Espirito Santo (Ponta Delgada, Agores). Mais especificamente, pretende-
se: i) analisar a tendéncia de evolucdo recente, ii) identificar os servicos hospitalares com
maior numero de casos; iii) analisar os perfis tipo dos pacientes (e.g. idade, sexo, outras
patologias, estado geral de saude) no que respeita a ocorréncia e a recuperacao da infecdo;
iv) identificar os antibidticos mais utilizados no tratamento; e v) verificar quais os

carbapenemes que apresentam maior nimero de casos de resisténcia.

1.2 ENTEROBACTERIACEAS RESISTENTES AOS CARBAPENEMES

As enterobacteridceas sdo uma familia de bacilos gram-negativos que fazem parte da
flora intestinal (comensais) e estdo sobretudo implicadas em infe¢des urinarias, intra-
abdominais ou em bacteremias. Sdo exemplos Escherichia coli (Migula 1895) Castellani &

Chalmers 1919, e os géneros Klebsiella, Proteus, Enterobacter, Serratia, Citrobacter,
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Morganella e Providencia [4]. Tendo como referéncia o Centers for Diasease Control and
Prevention, CRE s3do bactérias da familia Enterobacteriacea produtoras de uma
carbapenemase ou que sdo resistentes a pelo menos um carbapeneme no Teste de
Suscetibilidade aos Antibacterianos (TSA) [12]. Sempre que algum microrganismo apresente
resisténcia intrinseca a algum carbapeneme é necessario testar a sua suscetibilidade a outros
carbapenemes, de forma a determinar se cumprem ou ndo os critérios da definicdo de CRE.
As enterobacteridceas dos géneros Proteus, Morganella, e Providencia, sao exemplos de

bactérias com resisténcia intrinseca ao imipenem [13].

Para além da resisténcia intrinseca associada a algumas bactérias, verificou-se o
aparecimento de mecanismos de resisténcia por parte dos mesmos e/ou de outros géneros
bacterianos. Alguns mecanismos dependem de enzimas, as carbapenemases, que possuem
potencial de hidrolisar a maioria dos antibidticos beta-lactamicos, incluindo os carbapenemes
[17]. Outros mecanismos identificados devem-se a mutag¢Bes que levam a alteragOes

morfoldgicas nas membranas dos microrganismos [26].

1.2.1 Colonizagao versus Infegao

A incidéncia de colonizacdo e infecdo por CRE nas unidades de saude portuguesas tem
vindo a aumentar. Esta situacdo preocupa os profissionais e as estruturas responsaveis pela

prevencdo associada aos cuidados de saude e pelas resisténcias aos antimicrobianos [18].

Considera-se colonizagdo a presenca de microrganismos na pele, membranas
mucosas, feridas, secre¢des ou excre¢des, mas que nao provoca sinais clinicos ou sintomas
adversos [19]. Todavia, a presenca de CRE aumenta o risco de transmissao a outros doentes,

que podem vir a desenvolver infecdo [4,13,17].
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As CRE podem ser invasivas, provocando sinais e sintomas de doenca, originando
infecdes como pneumonia, ITU, bacteriemia e infecdes da pele, tecidos moles e abcessos
intra-abdominais [13,19,21]. No entanto, o individuo pode manter-se colonizado durante um
longo periodo, havendo estudos que concluem que o tempo de colonizacdo depende da
exposicdo a antibioterapia, da duracdo do internamento e do uso continuado de cateteres
[22]. Desta forma, a prevencdo, identificacdo e eliminacdo da colonizacdo por CRE é muito
importante para a prevencao e diminuicdao da mortalidade e morbilidade associada a estas

infecdes [21].

Estima-se que 10 a 30% dos doentes colonizados possam vir a desenvolver uma infegao
por CRE. O tipo de microrganismo e a doenc¢a de base do paciente podem potenciar o
desenvolvimento de infecdo, verificando-se com maior frequéncia em doentes
imunodeprimidos, sujeitos a quimioterapia, transplantes ou nos portadores de uma doenga

que comprometa o sistema imune [23].

Assim, as medidas de prevencdo deverdo ser aplicadas a individuos colonizados (e.g.,
identificados através de rastreios retais) e infetados, sendo o diagndstico de infecdo e a
decisdo de inicio de antibioterapia definido por um conjunto de critérios clinicos apds

isolamento laboratorial do microrganismo [22].

1.2.2 Carbapenemes

Nos ultimos 60 anos utilizou-se a penicilina para o tratamento de infecdes graves
devido a sua eficacia, seguranca e perfis de tolerancia. No entanto, o seu uso excessivo
originou resisténcias bacterianas, principalmente por meio das enzimas B-lactamases, levando
a comunidade cientifica a procurar inibidores dessas enzimas. Em 1976 descobriram-se os

primeiros inibidores gerados a partir de bactérias Gram-positivas, os chamados acidos
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olivanicos. No entanto, devido a sua fraca estabilidade e baixa capacidade de penetragao nas
células bacterianas, perdeu-se o interesse neste produto natural. Posteriormente, surgiram
os inibidores, o acido clavulanico e a tienamicina, sendo o segundo o primeiro cabapeneme a
ser produzido e considerado como o composto principal para a producdo de outros

carbapenemes [14].

A estrutura dos carbapenemes é semelhante a estrutura da penicilina. Possuem uma
cadeia pentaciclica ndo-saturada ligada a um atomo de carbono, que caracteriza o anel
carbapenema, ligada ao anel B-lactamico. As diferencas em relacdo a penicilina consistem na
ligacdo dupla C2-C3 e no facto de haver um carbono em vez de enxofre em C1. Este carbono
é importante na obtencdo de um largo espetro de acdo e na estabilidade contra  —lactamases

[14, 15].

Os antibidticos beta-lactamicos imipenem, meropenem e ertapenem (o doripenem
nao é comercializado em Portugal) sdo carbapenemes que apresentam um espectro de
atividade muito amplo. Sdo eficazes para a maioria das ESBL e sdo ativos contra gram-
positivos, gram-negativos e anaerdbios [16]. Sdo sobretudo utilizados no tratamento de
infecBes graves, provocadas por bactérias multirresistentes, apds faléncia dos antibidticos

previamente administrados [4].

1.2.3 OpgoOes terapéuticas para as CRE

A resisténcia bacteriana aos carbapenemes vem frequentemente acompanhada de
resisténcias a outros grupos de antibidticos, como pode ser verificado na Tabela |. A decisao
da terapéutica mais adequada carece de bom senso e da aplicacdo de critérios clinicos, de
forma a reservar os farmacos de espetro mais alargado (potenciadores de resisténcias),

estando o seu uso recomendado na auséncia de alternativas [24].
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Recentemente tem-se recorrido a combinagdao antimicrobiana ceftazidima-avibactam.
A primeira componente, a ceftazidima, é uma cefalosporina de terceira geragdo que possui
uma ampla cobertura sobre as ESBL. A segunda componente, o avibactam, é um novo inibidor
das B-lactamases que adiciona um fator de protecdo dado que inativa as enzimas que possam
degradar a ceftazidima, conferindo-lhe um perfil de cobertura ESBL mais amplo, com atividade
contra as carbapenemases. Os antibidticos gentamicina, amicacina, colistina, tigeciclina e
fosfomicina, também tém sido utilizados de forma combinada, potenciando o seu efeito

terapéutico [25].

Tabela | — Antibidticos usualmente testados nos CRE e respetivas concentragdes minimas inibitérias (MIC),

seguindo as diretrizes de EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).

Antibioticos testados nos CRE MIC indicando resisténcia (mg/L)
Ceftazidima >4
Cefepime >4
Aztreonam >4
Piperacilina-tazobactam >16
Ceftazidime-avibactam >8
Imipenem >4
Meropenem >8
Ertapenem >0.5
Amicacina >8
Gentamicina >2
Ciprofloxacina >0.5
Trimethoprim-sulphamethoxazole >4
Fosfomicina >32
Tigeciclina >2
Colistina >2
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1.2.4 Mecanismos de resisténcia

Existem trés mecanismos pelos quais as Enterobactereaceae adquirem resisténcia aos
carbapenemes, podendo depender de carbapenemases, enzimas que hidrolisam os
antibidticos carbapenemes e outros antibidticos B-lactamicos (B-lactamases), ou de outros

mecanismos [3].

1.2.4.1 Degradacdo enzimdtica através da produgdo de carbapenemases

Segundo o sistema de classificacdo de Ambler, as B-lactamases estdo agrupadas em
quatro classes (A, B, C e D), baseando-se no dominio catalitico central e preferencial dos
substratos, distribuindo-se as carbapenemases pelas classes A, B e D que sdo codificadas
principalmente em plasmideos e altamente transmissiveis [25,27]. As enzimas da classe C
hidrolisam principalmente as cefalosporinas [27]. As enzimas das classes A, C e D possuem
serina no centro catalitico ativo, enquanto as enzimas da classe B sdo metalo B-lactamases

(MBLs) com zinco no centro ativo [25-28].

Na classe A apresentam maior expressdo [26]: KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), SME (Serratia marcescens Enzyme) e IMI - / - NMC-A (Imipenemase / - non
- metalocarbapenemase - A). Na ampla familia Enterobacteriaceae, o caso mais paradigmatico
de resisténcia pertence a K. pneumoniage, estando as infecdes provocadas por estes

microrganismos maioritariamente associadas aos cuidados de saude [3].

Com maior relevancia na classe B encontram-se: NDM-1 (New Delhi Metallo-B-
lactamase-1), VIM (Verona Integron-encoded Metallo-B-lactamase) e IMP (Imipenemase)

[28,27,30].

Por sua vez, na classe C encontram-se AmpC e CTX-M, enzimas B-lactamicas que nado

sdo consideradas como carbapenemases. No entanto, apesar das suas atividades hidroliticas
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serem muito fracas ou até mesmo inexistentes contra os antibidticos carbapenémicos, em
casos de alteragdes de permeabilidade, podem ganhar relevancia. Tal ocorre particularmente
em muitas enterobactérias, como nos géneros Enterobacter, Proteus e Providencia, nas
espécies Serratia marcescens Bizio 1823, Morganella morganii (Winslow et al. 1919) Fulton
1943, e Hafnia alvei Mgller 1954, bem como na familia Peudomonadaceae (P. aeruginosa)

[27].

Na classe D apresenta maior relevancia OXA-48 (oxacilinase-48) da familia das

oxacilinases [25,26,27,28].

Na Tabela Il listam-se as variantes das carbapenemases expressas com maior

frequéncia e base do mecanismo de ac¢do, associadas a classificagdo de Ambler.

Tabela Il — Variantes das carbapenemases expressas com maior frequéncia e base do mecanismo de acdo,

associadas a classificacdo de Ambler.

Classificagao Acrénimo Base do mecanismo de Variantes mais
de Ambler hidrolise comuns
A KPC Serina KPC-2 / KPC-3
B NDM Zinco NDM-1
B IMP Zinco IMP-1
B VIM Zinco VIM-1/ VIM-2
D OXA Serina OXA-48

1.2.4.2 Aumento da expressdo de bombas de efluxo

Embora a degradacdo enzimdtica do antibiético por carbapenemases seja o
mecanismo principal da ndo suscetibilidade a carbapenemes em Enterobacteriaceae, outros

mecanismos, como bombas de efluxo, também podem desempenhar um papel importante.
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A sobre expressao de bombas de efluxo pode contribuir para a diminuicdo da
concentracdo de antibiético na célula bacteriana [29]. Como referido anteriormente, a
associacao de um destes mecanismos a producdo de uma B-lactamase ndo carbapenemase

(AmpC ou ESBL) pode originar bactérias resistentes a carbapenemes [12,27].

A resisténcia sera mais significativa quando o excesso de expressao ocorre nas bombas
de efluxo que pertencem aos transportadores da familia de resisténcia-nodulacdo-divisdo
(RND), bombas de efluxo bacteriano, especialmente identificadas em bactérias Gram-
negativas localizadas na membrana citoplasmatica, que transportam ativamente substratos,
uma das quais, AcrAB-TolC, que se encontra em enterobacteridceas. Este complexo abrange
a membrana interna, o peri-plasma e a membrana externa, permitindo expulsar os
antibioticos da célula. Pode também conferir resisténcia a outros antibidticos, tais como,
antibiodticos B-lactamicos, macrolideos, tetraciclina e fluoroquinolonas, entre outros. Ainda
nao se compreende totalmente de que forma a regulagdo positiva das bombas de efluxo

poderd influenciar a epidemiologia global de CRE [26].

1.2.4.3 Diminuigcdo da permeabilidade da membrana externa devido a mutag¢des

de porinas

As enterobacteredceas possuem uma membrana externa que constitui uma barreira a
entrada de B-lactdamicos, impedindo a sua ligacdo as Proteinas de Ligacdo a Penicilina (PBPs)
na membrana citoplasmatica. Assim, estes antibidticos atravessam canais permedveis da
membrana externa, as porinas, alcancando as PBPs. Inibem-nas, impedindo a sintese da
parede bacteriana [30]. Quando ocorrem mutacdes cromossomicas nos genes das porinas, da
membrana externa da parede bacteriana, a permeabilidade aos antibidticos é reduzida,

limitando a sua eficacia [31].

10
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A ocorréncia de mutagdes em porinas por si sé ndo origina resisténcia aos
carbapenemes. Em alguns casos, a combinacdo de uma elevada expressdo de B-lactamases
com uma diminuicdo da expressdo de porinas pode levar a captura irreversivel, sem
degradacao, do antibidtico pela enzima. Ainda ndo se conhece totalmente a contribuicdo das
mutacdes nas porinas para a epidemiologia global de CRE. No entanto, um estudo revelou
mutacdes de porina, ompK35 e ompK36, respetivamente, em 84% e 34% de bactérias K.

pneumoniae resistentes a carbapenemes [26].

1.2.5 Epidemiologia

Os estudos epidemioldgicos sdo cruciais para compreender a evolugdo e disseminacdo
das bactérias multirresistentes, permitindo um maior controlo da problematica e apoio na

selecdo da terapia antimicrobiana [27].

A producdo de B-lactamases é o mecanismo de resisténcia aos antibidticos -
lactamicos, adquirido pelas bactérias, mais comum em todo o mundo. Contudo, nem todos os
continentes sdao igualmente afetados. Embora a informacgdo seja limitada para algumas
regioes, verifica-se que os Bacilos Gram-negativos N&do Fermentadores (BGN-NF),
microrganismos aerobios e incapazes de utilizar hidratos de carbono como fonte de energia
através da fermentacdo, degradando-os pela via oxidativa, sdo os agentes patogénicos mais
problematicos, seguidos com menor proporcdo pelas CRE. Esta disseminacdo ocorre
essencialmente através da transferéncia de plasmideos entre bactérias e através de expansao
clonal dentro dos servigos de saude [14]. A abordagem epidemioldgica tera foco nas CRE, visto

ir de encontro ao tema deste trabalho.

Os Estados Unidos da Ameérica (EUA) e o Sul da Europa sdo as zonas com maior

incidéncia de K. pneumoniae resistentes aos carbapenemes, dependendo do mecanismo de

11
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producdo de enzimas [32-34]. A KPC surge com maior incidéncia no sul da Europa, em
particular na Grécia e em Itdlia [35-38]. A enzima OXA-48, que teve origem no Reino Unido e
na india, ocorre sobretudo na Europa, nos paises mediterraneos e na india [32-35,39-42]. Esta
enzima foi ainda a mais isolada entre as Enterobacteriaceae, em Africa [33], nomeadamente
na Libia [43]. A enzima CTX-M ocorre em todo o mundo, exceto na Antartida. Nos ultimos
anos, tém surgido cada vez mais casos de resisténcia aos carbapenemes por CTX-M nos paises
europeus e na Asia [44-46]. A enzima NDM foi descoberta num doente com K. pneumoniae,
na Suécia, que tinha recebido tratamentos médicos na india, pais de origem da NDM e onde
apresenta maior prevaléncia, sobretudo em Enterobacteriaceae [49]. No entanto, tem vindo
a disseminar-se a outros paises, como os EUA ou Singapura [34]. Existe ainda uma outra
metalo B-lactamase — IMP — que surgiu no Japdo, em P. aeruginosa, ocorrendo também na
Grécia e em Taiwan [28]. As VIM surgiram em Itdlia e tém sido um problema no Sul da Europa,
em particular na Grécia [32,48], tendo sido encontradas sobretudo em K. pneumoniae e em

P. aeruginosa [43].

Num estudo prospetivo e multinacional apoiado pelo Centro Europeu para Prevengao
e Controle de Doencas - Pesquisa Europeia multinacional sobre Enterobacteriaceae produtora
de carbapenemase - verificou-se que 37% dos isolados de K. pneumoniae e 19% dos de E. coli,
resistentes a carbapenemers, possuiam um gene codificador para carbopenemases, sendo
que 42% codificavam para KPC e 38% para OXA-48. Porém, também se verificou que 29,3%
dos isolados de K. pneumoniae e 60,3% dos de E. coli possuiam outros mecanismos de

resisténcia [27,49].

Dados norte-americanos indicam que aproximadamente 50% de todas as CRE sdo

produtoras de carbopenemases. Um sistema de vigilancia (Surveillance Initiative), tendo como

12
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amostra pacientes de sete comunidades dos EUA, verificou que 47,9% de CRE isolados foram
confirmados como enterobacteredceas produtoras de carbapenemases (todas KPC) [29].
Porém, nesse pais foram também detetadas outras carbapenemases (NDM, VIM e OXA-48)
[27,50]. Segundo o programa Canadiano de Vigilancia de InfecGes Nosocomiais, as
carbapenemases mais comuns eram do tipo KPC (66,9%) e NDM-1 (17,3%), verificando-se um

aumento significativo de OXA-48 [27,51].

Estudos na América latina revelaram que praticamente todos os mecanismos de
resisténcia se encontram disseminados. O primeiro caso de K. pneumoniae que expressou
IMP-1 foi relatado no Brasil em 2005 [27,52]. Num hospital mexicano, em 2011, verificou-se
um aumento significativo da ocorréncia de resisténcia aos carbapenemes. As enzimas
carbapenemase mais comumente encontradas foram a OXA, (i.e., OXA-23, OXA-58, OXA-72,
OXA-143 e OXA-253). No entanto, as carbapenemases NDM-1, VIM-1, IMP-1 e IMP-10

também foram detetadas [27,53].

Em contraste com a América do Norte e a Europa, em vez da KPC, verifica-se que a
NDM (origindria e endémica na India), a OXA-48 e outras MBL (IMP, VIM) tém sido as

carbapenemases predominantes no Sudeste Asiatico [27,54].

Em Portugal, a semelhancga de outros paises, existem resisténcias aos carbapenemes,
no entanto, com menor dimensao. Segundo dados da European Centre for Disease Prevention
and Control (EDCD) e através do Surveillance Atlas of Infectious Diseases, onde sao
apresentados dados relativos ao isolamento de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenemes, em Portugal, numa recolha feita através dos laboratérios nacionais até 2018,
verificou-se que a proporcdo de isolados de E. coli resistente foi inferior a 1%. Essa

percentagem também foi verificada nos restantes paises europeus, exceto na Grécia e na
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Bulgaria, que apresentaram uma proporgdo de isolados com resisténcia que rondavam os 5%.
No caso de K. pneumoniae, a percentagem de bactérias isoladas, com resisténcia, em Portugal,
tem vindo a aumentar, chegando em 2018 aos 11,7%. Este tipo de resisténcia atinge quase

todas as faixas etarias compreendidas entre os 5 e os 64 anos.

A Grécia, Roménia e Itdlia apresentam percentagens de resisténcias, para esta
bactéria, preocupantemente elevadas em comparacdao com os restantes paises europeus

estudados, como se pode verificar na figura 1.

Na distribuicdo global por paises e regides verifica-se que as ocorréncias em Portugal

estdo associadas as enzimas KPC e VIM [28].

R - resistant isolates, percentage (%)

<1%
1-<5%
5-<10%
10-<25%
25-<50%
50-<75%

=>=75%

EERERERECOOMD

Mo data

Figura 1 — Percentagem do numero de isolamentos de K. pneumoniae resistentes a carbapenemes em alguns

paises europeus em 2018. Adaptado de [1].
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1.3 METODOS DE DIAGNOSTICO DAS CARBAPENEMASES

A identificacdo das carbapenemases responsaveis pelos processos de resisténcia
revela-se bastante importante, visto garantir uma antibioterapia adequada desde a fase mais
precoce da infecdo por microrganismos multirresistentes e uma reducdo do tempo de

exposicado a antibioterapia de largo espetro [3,25].

Ainda ndo existe consenso sobre o método de detecdo ideal para a identificacao
enzimatica, devido a diversidade de mecanismos de resisténcia entre os diferentes tipos de
carbapenemases. A conjugacdao de métodos fenotipicos com métodos moleculares, sempre
que possivel, pode facilitar e melhorar a dete¢ao de estirpes produtoras de carbapenemases

em comparac¢do ao recurso a um unico método [55].

1.3.1 Testes fenotipicos

Os testes fenotipicos permitem detetar a produgao e atividade das carbapenemases.
Existem vdrias alternativas disponiveis que podem ser implementadas nos laboratdrios de

microbiologia clinica, embora nenhuma delas cumpra todos os requisitos [56].

Teste de Hodge Modificado (MHT): Deteta a produgdo de carbapenemases
clinicamente relevantes e com elevada sensibilidade para KPC [12]. Consiste em colocar uma
suspensdo de concentracdo conhecida (usualmente utiliza-se uma estirpe de E. coli
multissensivel), numa placa de agar, em contacto com um disco de carbapenem (meropenem,
ertapenem ou imipenem). Em seguida, efetuam-se estrias da suspensdo com as bactérias em
estudo. A leitura dos resultados efetua-se observando/medindo a existéncia ou auséncia dos
halos de sensibilidade (Figura 2). O teste é considerado positivo quando se verificar distor¢ao
no halo de inibi¢do, e negativo se ndo se observar distor¢ao no halo [31]. Trata-se de um teste

pouco dispendioso e com elevada sensibilidade e especificidade para enterobacteridceas [57].
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No entanto, é necessdria cautela na interpretacdo dos resultados uma vez que apresenta uma
elevada sensibilidade para KPC, o mesmo ndo se verificando para outras carbapenemases.
Outras desvantagens deste teste prendem-se com a dificuldade e subjetividade da
interpretacdo individual dos resultados, e com o tempo necessario para a sua leitura (24

horas) [31].

Figura 2 — Teste MHT para detecdo de KPC em trés estirpes de K. pneumoniae.[62]

Na figura 2 observa-se distor¢dao no halo de inibicdo para as estirpes 1 e 3, indicando
um resultado positivo para KPC. A estirpe 2 obteve um resultado negativo para KPC, uma vez

gue ndo se observou distor¢ao no halo de inibicao.

Teste RAPIDEC® CARBA NP: E um método colorimétrico rapido e fidvel que deteta
carbapenemases, sem que seja feita a sua distin¢do. A hidrélise do imipenem por extratos de
amostras com bactérias produz acido, o que leva a altera¢do da cor do meio, fazendo com que
a solucdo de vermelho fenol passe de vermelho a amarelo, em duas horas (Figura 3) [58].

Mostrou, aproximadamente, uma sensibilidade de 84% e uma especificidade de 100% para
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enterobacteridceas. No entanto, é um teste mais dispendioso, o resultado é fruto de uma

anadlise subjetiva, ndo detetando a OXA-48 [56].
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Figura 3 — Teste RAPIDEC® CARBA NP positivo. [59]

Meio chromID® CARBA SMAR: Este teste proporciona a associacdo de dois meios
seletivos para identificar carbopenemases, particularmente KPC, NDM-1 e OXA-48. Possui
antibiéticos que permitem um crescimento seletivo, juntamente com substratos
cromogénicos especificos e peptonas, que levam a uma coloragdo especifica para uma
identificacdo clara (Figura 4) [59]. Os métodos que, como este, recorrem a placas sdao mais

morosos, embora sejam menos dispendiosos.
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Figura 4 — Meio chromID® CARBA SMAR. Crescimento com coloragdo rosa no meio Carb, indicando a
possibilidade de E.coli produtora de KPC. Crescimento com coloragdo verde indicando a possibilidade de K.

pneumoniae produtora de OXA-48. [59]

1.2.2 Testes moleculares

Por ultimo, os testes de biologia molecular obtém bons resultados e detetam a
presenca de genes das carbapenemases especificos: A PCR multiplex ou simples e o
microarray de acido desoxirribonucleico sdo testes de biologia molecular que permitem obter

bons resultados e detetam a presenca dos genes especificos das carbapenemases.

O recurso a PCR em tempo real e a utilizacdo de primers especificos para cada alvo das
carbapenemases, possibilita uma identificacdo rdpida (em menos de duas horas). Na tabela lll
podem-se observar alguns primers e sondas utilizados para a detecdo das carbapenemases

mais frequentes em Portugal.

Estes testes sdo de grande utilidade em situacbes de surto e de vigilancia ativa,
permitindo um diagndstico precoce e a implementacdo atempada das medidas de isolamento
de contacto, apresentando, no entanto, como principal desvantagem os custos elevados

associados [59].
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Tabela Ill — Primers e sondas utilizados para detecdo dos genes das carbapenemases KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) e OXA-48 (Oxacillinase-48).

Alvo Primers e sondas Sequéncia (5°-37)
KPCF TGACAACAGGCATGACGG
KPC KPCR GCGCATGAAGGCCGTC
KPC sonda Dabcyl-GCAATACAGTGAT-FAM (6-Carboxifluoresceina)
OXA-48 F CGTAGTTGTGCTCTGGAATGA
OXA-48 OXA-48 R CATCCCACTTAAAGACTTGGTG
OXA-48 sonda Dabcyl-AATAGCTTGATC-ROX (carboxi-X-rhodamina)

No servico de patologia clinica do HDES, quando sdo detetadas hemoculturas positivas,
recorre-se ao sistema de PCR multiplex FilmArray™. Este sistema realiza a extracdo,
amplificagao e detegao num sistema fechado, minimizando assim eventuais contaminagdes.
Permite a obtencdo de resultados diagndsticos rapidos (aproximadamente uma hora),
abrangentes e precisos para uma variedade de agentes patogénicos, associados as principais
preocupacdes clinicas, bem como genes de resisténcia antimicrobiana, tais como CTX-M, IMP,
KPC, NDM, OXA-48-like e VIM [59]. Sempre que sdo detetadas resisténcias, estas sdo
reportadas aos clinicos, permitindo uma melhor gestdo da terapéutica. A confirmacdo destes
resultados é acompanhada por testes fenotipicos, sendo estas estirpes posteriormente
reportadas e enviadas para o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge para fins

estatisticos e estudos genéticos mais detalhados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CONTEXTO HOSPITALAR

O Hospital do Divino Espirito Santo, em Ponta Delgada, a par do Hospital de Santo
Espirito da Ilha Terceira e Hospital da Horta, integra a rede hospitalar da Regido Auténoma

dos Acores.

Segundo o Relatdério e Contas de 2020 do HDES [60], nesse ano, foram realizadas 202
804 consultas médicas e ao nivel do internamento foram registados 12 208 doentes saidos em
91 655 dias de internamento, com uma dura¢ao média de 7,5 dias, correspondendo a uma

taxa de ocupacgdo de 61,83% para uma lotagao de 449 camas.

Ao nivel do quadro de pessoal, segundo o0 mesmo documento, o HDES contava, no fim

do mesmo ano, com 261 médicos, 518 enfermeiros e 895 colaboradores com outras fungdes.

2.2 RECOLHA DE INFORMACAO HOSPITALAR

Foi efetuado um estudo observacional transversal, descritivo, de base hospitalar, com
a analise dos processos clinicos de todos os pacientes diagnosticados com CRE (colonizagdo e
infecdo) no Servico de Patologia Clinica (SPC) do Hospital do Divino Espirito Santo (HDES),
entre marco de 2017 e dezembro de 2020, tendo como referéncia a definicdo do European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)[20]. Esta definicdo pressupde que a bactéria isolada seja resistente a pelo

menos um carbapeneme no TSA [12].

Os dados referentes aos doentes foram obtidos através do software Clinidata® e do
programa hospitalar ERP (Entreprise Resource Planning). Consideraram-se Infecdes

Associadas aos Cuidados de Saude (IACS) quando diagnosticadas 48 horas apds a admissao
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hospitalar, ou antes das 48 horas se o doente teve alta do hospital nas 2 semanas anteriores
ou se foi transferido de outra unidade hospitalar, ndo contando, no entanto, estes ultimos
para o estudo do controlo de infegdo [22]. Além disso, foram também consideradas IACS os

casos em que os doentes tinham sido submetidos a cirurgias no ultimo ano [2].

Foram considerados CRE todos os microrganismos que apresentaram resultados

resistentes ou intermédios a pelo sdo menos um carbapeneme no TSA.

Todos os diagndsticos efetuados no servico de consulta externa de urologia e
nefrologia sdo considerados IACS, no entanto, ndo sao incluidos nos estudos do HDES visto
ndo ser possivel associar de forma direta estas infe¢des/colonizagdes a cuidados prestados

neste Hospital, sendo, dessa forma, colocados num contexto de andlise diferente.

Nos casos em que ocorreram varios episédios de identificaggo do mesmo
microrganismo (com o mesmo padrao de resisténcia), cada doente foi incluido apenas uma
vez, correspondendo sempre ao primeiro episddio de infecao por esta bactéria. Isolamentos
da mesma bactéria com antibiogramas diferentes, identificacdo de bactérias diferentes no
mesmo doente, assim como transicdes de colonizagdes para infe¢des, foram incluidos no
estudo. Foi também recolhida informacdo relativa a idade e género, servico hospitalar,
produto biolégico de isolamento, microrganismo isolado, origem da infecdo, patologias
associadas, antibidticos utilizados no tratamento, perfil de resisténcia aos carbapenemes

(sensivel, sensibilidade intermédia e resistente) e mortalidade associada.

Devido a Covid-19 e fruto do plano de contingéncia interno, a andlise da distribuicao
daincidéncia de CRE pelos servicos hospitalares, a partir de marco de 2020, serd feita de forma
independente. Os servicos de internamento e equipas de trabalho foram sujeitos a profundas

alteragdes estruturais e funcionais.
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2.3 DADOS MICROBIOLOGICOS

As bactérias sdo isoladas de produtos biolégicos (amostras respiratérias, urinas,
exsudados vaginais, bidpsias, cateteres vasculares cerebrais, liquidos asciticos, liquido biliar,
pus (abdomen e laringe), sangue e rastreios de exsudados retais e de feridas no Servico de

Patologia Clinica do HDES.

Efetua-se a identificacdo do microrganismo e o antibiograma através de um sistema
automatizado baseado em microdilui¢des - Vitek2, BioMérieux, e as concentragdes inibitérias
minimas sao interpretadas de acordo com os valores de referéncia do European Committe on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Paralelamente, recorre-se ao teste RAPIDEC®
CARBA NP [59] de forma a confirmar a presenca de bactérias produtoras de carbapenemases

nas estirpes em estudo, assim como ao meio chromID® CARBA SMAR [11].

2.4 TRATAMENTO ESTATISTICO

No tratamento estatistico foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) versdo 22. Para as variaveis qualitativas apresentou-se a frequéncia absoluta
e a percentagem dos resultados, indicando a tendéncia ao longo dos anos de estudo e uma

visdo global dos dados.
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3 RESULTADOS

3.1 ORIGEM DOS CASOS

Entre margo de 2017 e dezembro de 2020 foram detetadas, na microbiologia do

servico de patologia do HDES, 80 doentes portadores de CRE.

Observou-se uma ligeira prevaléncia do género masculino com 43 doentes (53,8%), em
comparagdo com os 37 doentes (46,3%) portadores de CRE do género feminino. A incidéncia
de CRE por faixa etdria apresentou uma distribuicdo ndo normal por enviesamento a direita,
com uma média de 67,85 anos, uma mediana de 72 anos, variando entre 12 e 97 anos. A
distribuicdo etaria foi semelhante nos dois géneros. As infecdes foram detetadas sobretudo

entre os 65 e os 85 anos (Figura 5).

Ndo se rejeita a normalidade da variavel idade para o género masculino (teste de
Kolmogorov-Smirnov, p=0,200), mas rejeita-se para o género feminino (teste de Kolmogorov-
Smirnov, p=0,029). N3do se verificaram diferencas significativas para a distribuicdo da idade,

entre os géneros (Mann-Whitney U = 932,0; p=0,202).
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Figura 5 — Distribuicdo da idade e do género numa amostra de 80 pacientes diagnosticados com CRE entre 2017
e 2018, no HDES. Em cima: histogramas da idade por sexo; Em baixo: Grafico de quartis da idade pelo género (F

— Feminino, M — Masculino). Os circulos brancos correspondem a valores extremos.

As amostras provieram de varios departamentos, tais como consulta externa, hospital
de dia, internamentos e urgéncia (Figuras 6 e 7), ndo tendo apresentado grandes oscilacGes,

com um total anual de perto de 20 casos entre 2017 e 2020. Os servicos em que se
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concentraram mais casos corresponderam a Cirurgia, Medicina, Servico de Medicina Interna

e Urgéncia, como se comprova também nas Figuras 6 e7.
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Figura 6 — Distribuicdo do numero de casos de CRE diagnosticados em 62 pacientes, em func¢do do servigo
hospitalar, entre margo de 2017 e fevereiro de 2020 no HDES. Em cima: nimero de casos por servi¢o ao longo

dos anos; em baixo: percentagem de casos por servigco hospitalar.
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Como referido anteriormente, os dados referentes ao periodo compreendido entre

marg¢o de 2020 e dezembro de 2020 foram tratados separadamente, devido a Covid-19.

Verificou-se que a concentragdo de casos por servico apresentou o mesmo padrao,
exceto a Unidade de Cuidados Intensivos, tendo esta Ultima apresentado maior destaque ao

longo deste periodo (Figura 7).
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Figura 7 - Distribuicdo do numero de casos de CRE diagnosticados em 18 pacientes, em fung¢do do servico
hospitalar, entre margo de 2020 e dezembro de 2020 no HDES. Esquerda: nimero de casos por servico em 2020;

Direita: percentagem de casos por servi¢o hospitalar.

3.2 MATERIAL BIOLOGICO E TIPO DE INFECAO

Foi notdria a prevaléncia nos produtos urinarios, 47 amostras, representando 59% dos
casos, seguida dos produtos respiratorios, 13 amostras, representando 16% dos casos.
Observaram-se 5 amostras de sangue e 5 amostras de pus abdominal positivas, representando
cada uma 5% dos casos totais. A detecdo de CRE nas restantes amostras foi menos frequente,

representando, em conjunto, 15% das infecdes (Figura 8).
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Figura 8 - Distribui¢cdo do numero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes, em fun¢do do tipo de amostra

bioldgica, entre margo de 2017 e dezembro de 2020 no HDES. Em cima: nimero de casos por tipo de amostra ao

longo dos anos; em baixo: percentagem de casos por tipo de amostra.
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Grande parte dos casos foram considerados colonizagdo, ndao estando por isso

associados a um tipo de infe¢do. Verificaram-se 27 infe¢Ges urinarias, representando 34% dos

casos, 8 infegdes respiratorias, representando 10% dos casos e 3 casos de sépsis,

representando 3,75% dos casos. Cada um dos restantes tipos de infe¢do, apresentaram

somente um episddio, representado 14% dos casos (Figura 9).

Distribuigéo do tipo de infegdo

25

20

MNumero de casos

40,0%

20,0%

10,0%

Numero de casos (%)

0%

30,0% [

2018

Infegao

[ Abcesso (sutura abdominal)

M Abcesso polegar

M Abcesso vesicular

W Ascite
Colonizagdo

M Coto de amputagdo

M Fistula (Laringe)

M Gangrena

W Infegdo respiratdria

W Infecdo urinaria

W Infegdo urindria\Leucorreia

M Oclusdo intestinal
Pneumonia\Chogue séptico
Rastreio

M Sépsis

2019

Ano

3
4
3
4

J1efisjod 055220y
IB[N2IS8A 055820y

(|euILOpgE BININS) 055820Y

5
4
3
4

02ndas anboyD\BoWNsUd+

Ul

oedeziuo|0D

(sBuleT) emsi
BLOIBIISA) oB381U|
ElleulN oeda
[eunsS8IUI 0BSNA0)

BI3102N8 |2 LBULN 0B3aju

Figura 9 — Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo com o tipo de infe¢do, no HDES. Em cima: numero de casos por tipo de infe¢do ou

devido a colonizagdo ao longo dos anos; em baixo: percentagem de casos por tipo de infe¢do ou por colonizagdo.
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3.3 MICRORGANISMOS ISOLADOS

Durante o periodo do estudo, verificou-se uma prevaléncia da bactéria Klebsiella
pneumoniae, 45 isolamentos, representando 56% dos casos, seguida pela bactéria
Enterobacter cloacae (Jordan 1890) Hormaeche and Edwards 1960, 25 isolamentos,
representando 31% dos casos tendo-se verificado alguma flutuacao no tipo de infecao
predominante ao longo dos anos (Figura 10). As restantes bactérias apresentaram uma

frequéncia maxima de dois isolamentos representando, em conjunto, 13% dos casos.
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Figura 10 - Distribuigdo do numero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre 2017 e 2018, de acordo
com microrganismo isolado, no HDES em Ponta Delgada, Agores. Em cima: nimero de casos por microrganismo

ao longo dos anos; em baixo: percentagem de casos por microrganismo.

3.4 ORIGEM DAS INFECOES

Os casos estavam maioritariamente associados a colonizagdes. Verificaram-se 31 casos
de colonizagdao representando 38% dos pacientes. A origem das infe¢cdes estava
essencialmente relacionada com a presta¢do de cuidados de saude no HDES (30% dos casos)
e também a sua contragdo ao nivel da comunidade (28% dos casos). As restantes infegdes
estavam associadas a cuidados de saide em quatro institui¢cdes hospitalares exteriores (Figura

11).
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Figura 11 - Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e
dezembro de 2020, de acordo com a origem dos casos, no HDES em Ponta Delgada, Agores. Em cima: niumero de
casos por origem da infecdo ao longo dos anos; em baixo: percentagem de casos por origem da infecdo.
Colonizagdo associada ao Hospital de Sdo José (Coloni\HSJ), Infe¢Ges associadas a cuidados de satde (IACS)
relacionadas com o Centro Hospitalar Universitario de Coimbra (CHUC), Hospital de Santo Espirito da Ilha Terceira
(HSEIT), Hospital do Divino Espirito Santo (HDES) e Hospital de Santa Maria (HSM). As colonizagGes foram

incluidas para evidenciar a sua relevancia face ao nimero de infe¢Ges.
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3.5 PATOLOGIAS ASSOCIADAS E MORTALIDADE

Verificou-se uma elevada frequéncia de pacientes com doengas crénicas (56% dos
casos), seguindo-se os doentes oncoldgicos, os portadores de doenca aguda, e os pacientes
que sofreram acidentes que levaram a hospitalizacdo (Figura 12). Deste modo, cerca de um
terco dos pacientes apresentavam multiplas patologias e um pouco menos de um quinto eram
doentes oncolégicos (Figura 13). No que diz respeito a mortalidade dos pacientes portadores

de CRE, apenas se estabeleceu uma possivel associagdo em 9 doentes (11%) (Figura 14).
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Figura 12 — Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo com o contexto patoldgico, no HDES em Ponta Delgada, Agores.
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Figura 13 — Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre mar¢o de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo com as respetivas patologias, no HDES em Ponta Delgada, Agores.
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No que diz respeito a mortalidade (Figura 14) dos pacientes portadores de CRE, apenas

se estabeleceu uma possivel associagao em 9 doentes (11%).
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.Mortalidade
ndo associada
B Sobrevivencia

Figura 14 — Distribuicdo do numero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo com o desenlace, no HDES em Ponta Delgada, Agores.

3.6 ANTIBIOTERAPIA

Os pacientes considerados como colonizados (40%) ndo efetuaram antibioterapia. Em
relacdo as infecdes, a Ciprofloxaxina e o Meropenem foram os mais utilizados, ambos com 10
aplicacdes. Em 5 doentes verificou-se que a bactéria foi resistente a terapéutica empirica
(medicacdo administrada antes de se conhecer o microrganismo causador de infecdo e a sua
sensibilidade a antibioterapia), ndo havendo registo de outros antibidticos dirigidos. O
Sulfametoxazol\Trimetropim foi utilizado em 5 doentes, a Colistina em 4 pacientes, a
Fosfomicina em 3 doentes e o Ertapenem em 2 doentes. Cada um dos restantes antibidticos

foi usado uma vez (Figura 15).
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Distribuigédo dos antibiéticos utilizados nos doentes com CRE
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Figura 15 — Distribuicdo do numero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo os antibidticos utilizados no tratamento, no HDES em Ponta Delgada, Agores.

3.7 RESISTENCIA AOS CARBAPENEMES

Considerando os critérios para a classificacdo de um caso como resistente, e que no
HDES sdo testados o ertapenem, o imipenem e o meropenem, analisam-se seguidamente os
casos de resisténcia. Verificou-se que a quase totalidade dos casos testados apresentava
resisténcia ao ertapenem (Figura 16), revelando-se como antibiético que apresentou mais
casos de resisténcia. Apenas 2 doentes ndo foram testados, correspondendo a colonizacgao,
ndo tendo sido possivel obter o resultado para um doente. No caso do imipenem, 24 doentes,
39% ndo apresentavam resultados. Em 2019 verificou-se um aumento de resultados que
demostraram sensibilidade ao antibidtico (14 em 20 doentes). Como se pode constatar na
Figura 17, para o meropenem, verificou-se um ndmero consideravel de resultados resistentes
e intermédios, somando cerca de 46%, embora com 50% dos casos mostrando sensibilidade

ao antibidtico. Verificou-se alguma flutuagdo anual em ambos os valores (Figura 18).
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B Niio testado

B Sem resultado
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Figura 16 — Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo com a sensibilidade/resisténcia ao antibidtico ertapenem, no HDES em Ponta

Delgada, Acores. Esquerda: nimero de casos com resisténcia ao longo dos anos; Direita: percentagem global de

resisténcia, incluindo resultados intermédios.

Numero de casos

2017

Distribuigédo do Imipenem

2018

Ano

2019

Distribuigdo do Imipenem

Imipenem

M Resistente
M intermédio
M Sensivel

B Niio testado

Sem
resultado

2020

Figura 17 — Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e

dezembro de 2020, de acordo com a sensibilidade/resisténcia ao antibidtico imipenem, no HDES em Ponta

Delgada, Acores. Esquerda: nimero de casos com resisténcia ao longo dos anos; Direita: percentagem global de

resisténcia, incluindo resultados intermédios.
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Distribuigao do Meropenem Distribuigao do Meropenem
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Figura 18 - Distribuicdo do nimero de casos de CRE diagnosticados em 80 pacientes entre margo de 2017 e
dezembro de 2020, de acordo com a sensibilidade/resisténcia ao antibidtico meropenem, no HDES em Ponta
Delgada, Agores. Esquerda: nimero de casos com resisténcia ao longo dos anos; Direita: percentagem global de

resisténcia, incluindo resultados intermédios.
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4 DISCUSSAO

Segundo dados da European Centre for Disease Prevention and Control, entidade
responsavel por recolha de informacao referente a infecdes por microrganismos e resisténcias
a antimicrobianos na Unido Europeia, verifica-se que, em Portugal, a bactéria K. pneumoniae
€ a que apresenta maior prevaléncia de resisténcias aos carbapenemes. Exemplo disso pode
ser consultado num estudo retrospetivo efetuado no Hospital de Cascais, publicado em 2020
[63], onde uma maior prevaléncia de resisténcias deste microrganismo a essa subclasse de
antibidtico se verificou, tal como nos resultados obtidos no presente estudo, relativos ao
HDES.

No presente estudo os casos de doentes com CRE apresentaram uma média de idades
de 67,85 anos, com uma ligeira predominancia (53,8%) do género masculino, tendéncia que
foi igualmente verificada em estudos efetuados no Centro Hospitalar e Universitario do Porto,
publicado em 2020 onde se verificou uma média de idades de 73 anos com 56,7% dos
pacientes a pertencer ao género masculino [64] e na Faculdade de Farmdcia da Universidade
de Coimbra (2013) onde se observou uma média de idades de 52 anos com 62,9% dos doentes
a pertencer ao género masculino [65].

No que se refere ao contexto patoldgico, os resultados obtidos no nosso estudo
evidenciaram que os casos eram maioritariamente portadores de doencas crdnicas e de
multiplas patologias, assim como o predominio de infe¢des associadas a cuidados de saude e
a uma predominancia de casos nos servi¢os de cirurgia, medicinas e urgéncia. Deste modo, os
resultados estdo de acordo com os fatores de risco enunciados no plano de prevencdo da
transmissdo de enterobacteridceas resistentes aos carbapenemes em hospitais de cuidados

agudos, da Direcdo Geral de Saude: coloniza¢des ou infecdes prévias por CRE nos ultimos 12
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meses, internamentos ou institucionalizagdes prévias, assim como administracdo prévia de
antibidticos, cirurgias ou procedimento invasivos, presenca de feridas crénicas ou submissao
a dispositivos invasivos, didlise e deficiente estado geral e/ou depressdo imunoldgica.
Resultados semelhantes foram também encontrados num estudo de 2020 efetuado na
Universidade da Beira Interior [61].

O predominio verificado nas infecdes e colonizacdes por CRE nos doentes do HDES, em
amostras urinarias, respiratérias, abdominais e sanguineas, também se observou em estudos
efetuados na Universidade de Lisboa (2019) [67] e na Universidade da Beira Interior (2020)
[61], e que associam o uso de dispositivos médicos (CVC, cateteres urindrios, algdlias e tubos
endotraqueais) a um possivel aumento do risco de infecOes e colonizagbes por bactérias
multirresistentes [60].

Uma vez que, segundo normas da DGS, na admissao para internamento deve ser
efetuada uma avaliagdo de risco para colonizado ou infetado, rastreados todos os doentes
gue preencham as condi¢des impostas pelas referidas normas, assim como rastreados todos
os contatos proximos de doentes internados diagnosticados com infecdo ou portadores de
microrganismos resistentes, esses procedimentos justificam o facto das colonizacbes se
destacarem quando se tenta avaliar a origem das CRE [4].

No que se refere a mortalidade associada a este tipo de infe¢des, e como se pode
verificar nos resultados deste estudo, é dificil correlacionar o aumento da mortalidade com as
infecdes por CRE, visto que estes pacientes, na sua maioria, sdo portadores de multiplas
patologias ou padecem de uma doenca grave, facto anteriormente observado em varios
estudos efetuados em Portugal [3,67] . Devido ao contexto epidemiolégico em que estas

infecGes ocorrem, tendencialmente em doentes vulneraveis, com varias comorbilidades e/ou
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internados em UCI, a relagdao entre a mortalidade e a resisténcia a carbapenemes nao se
revela clara e consensual.

A terapia utilizada no combate a infecGes pode ser administrada de forma empirica e
atualizada ap6s os resultados microbioldgicos, ou simplesmente dependente dos ultimos.

Tendo em conta que os casos de multirresisténcia tronam a mais complexa a opgao
terapéutica, devido a diminuicdo do numero de antibidticos disponiveis, a frequéncia de
doentes portadores de varias infegdes em simultaneo e dificuldade de preservagao de
antibidticos de largo espetro, torna-se pertinente compreender quais as op¢des terapéuticas
que apresentaram maior disponibilidade para cobrir as infe¢des por CRE.

Num estudo recente, retrospetivo, efetuado na Faculdade de Medicina da
Universidade de Lisboa (2019) que incluia 31 pacientes portadores de CRE, [67], observou-se
que os antibidticos para os quais as bactérias apresentavam maior sensibilidade eram a
fosfomicina, a cefoxitina e a levofloxacina. A ciprofloxacina apresentava uma resisténcia
microbiana de 41.9% e o meropenem de 35.5%. Em outro trabalho (2019) [68] efetuado pela
mesma universidade, que envolvia quatro estudos com uma amostra total de 171 isolados,
observou-se que para todos os antibidticos testados a ciprofloxacina foi o que apresentou
maior sensibilidade bacteriana no teste de resisténcia aos antimicrobianos, com uma média
de resisténcia inferior a 40% em todos os estudos, nao tendo o meropenem sido incluido no
estudo.

Apds observacao da distribuicdo dos antibidticos utilizado nos doentes do HDES com
CRE, verificou-se que se recorreu mais frequentemente a ciprofloxaxina e ao meropenem. A
ciprofloxaxina é uma quinolona de segunda geracdo que possuilargo espetro de acdo e grande
biodisponibilidade oral. O recurso a este antibidtico é muito frequente em Portugal,

justificando a sua regular utilizacdo pelos clinicos do HDES [66]. A op¢do pelo meropenem,
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antibidtico beta-lactamico da subclasse dos carbapenemes, deve-se a sua eficiéncia no
tratamento de infe¢des graves provocadas por bactérias multirresistentes, apds faléncia dos
antibidticos previamente administrados [66].

Como referido anteriormente, o meropenem, imipenem e ertapenem sdo os trés
principais representantes da classe dos carbapemes. Apesar de o espectro de atuacdo ser
muito semelhante entre os trés, existem algumas diferencas.

O meropenem possui uma aplicabilidade discretamente maior na pratica clinica,
especialmente porque é mais seguro que o imipenem em pacientes com patologias
neuroldgicas, e apresenta um espectro maior que o ertapenem. O seu uso esta indicado para
varios tipos de infecdes e para microrganismos com resisténcias conhecidas a outros
antibidticos e em casos de terapia empirica [71].

O imipenem tem espectro de acao quase idéntico ao meropenem e com indicacdes
semelhantes, excetuando infe¢cdes do SNC [71].

O ertapenem, para além de nado ter atividade contra P. aeruginosa e Acinetobacter
baumannii Bouvet and Grimont 1986 (Moraxellaceae) ndo ultrapassa a barreira
hematoencefdlica, manifestando-se ineficaz em infecdes do sistema nervoso central,
evitando, desta forma, a pressdao seletiva de bactérias resistentes ao meropenem ou
imipenem, e a preservacao da flora bacteriana residente. Diferentemente dos outros dois
pode ser utilizado intramuscularmente [71].

De acordo com dados da DGS, a percentagem de isolados invasivos resistentes em K.
pneumoniae aumentou entre 2014 e 2017, sendo o aumento particularmente acentuado para
os carbapenemes, onde se verificou um aumento de 79% [70].

Num estudo efetuado entre novembro de 2009 e junho de 2011 no Centro Hospitalar

de Lisboa Norte [69] foram reportados 41 isolados resistentes produtores da carbapenemase
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KPC-3. Os casos analisados apresentaram resultados resistentes\intermédios superiores a
90% para o meropenem e superiores a 60% para o imipenem, nao tendo sido incluido o
ertapenem no estudo. Durante o ano de 2013, no Hospital da Universidade de Coimbra, foram
identificados 27 isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae resistente ao ertapenem [65]. As
amostras bioldgicas foram recolhidas de individuos hospitalizados e verificou-se que todos os
isolados demonstraram ser resistentes aos antibidticos B-lactamicos testados: ertapenem,
aztreonam e cefalosporinas. Um isolado revelou ser resistente ao Imipenem e 15 isolados
apresentaram resisténcia intermédia a este mesmo carbapenem. N3o se observaram
referencias ao Ertapenem. [65].

No estudo mencionado anteriormente, efetuado pela Faculdade de Medicina da
Universidade de Lisboa (2019) [67], observou-se que 25,8% das bactérias eram resistentes ao
imipenem e que o ertapenem e o meropenem apresentavam a mesma percentagem de
resisténcia, 35,5%, por parte dos microrganismos.

Neste trabalho efetuado no HDES, verificou-se a presenca de 90,0% de resultados
resistentes ao ertapenem. Como mencionado anteriormente, é utilizado com maior
frequéncia por forma a preservar outros antibidticos, levando ao aumento da resisténcia
bacteriana pelos mesmos, justificando a percentagem de resultados resistentes.

O imipenem apresentou resultados com 33,8% de sensibilidade, no entanto, como
38,75% dos casos nao apresentam resultados e 2,5% nao foram testados, ndo é possivel retirar
conclusdes seguras sobre as suas limitacdes terapéuticas.

No caso do meropenem observaram-se 50,0% de resultados sensiveis, revelando ainda
a existéncia de alguma margem para uso terapéutico nos doentes com CRE.

No presente estudo ndo foi efetuada recolha de dados sobre os mecanismos de

resisténcia associados as CRE detetadas no laboratdrio de microbiologia do HDES, devido ao
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reduzido numero de resultados rececionados do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge pelo HDES. Dentro dos resultados conhecidos [72], os mecanismos de resisténcia
bacteriana detetados foram sobretudo associados a enzima Carbapenemase KPC, indo de
encontro a realidade verificada na bibliografia consultada relacionada com outros hospitais

nacionais [63,65,67].

Pese embora o enquadramento insular do HDES, quer na componente de localizacao
em contexto de isolamento geografico e de descontinuidade territorial e socioeconémica,
qguer na componente da sua polaridade enquanto hospital de referéncia de uma regidao
arquipeldgica, nao se verificaram, no decurso do estudo realizado, diferencas significativas ao

nivel da incidéncia por CRE em relacdo a dados relativos aos hospitais nacionais.
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5 CONCLUSOES

A emergéncia, disseminacdo e aumento de infecdes por bactérias resistentes aos
carbapenemes constituem uma ameaca global a saude publica, assumindo-se importante o
envidamento de esforcos em prol de um incremento da consciencializacao da problematica
por parte da populacdo em geral, de modo a assegurar que as medidas propostas pelas
entidades responsdveis pelo controlo das multirresisténcias possam ser cumpridas.

As infecOes e colonizagGes por estes microrganismos, para além de atingirem
individuos mais suscetiveis, podem afetar pessoas sauddveis quando colonizadas em contexto
de internamento, aumentando o risco de contagio entre os doentes e profissionais, assim
como os custos associados aos cuidados de saude.

A investigacdo cientifica tem, também, um papel fundamental no controlo das CRE,
visto que a pressao sofrida pelas bactérias através da utilizagdao continua de antibioticos leva
a uma constante adaptabilidade por parte das mesmas e, consequentemente, a criacdo de
novos mecanismos de resisténcia. O conhecimento destes mecanismos revela-se uma
ferramenta crucial para prevenir a disseminacdo das multirresisténcias, bem como selecionar
opcOes terapéuticas mais adequadas ou criar alternativas mais eficazes.

Neste trabalho efetuado no HDES detetaram-se 80 doentes portadores de
colonizacGes ou infecdes por CRE, verificando-se que, ao longo do periodo em estudo, o
numero de novos casos por ano oscilou pouco. Esta estabilidade pode dever-se a organizacao
do servico de controlo de infecdo e ao cumprimento das medidas por parte dos profissionais
de salde.

Indo de encontro aos dados recolhidos na pesquisa bibliografica efetuada, os pacientes

mais afetados foram os que sofriam de multiplas patologias, uma vez que se encontram,
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normalmente, mais fragilizados. A K. pneumoniae foi a bactéria que apresentou maior
prevaléncia de resisténcias aos carbapenems, estando maioritariamente associada as infe¢oes
urinarias, indo de encontro a realidade nacional.

O uso da ciprofloxacina como alternativa terapéutica é considerado uma opg¢ao
cultural em Portugal. A frequente recorréncia a esse antibidtico também foi verificada nas
opcOes terapéuticas dos clinicos do HDES.

A atribuicdo da designacdo de CRE nas infecdes dos doentes em estudo foi
maioritariamente associada a resisténcia bacteriana ao ertapenem. Este antibidtico possui um
espetro menos alargado do que os outros carbapenemes, razao que o leva a ser mais utilizado
de forma a preservar os outros da mesma subclasse.

Face a situacdo pandémica da COVID-19, a interpretacao dos dados obtidos ao longo
do ano de 2020 nao deve ser considerada com relevancia quantitativa no quadro de evolugdo
dos dados dos anos transatos, uma vez que no referido periodo ocorreu uma grande alteragcao
de paradigma de internamentos, consultas e de urgéncia, bem como necessaria restruturacao
de servicos e pessoal, entre outras alteracdes funcionais ou de procedimentos, que podem ter
levado a lacunas na implementacao das medidas relacionadas com o controlo de infe¢ao.

Ao longo do estudo efetuado, dada a dificuldade na recolha, processamento e
sistematizacdo de informacao, e de modo a facilitar possiveis futuros estudos quantitativos,
bem como avaliar e monitorizar tendéncias da evolug¢ao desta problematica, assume-se como
determinante a uniformizacdo dos procedimentos de registo de informacdo clinica dos

pacientes.
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