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Resumo

O ciclo de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas na Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra prima-se pela ampla formacdo e preparacdo dos
seus alunos enquanto profissionais de saude. Com isto, o Estagio Curricular que decorre
no ultimo semestre do 52 ano tem por objetivo aproximar e integrar os alunos naquele
que sera o seu futuro na vida profissional, permitindo aplicar no dia-a-dia os
conhecimentos adquiridos ao longo dos varios anos de estudos com aplicagdo em varias

areas de atuacdo farmacéutica.

Assim, este documento inclui um Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria
realizado na Farmacia Cardoso sob orientacdo da Dra. Teresa Guimardes. O presente
relatorio trata-se de uma analise SWOT, tanto da farmacia como do estagio, que decorreu

entre 07 de janeiro de 2019 e terminou no dia 07 de junho do mesmo ano.

O presente documento inclui ainda uma monografia intitulada “Avaliacdo da
suscetibilidade in vitro a combinacdo Ceftazidima-Avibactam em bactérias
multirresistentes isoladas no Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra”. Este
trabalho teve como objetivo principal o estudo da suscetibilidade a combinacgao
Ceftazidima-Avibactam em bactérias multirresistentes produtoras de carbapenemases, a
nivel experimental, isoladas em doentes do Centro Hospitalar da Universidade de
Coimbra entre novembro de 2016 e agosto de 2017. Os resultados permitem concluir que
a combinacdo ceftazidima-avibactam apresenta uma elevada capacidade de inibir
bactérias produtoras de (-lactamases de largo espetro e carbapenemases do tipo KPC,
amplamente disseminadas. A data e do meu conhecimento, este é o primeiro estudo que
reporta dois isolados Klebsiella oxytoca resistentes a combinacdo ceftazidima-avibactam

em Portugal. Contudo, o mecanismo de resisténcia nao foi determinado.

Palavras-Chave: MICF; Farmacia Comunitaria; Klebsiella pneumoniae; -lactamases;

Ceftazidima-Avibactam; Resisténcia a Ceftazidima-Avibactam; Klebsiella oxytoca.



Abstract

The cycle of studies of the Integrated Master's Degree in Pharmaceutical Sciences at
the Faculty of Pharmacy of the University of Coimbra excels at the extensive training and
preparation of its students as health professionals. Considering this, the Curricular
Internship that takes place in the last semester of the 5th year aims to approach and
integrate the students in what will be the future of their professional life, allowing to apply
in a daily basis the knowledge acquired throughout the several years of studies with

application in several areas of pharmaceutical activity.

Thus, this document includes a Report of Internship in Community Pharmacy held at
the Cardoso Pharmacy under the guidance of Dra. Teresa Guimaraes. This report is a
SWOT analysis of both the pharmacy and the internship, which took place between

January 7, 2019 and ended on June 7 of the same year.

This document also includes a monograph titled "Evaluation of in vitro susceptibility
to the combination Ceftazidime-Avibactam in multirresistant bacteria isolated in the
Hospital Center of the University of Coimbra". The main objective of this study was to
study the susceptibility to the combination Ceftazidime-Avibactam in multirresistant
bacteria producing carbapenemases, at an experimental level, isolated in patients from
the Hospital Center of the University of Coimbra between November 2016 and August
2017. The results allow us to conclude that a combination of ceftazidime-avibactam has a
high ability to inhibit widely disseminated extended spectrum beta-lactamases producing
bacteria and KPC-type carbapenemases. To this date and to my knowledge, this is the first
study reporting two Klebsiella oxytoca isolates resistant to the combination ceftazidime-

avibactam in Portugal. However, the resistance mechanism has not been determined.

Keywords: MICF; Community pharmacy; Klebsiella pneumoniae; [-lactamases;

Ceftazidime-Avibactam; Resistance to Ceftazidime-Avibactam; Klebsiella oxytoca.
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I. Introdug¢ao

Em Portugal, existem farmacéuticos desde 1449. O papel do farmacéutico tem vindo a revelar-
se determinante nas ultimas duas décadas, com uma posicdo privilegiada do farmacéutico
comunitario ao contribuir em areas como a determinagao de parametros, promocao de estilos de
vida mais saudaveis... Para além dos servicos referidos, a area do medicamento é a atividade
central do farmacéutico para a qual a sua formacdo académica o diferencia dos restantes

profissionais de satide (Ordem dos Farmacéuticos, 2019) .

O Estagio Curricular é parte integrante do ciclo de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF) na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC). Tem por
objetivo aproximar e integrar os alunos naquele que sera o seu futuro na vida profissional,

permitindo aplicar no dia-a-dia os conhecimentos adquiridos ao longo dos varios anos de estudos.

Apesar de ser possivel realizar estagio em varias areas de atuagdo farmacéutica, tais como
distribuicdo farmacéutica, assuntos regulamentares e controlo de qualidade em industrias
farmacéuticas, farmacia hospitalar, entre outros, decidi apenas realizar o estagio obrigatério em

farmacia comunitaria por ser esta a drea que me desperta mais interesse.

A escolha da farmdcia prendeu-se com a proximidade a residéncia e na possibilidade de
experimentar um ambiente de trabalho em cidade, visto ja ter realizado um estagio de verao numa
farmacia pouco movimentada no ambito do programa de Estagios de Verao da Universidade de
Coimbra. O estagio teve inicio no dia 07 de janeiro de 2019 e terminou no dia 07 de junho do

mesmo ano, perfazendo 810 horas.

O presente relatorio trata-se de uma analise SWOT, tanto da farmécia como do estagio, de forma
integrada. Sdo ainda apresentados casos praticos que demonstram a aplicacdo de

conhecimento adquirido nas unidades curriculares do MICE.



II. Farmacia Cardoso

A Farmacia Cardoso, aderente ao programa Farmacias Portuguesas, situa-se na cidade

de Povoa de Varzim e é propriedade da diretora técnica, a Dra. Maria Dorinda Ascensao.

A equipa é composta exclusivamente por farmacéuticos, contabilizando-se 7 no total:
a Dra. Bruna, a Dra. Claudia, o Dr. David, a Dra. Dorinda, a Dra. Rosaria, a Dra. Silvia e a

Dra. Teresa.

A farmacia esta aberta de segunda a sexta-feira das 9h as 22h e ao sabado das 9h as
13h. A area contempla 4 balcdes na sala de atendimento, 1 gabinete do utente, area de
armazenamento e laboratério. As Figuras 1 e 2 mostram a area exterior e interior,

respetivamente, da farmacia.

A Farmacia Cardoso diferencia-se pela sua missao “Farmdcia Cardoso, Sempre a Cuidar

de Si...” e pelo logotipo préprio, representado na Figura 3.

FARMACIA CAIRIDOSO

U;" ,¢1

FARMACIA CARDOSO

POVOA DE VARZIM

Figura 2*2 - Interior da Farmacia Cardoso  Figura 33 - Logotipo da Farmacia Cardoso

*le2 - Fonte: http://www.farmacia-cardoso.com/ [Acedido a 08/06/2019]
*3 - Fonte: https://www.facebook.com/farmaciacardosopvz/ [Acedido a 08/06/2019]



III. Analise SWOT

A andlise SWOT é um método baseado na identificagdo das Forgas (Strengths),
Fraquezas (Weaknesses), Oportunidades (Opportunities) e Ameacas (Threats) de uma
organizacdo. O objetivo é refor¢ar os pontos fortes internos e aproveitar as oportunidades
externas de forma a alcancar os objetivos, e a0 mesmo tempo, atenuar as fraquezas

internas e prevenir as ameacas externas.

3.1. Forgas

3.1.1. A Equipa da Farmacia Cardoso

“0 farmacéutico é um profissional de saide com grande proximidade a populacao, (...)
uma média de 3 farmacéuticos por farmacia” (Valor do Farmacéutico, 2019). Tendo em
conta este facto, a equipa da farmacia ser totalmente constituida por farmacéuticos
transmite a “importancia da intervencdo farmacéutica na sociedade” (Valor do
Farmacéutico, 2019) através do aconselhamento farmacoterapéutico que se traduz na
confianga que as pessoas demonstram no atendimento que qualquer um dos colegas
farmacéuticos providencia na farmacia.

De realcar também a comunicacdo entre a equipa, que permite que diferentes
informagdes cheguem a todos os elementos de forma eficaz. O facto de a diretora técnica
ser bastante presente na farmacia e realizar atendimentos, também é um ponto
importante, na medida em que permite uma lideranca partilhada na qual todos sdo
importantes para a farmacia e todos tém um papel importante a desempenhar.

De referir ainda que se trata de uma equipa jovem, bem-disposta e bastante
competente que transmitiu os seus conhecimentos e me fizeram sentir integrada durante

todo o estagio.

3.1.2. Localizacgao e horario de funcionamento

A Farmacia Cardoso privilegia da sua localizacdo proxima de varios “locais chave” no
ambito da saude, nomeadamente, o Centro Hospitalar da P6voa de Varzim, o Centro de
Saude e clinicas dentarias. Fica também proéxima das duas escolas secundarias e do
Mercado Municipal da Pévoa de Varzim, tornando-se numa farmdcia de facil acesso a

partir de varios pontos muito frequentados e de relevancia na zona.



Na Pévoa de Varzim existem no total 10 farmdcias, das quais a Farmdcia Cardoso é a
Unica com horario mais alargado, fechando apenas as 22h e junta-se a apenas mais quatro
farmacias que ndo fecham na hora de almocgo. Assim, o horario de funcionamento é sem
duvida uma vantagem, permitindo que as pessoas tenham acesso aos medicamentos e

cuidados de saide num horario compativel com o trabalho/ vida de cada um.

3.1.3. Desenvolvimento de competéncias

Todos os dias o farmacéutico tem de estabelecer uma relagdo farmacéutico-utente na
qual a comunicacao é fulcral. Cada pessoa, com a sua forma de ser, torna cada atendimento
diferente e desafiante do ponto de vista técnico e cientifico. Desta forma, cada
atendimento realizado ao longo do estagio permitiu o desenvolvimento das capacidades
de comunicacao e de gestao de conflitos para que pudesse servir as pessoas da melhor

forma.

3.1.4. Cartao Sauda e presenca nas redes sociais

Hoje em dia as pessoas sdao mais informadas e procuram servicos melhores e
personalizados, pelo que boas estratégias de comunicacao e de fidelizacdo sao essenciais

para que se consiga chegar as pessoas e fideliza-las.

Sendo a Farmdacia Cardoso aderente ao programa Farmdacias Portuguesas, os utentes
que aqui se dirijam podem utilizar o Cartdo Sauda e usufruir das suas vantagens. tais
como: ter acesso a promog¢des exclusivas e trocar pontos (adquiridos na compra de
produtos de saude e bem-estar, medicamentos ndo sujeitos a receita médica e servicos
farmacéuticos) por produtos ou por vales de dinheiro. No inicio do estagio, a Farmacia
detinha um cartao de fidelidade de uso exclusivo na mesma. No entanto, a decisdo de
mudar para o Cartdo Sadda mostrou-se bastante promissora, tendo em conta que houve
uma grande adesdo e as pessoas comecaram a ter mais atenc¢do e a usufruir das
promocgdes que o cartao disponibilizava.

A farmacia dispde de um site e de uma pagina no Facebook, onde sdo divulgadas as
promocgoes existentes, e se comemoram dias tematicos. No entanto o publico-alvo da
farmacia nao aderia muito as redes sociais, pelo que ndo se notava uma mudanca no estilo

de compra dos utentes.



3.1.5. Servicos com impacto ambiental

Atualmente, levantam-se muitas questdes a nivel ambiental e, sendo as farmacias locais
publicos prestadores de servicos é de maxima importancia educarmos as pessoas para o
impacto ambiental que os residuos de medicamentos e demais excedentes causam ao

ambiente pelo qual todos somos responsaveis.

A Farmacia Cardoso dispde de trés servigos que permitem sensibilizar e educar os seus

utentes neste sentido, nomeadamente:

Valormed - trata-se de uma sociedade sem fins lucrativos com a responsabilidade de
gerir os residuos de embalagens vazias e medicamentos fora de uso (VALORMED, 2019);
na farmacia sdo cedidos aos utentes ecopontos domésticos, designados ECOMED, que
podem ser caixas de cartdao ou sacos reutilizaveis (VALORMED, 2019) que quando cheios
sdo entregues na farmdacia para colocagdo no Valormed para posterior processamento;
durante o estagio pude constatar uma grande adesdo na entrega de medicamentos fora
de prazo na farmadcia, mas que ainda ha uma quantidade significativa de pessoas que
dizem que “ndo estdo para ter o trabalho de separar e vir entregar” pelo que se trata de
uma questdo que ainda implica muito trabalho de sensibilizagdo de forma a que um dia

possamos obter melhores resultados;

Programa de Troca de Seringas - este programa foi implementado em 1993, tendo
como principal objetivo prevenir infecées provocadas pelo VIH entre as Pessoas que
Utilizam Drogas Injetaveis (PUDI), proporcionando a distribuicdo de material esterilizado
e a recolha e destruicdo do material usado, tanto em farmacias como centros de saude e
postos moveis (SPMS - Servicos Partilhados do Ministério da Saude, 2019). Segundo os
ultimos dados, "entre outubro de 1993 e Setembro de 2018, foram distribuidas
57.488.517 agulhas e seringas e 30.396.489 preservativos masculinos”, verificando-se
uma “significativa reducdo (...) nos ultimos anos no numero de novos casos de infec¢ao
por VIH diagnosticados entre as Pessoas que Utilizam Drogas Injectaveis, de 57,3% em
1998 para 1,8% em 2017” (SNS - Servigco Nacional de Satide, 2019). Na farmacia Cardoso,

as pessoas apareciam de forma muito esporadica para efetuar a troca;

Recolha de Radiografias - trata-se de uma “campanha anual de reciclagem de
radiografias (..) com mais de 5 anos ou sem valor de diagnoéstico” (AMI - Assisténcia
Médica Internacional, 2019), que as pessoas deixam na farmacia. Na Farmacia Cardoso

bastantes pessoas entregam as suas radiografias durante todo o ano.



3.1.6. Parcerias com entidades locais

A Farmacia Cardoso criou parcerias com algumas entidades locais, nomeadamente,
com a Casa do Regaco, um centro de acolhimento de criangas gerido pela Cruz Vermelha
Portuguesa da P6voa de Varzim, e com a equipa de andebol do clube local. A farmacia
patrocina estas institui¢des apoiando com um valor mensal definido de apoio a atividade

dos mesmos.

3.1.7. Rastreios e outras atividades

A Farmacia Cardoso prima-se pela preocupacao com a sadde e bem-estar dos seus
utentes. Sempre que possivel sdo realizados alguns rastreios com a colaborag¢do de outros
profissionais de salide, como os enfermeiros. Durante o tempo de estagio realizaram-se
varios rastreios, nomeadamente: um Rastreio de Osteoporose, o qual teve uma elevada
afluéncia, nao sé por mulheres como também por homens; um Rastreio da Pele no qual
era identificado o tipo de pele de cada pessoa e os produtos cosméticos mais adequados;
um Rastreio de Doenca Venosa Croénica; e um Rastreio de Colesterol enquadrado na

celebracao do més do coracao (maio).

Ao longo do estagio também se desenvolveram outras iniciativas tematicas tais como
a afixacdo de um cartaz informativo no Dia Mundial do Cancro e a distribuicao de uma flor

as mulheres em forma de comemoragao do Dia da Mulher.

3.1.8. Formacao

“A formacdo é cada vez mais, um pilar fundamental de conhecimento para uma
recomendac¢do assertiva e personalizada que ndo se limita ao ato de venda.” - GSK

Consumer Healhcare

Durante o estagio tive oportunidade de participar em algumas formacgdes tanto na
farmacia, por parte dos delegados de informacdao médica, como fora da farmacia, por parte
de algumas marcas e laboratoérios. Estas formacdes foram sem ddvida uma mais valia
durante o estagio, na medida em que permitiram eliminar algumas lacunas que o plano
de estudos do MICF apresenta. No Anexo I encontram-se resumidas as formagdes em que

estive presente ao longo do estagio.



3.2. Fraquezas

3.2.1. Falta de plano de estagio e orientador definidos

Em relacgdo ao estagio, apesar de ter havido uma boa integragdo no ambiente da equipa,
a integracao a nivel laboral nao foi tao facil. A falta de um plano de estagio e de um
orientador definidos foram sem divida marcantes, na medida em que nos primeiros dois
meses do estagio passava grande parte do tempo no “backoffice”. Conforme o tempo que
restava, seguia alguns atendimentos e eram explicados alguns fundamentos do
aconselhamento. Durante este periodo foi também explicado o tratamento do receituario
e devolugdes. Passado esse tempo é que comecei a ter maior acompanhamento a nivel de
aconselhamento farmacoterapéutico e comecei a estar mais tempo em contacto com os
utentes. No entanto, continuou a ndo haver um plano de estdgio e um orientador

definidos.

3.2.2. Tamanho da farmacia

A Farmadcia Cardoso é bastante movimentada, com uma média de 300 pessoas por dia
e 0 espaco é o ponto fraco mais notorio. A sala de atendimento é relativamente pequena,
e apesar de a farmacia dispor de 4 balcdes de atendimento, normalmente apenas 3 estdo
ativos, sendo o quarto de suporte para obtencdao de alguma informac¢do necessaria.
Quando estao os 4 balcdes em funcionamento, perde-se a devida privacidade que alguns
atendimentos exigem, tanto para os utentes exporem a situacdo como para os
farmacéuticos aconselharem de forma adequada. Apesar de conseguirem ter uma elevada
diversidade de produtos, a capacidade de armazenamento é bastante baixa, pelo que na

maioria das vezes é necessario encomendar a quantidade em falta.

3.2.3. Preparacao de manipulados

Face ao ponto anterior, o laboratério que a farmacia dispde também é pequeno.
Durante o estagio, apenas se realizou o mesmo manipulado varias vezes. Fora este, os
pedidos de manipulados que a farmacia recebe sdo encaminhados para a Farmadcia

Marques Ramalho que tem um laboratério e equipa especializada.



3.2.4. Acesso a farmacia - estacionamento

Embora a localizacdo da farmacia seja muito boa, o acesso pode ser complicado. Situa-
se numa rua de sentido Unico e com estacionamento pago. Os lugares estdo sempre
ocupados ao longo do dia pelo que as pessoas deixam os carros estacionados em segunda

fila, causando alguns constrangimentos.

3.2.5. Prestacgdo de servicos

Hoje em dia, as farmacias primam pela diferenciacao dos servicos disponibilizados. Na
Farmdacia Cardoso, apesar de existir pessoal qualificado para a administracdo de
injetaveis, ndo usufrui deste servico, pelo que as pessoas tém que se deslocar ao centro de
saude, a um centro de enfermagem, ou até mesmo a outra farmdcia que disponibilize este
servico. Da mesma forma que os rastreios sdo realizados no gabinete do utente disponivel,
outros servicos poderiam ser implementados, assim como consultas de podologia ou
aconselhamento nutricional, trazendo mais valéncias a farmacia e um fator de

diferenciacgao.

3.3. Oportunidades

3.3.1. Plano curricular do MICF

O plano de estudos do MICF na Universidade de Coimbra é sem duvida bastante vasto
e abrange varios conhecimentos de forma a que todo os alunos se sintam preparados para
a entrada no mercado nas diferentes areas atuantes enquanto farmaceéuticos.

No presente ano letivo, o plano de estudo sofreu algumas alteracdes que, do meu ponto
de vista, beneficiam bastante os alunos, nomeadamente a separa¢do das unidades
curriculares de Intervencdo Farmacéutica e de Fitoterapia. Assim, foi possivel abordar
mais temas, tais como, a ostomia, o que durante o estagio se tornou bastante util. A
Farmdacia Cardoso tem alguns utentes que vivem com diferentes ostomias e os
conhecimentos adquiridos permitiram que ja conhecesse os diferentes produtos
existentes no mercado e pudesse sentir-me mais a vontade nos atendimentos.

A maioria das farmdcias utiliza o sistema informatico Sifarma 2000®. Desta forma, a

interacdo com o sistema na unidade curricular de Organizacdo e Gestdo Farmacéutica,



mais tarde complementada com a formacao disponibilizada nas atividades da semana
Pharmacareer, foi bastante util. A realiza¢do do estagio na Farmacia Cardoso também me
permitiu aplicar e aumentar os conhecimentos sobre este sistema informatico.

Nas atividades do Pharmacareer, também foi possivel participar num workshop de
Gestdao de Conflitos, que permitiu adquirir algumas bases de comunicacdo que tive

oportunidade de aplicar durante o estagio.

3.3.2. Valor do Farmacéutico e educac¢do para a saude

0 farmacéutico, enquanto especialista do medicamento, apresenta um papel
importante em toda a conjuntura da area da saude. Todos os dias, as pessoas que se
dirigem a farmacia, procuram ajuda para resolu¢do dos seus problemas de sadde, ora ja
por orientacdo médica, ora por reconhecerem o farmacéutico como um profissional de
saude de confianca e com conhecimentos técnico-cientificos.

Segundo o Codigo Deontoldgico da Ordem dos Farmacéuticos, é dever do farmacéutico
promover a “utilizacdo segura, eficaz e racional dos medicamentos”, assim como
“dispensar ao doente o medicamento em cumprimento da prescricdo médica ou exercer
a escolha que os seus conhecimentos permitem e que melhor satisfaca as relagoes
beneficio/risco e beneficio/custo” (Ordem dos Farmacéuticos, 2019).

De facto, durante o estagio, foi possivel constatar a importancia do farmacéutico na
comunidade tanto na resolu¢do de problemas como no aumento da literacia em satde,
aplicando os conhecimentos adquiridos aos longo do plano curricular do MICF.

Seguem-se alguns exemplos:

Caso Clinico 1 - Exercicio de escolha (beneficio/risco)

Um senhor, com cerca de 60 anos, foi a farmacia aviar uma receita, ja no final da
validade, com Circadin®. O senhor comec¢ou por dizer que nao tinha levantado a receita
mais cedo porque nao queria tomar aquilo e preferia algo natural. Quando lhe perguntei
qual era a situac¢do, o senhor referiu que tem dificuldades em manter o sono, apresentando
varios despertares noturnos. Assim, aconselhei o StilNoite® cuja composicdo contém
melatonina e extratos de varias plantas, tais como: papoila da Califérnia, Melissa e

passiflora.



Caso Clinico 2 - Educac¢do para a saude

Uma senhora, com cerca de 50 anos, dirigiu-se a farmacia e pediu algo que pudesse
aplicar num hematoma que apresentava no maxilar inferior. Quando questionada sobre o
que tinha acontecido, a senhora explicou que tinha sido submetida a uma extragao
dentaria. Apds a exposicdo da situacao questionei se tomava alguma medicacao ao que ela
respondeu que tomava o Varfine® e ndo tinha referido nada ao médico dentista. Com isto,
foi explicado a senhora que, durante o procedimento cirdrgico ocorreu uma hemorragia
e 0 sangue ndo foi capaz de coagular de forma adequada, visto que o Varfine® se trata de
um medicamento anticoagulante. Foi aconselhado a senhora que em situa¢des idénticas
fale sempre com o médico sobre a medicacdo que toma e para aplicar Thrombocid®

pomada na zona do hematoma.

3.3.3. Dispositivos de seguranca nos medicamentos de uso humano

A Diretiva 2001/83/CE prevé medidas para impedir a introdugao de medicamentos
falsificados na cadeia de abastecimento legal. Para isso, é exigida a colocacao de
dispositivos de seguran¢a — um identificador unico e um dispositivo de prevengao de
adulteracdes na embalagem de certos medicamentos para uso humano de forma a
permitir a sua identificacao e autenticacdo (EUR-Lex, 2019).

A implementacdo destas medidas comegou a 09 de fevereiro do presente ano e
transmitem mais seguranca e garantia da qualidade por diminuir a possibilidade de
contrafacdo. Na farmacia, ainda se encontram embalagens antigas, mas a maioria ja

comeca a chegar de acordo com as novas medidas.

3.4. Ameacas

3.4.1. Falta de medicamentos

Cada vez mais se assiste a falta de medicamentos nas farmécias. Segundo o ultimo
relatério da Apifarma “Diagnoéstico ao (des)abastecimento do mercado farmacéutico em
Portugal” de 2016, as principais causas para a falta de medicamentos sdo: estarem
esgotados na cadeia de abastecimento (laboratério/armazenista) e estarem a ser

enviados para exportacdo/mercado paralelo (APIFARMA, 2019). Na Farmacia Cardoso, ao
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longo do estagio, varios eram os medicamentos cuja disponibilidade era limitada. A
maioria, aparecia como esgotado no laboratério, outros, quando contactdvamos os
fornecedores, estes diziam que estavam sujeitos a rateio. A titulo de exemplo destes
ultimos: Aerius® xarope, Trajenta®, Atrovent® unidose, Victoza®... Existem também
alguns medicamentos que apenas estdo disponiveis na Via Verde do Medicamento, tal

como Pradaxa® 150 mg e Eliquis® 2,5 e 5 mg.

3.4.2. Automedicacao

Todos os dias na farmacia comunitaria nos deparamos com situacdes de
automedicacdo na qual o farmacéutico deve orientar a utilizacdo do medicamento, de
forma a contribuir para uma utilizacdo segura e de acordo com o uso racional do
medicamento. Desta forma, é necessario que o farmacéutico, com as devidas
competéncias técnico-cientificas, proceda da melhor forma, o que, por vezes, consiste em
encaminhar o doente para o médico. Durante o estagio, foram varias as situagdes, todos
os dias, em que tinha de aconselhar de acordo com os conhecimentos adquiridos. Algumas

situagdes estao expostas nos casos clinicos 3 e 4.

Caso Clinico 3 - Referenciacao para o médico

Senhora, 60 anos, chegou a farmacia a pedir Magnesium-K Active®. Quando
questionada para que efeito seria, respondeu que uma amiga toma e que faz bem aos ossos
e ao cansa¢o. Apds mais algumas questdes, a senhora referiu que tinha problemas
cardiacos. Explicou-se que, tendo em conta a situacao de arritmias, podia haver influéncia
a nivel cardiaco, pelo que o melhor seria falar com o médico e avaliar a situa¢do, uma vez

que o cansago referido pode ter outra causa subjacente.

Caso Clinico 4 - Automedicacio

Senhora, com cerca de 30 anos, foi a farmacia pedir algo para a dor de garganta, uma
vez que a sentia irritada e sentia dores ao engolir ha 2-3 dias. Quando questionada se tinha
algum problema de satude, esta referiu que tinha asma. Desta forma, algo como Strepsils®
poderia ja ndo ser suficiente, sendo necessario a adicdo de um anti-inflamatério. Tendo
em conta que a senhora é asmatica, a adicdo desta classe de compostos deve ser
monitorizada pelo médico, tendo em conta a relacdo beneficio/risco.
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3.4.3. Plano curricular do MICF

O plano curricular do MICF, apesar de ser bastante diversificado, algumas das unidades
curriculares nao transmitem o conhecimento adequado para que os alunos possam
efetuar o aconselhamento mais assertivo durante a realizagdo do estagio. As unidades
curriculares que mais se fizeram sentir como inadequadas foram Dermofarmaicia e
Cosmética e Preparagdes de Uso Veterinario. Também o facto de a unidade curricular de
Dispositivos Médicos ser opcional, cria uma grande lacuna nos conhecimentos

apropriados para um aconselhamento adequado ao longo do estagio.

3.4.4. Dispositivos de seguranca nos medicamentos de uso humano

Apesar de os dispositivos de seguranca nos medicamentos de uso humano
transmitirem mais seguranca quanto a qualidade dos medicamentos, por vezes criam
alguns constrangimentos no atendimento. Uma das desvantagens de as embalagens virem
seladas é o facto de muitas delas nao terem a descricio da forma farmacéutica na
rotulagem. Desta forma, muitas vezes deparamo-nos com questdes como “Da para abrir a
embalagem?”, “Eu s6 sei que o comprimido é desta cor. Se ndo da para ver nao sei se é esse
ou ndo.”, “Da para partir o comprimido a meio?”. Quando se tratava de um doente que ndo
tinhamos histérico, estas questdes implicavam que algumas vezes os doentes voltassem a

casa para trazer as embalagens ou até preferissem levar outra marca/laboratério que

desse para abrir a embalagem e ver os comprimidos.

3.4.5. Receitas Desmaterializadas

A desmaterializacdo das receitas é um projeto iniciado em 2013 e visa a substitui¢cao
da receita em papel pelo envio dos dados via circuito eletronico (SPMS - Servigos
Partilhados do Ministério da Satide, 2019).

Ao longo do estagio, varias pessoas se queixavam das receitas serem enviadas via
telemovel, principalmente a populacdo mais idosa, com dificuldade em se adaptar as
tecnologias, e pediam para que se imprimisse a receita porque preferiam ter em papel.
Normalmente a justificacdo destes pedidos era para que pudessem ter acesso ao que

constava na receita. Muitas pessoas, de forma geral, também se referiam ao facto de
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poderem apagar a receita de forma ndo propositada ou até mesmo o facto de os
telemoveis avariarem e deixarem de ter acesso. Em qualquer um destes casos, as pessoas
continuam a ter acesso ao Guia de Tratamento no Portal do Utente, que inclui os cddigos
de acesso e de opcdo para que a receita possa ser levantada. O que me pude aperceber é
que a maioria da populagdo desconhece a existéncia deste portal e também nao sabem

como aceder, principalmente as pessoas idosas.
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IV. Consideracoes Finais

0 Farmacéutico é um profissional de satide, dotado de capacidades técnico-cientificas,
de elevada importancia na comunidade. E responsavel ndo sé por desenvolver, produzir,
e ceder medicamentos sujeitos a critérios de qualidade, eficicia e seguranca, mas também
por estar atento ao bem-estar geral da comunidade. Por isto, o farmacéutico deve ndo s6
identificar e resolver os problemas de saude, mas também educar as pessoas para

aumentar a literacia em satide e promover atos de prevencao.

A realizacdo do estagio curricular integrado no plano de estudos do MICF é sem duvida
uma mais valia para os estudantes como forma de transicao do ambiente académico para
o ambiente profissional. Desta forma, o estagio contribuiu nao s6 para o desenvolvimento
profissional, através do aumento dos conhecimentos técnico-cientificos com aplicacao no

dia-a-dia, mas também para o meu desenvolvimento pessoal.

Esta experiéncia permitiu-me perceber que ainda hd um longo caminho a percorrer no
que concerne a valorizacao do ato farmacéutico, tendo em conta que ainda ha pessoas que
pensam que o farmacéutico apenas vende medicamentos. Contudo, a confian¢a que a
maioria das pessoas deposita em nés é sem davida gratificante e leva-me a pensar que fiz

a escolha certa.

Para concluir, resta-me apenas agradecer uma vez mais aos meus futuros colegas, por
me aceitarem na sua Farmadcia, proporcionarem bons momentos que tornaram o estagio
bastante acolhedor e, acima de tudo, por transmitirem os seus valiosos conhecimentos

que apenas o dia-a-dia de trabalho nos ensina.
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PARTE Il

“Avaliacao da suscetibilidade in vitro a
combinacdo Ceftazidima-Avibactam em bactérias
multirresistentes isoladas no Centro Hospitalar
da Universidade de Coimbra”



I. Introducao

1.1. Resisténcia Antimicrobiana - Uma Preocupacao Global

A descoberta de agentes antimicrobianos é considerada um dos maiores sucessos do
século XX. Salvaram milhdes de vidas e permitiram procedimentos médicos importantes
como as cirurgias (Kern, 2015).

Atualmente, a resisténcia antimicrobiana (AMR) é considerada um problema de saude
publica do século XXI a nivel global e abrange bactérias, parasitas, virus e fungos,
colocando em causa a prevenc¢ao e tratamento das infe¢des de forma eficaz (WHO, 2019;
Prestinaci, Pezzotti e Pantosti, 2015).

As infecOes resistentes aos agentes antimicrobianos causam aproximadamente 23 000
mortes nos Estados Unidos e 25 000 mortes na Europa por ano, e o nimero é muito maior
em paises em desenvolvimento (Petchiappan e Chatterji, 2017).

0 ultimo relatério da European Antimicrobial Resistance Surveillance Network relativo
a 2017, mostra que o aumento do nivel de resisténcia a agentes antimicrobianos na
Europa varia muito, dependendo do tipo de bactéria, do grupo antimicrobiano e da regido
geografica. Esta diferenca pode dever-se a variagdes no uso de antimicrobianos, a praticas
de prevencao e controlo de infecdes, diferencas nos padrdes de diagnostico e utilizacao
dos servicos de saude (European Antimicrobial e Network, 2018).

Bacilos Gram-negativo aer6bicos sdo a causa mais comum de infecdes nosocomiais e
de cuidados intensivos (Sader et al., 2017).

Durante a ultima década, tem-se verificado um aumento da resisténcia a agentes
antimicrobianos nos principais agentes patogénicos, principalmente bactérias Gram-
negativas, tais como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
(Eterna da Costa e Machado, 2017; Sherry e Howden, 2018). Segundo a lista publicada
pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) em 2013 (CDC, 2019) e pela World
Health Organization (WHO) em 2017 (WHO, 2019), estas bactérias classificam-se como
as bactérias mais criticas (prioridade 1) por serem a maior causa de infe¢cdes nosocomiais
e para as quais as possibilidades de tratamento come¢am a ser bastante escassas devido
aresisténcia aos agentes antimicrobianos disponiveis, entre outros critérios. Deste modo,
é necessario investigar e desenvolver novos agentes antimicrobianos capazes de tratar
infecOes causadas por estes microrganismos multirresistentes (MDR) (CDC, 2019; WHO,

2019).
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1.1.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria que infeta predominantemente individuos
hospitalizados e vulneraveis, originando infe¢des do trato respiratorio inferior, infe¢des
do trato urindrio, infecoes intra-abdominais e da corrente sanguinea. A maioria das
infecdes por K. pneumoniae esta associada a cuidados de saude e pode disseminar-se
rapidamente entre pacientes e através das maos dos cuidadores, conduzindo a surtos
nosocomiais (European Antimicrobial e Network, 2018; Prestinaci, Pezzotti e Pantosti,
2015).

K. pneumoniae pode ser resistente a multiplos agentes antimicrobianos e a resisténcia
é frequentemente adquirida através de plasmideos.

Anivel da EU/EEA, 34,1% dos isolados K. pneumoniae reportados a EARS-Net em 2017
eram resistentes pelo menos a um dos grupos antimicrobianos sob vigilancia:
fluoroquinolonas (31,5%), cefalosporinas de terceira geracao (31,2%), aminoglicosideos
(24,1%) e carbapenemos (7,2%).

Entre 2014 e 2017, Portugal fez parte dos 10 paises europeus com maior percentagem
de isolados bacterianos resistentes a fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira
geracdo, aminoglicosideos e carbapenemos, assim como a combinacgdo das trés primeiras
classes de antimicrobianos. Da mesma forma, Portugal apresentou valores superiores a
meédia europeia no mesmo intervalo de tempo. Os valores referentes a Portugal estao

presentes na Tabela 1 (European Antimicrobial e Network, 2018).

Tabela 1. Percentagem de isolados bacterianos resistentes as diferentes classes
antimicrobianas, entre 2014 e 2017. (Adaptado de European Antimicrobial e Network,
2018)

Classe 2014 2015 2016 2017
antimicrobiana %R %R %R %R
Fluoroquinolonas 36,5 38,6 41,7 45,7
Cefalosporinas
Gie SR 40,9 40,4 46,7 44,9
Aminoglicosideos 30,5 32,6 35,0 33,5
Carbapenemos 1,8 3,4 5,2 8,6
Fluoroquinolonas

+ Cefalosporinas
de 32 geragdo +
Aminoglicosideos

22,8 25,0 27,2 28,4
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1.2. Agentes Antimicrobianos

Alexander Fleming e Paul Ehrlich, em meados do século XX, permitiram o comeco da
“era dos antibioticos” na qual os antibidticos eram vistos como um “farmaco maravilhoso”
(Zaman et al, 2017). A descoberta das sulfonamidas nos anos 30 e o subsequente
desenvolvimento da penicilina durante a Segunda Guerra Mundial abriu uma nova era ao
tratamento de doencgas infeciosas (Wright, 2010). O periodo entre os anos 1950 e 1970
foi considerado a era de ouro na descoberta de novas classes de antibioticos (Zaman et al.,

2017).

1.2.1. Mecanismos de A¢ao

Um agente antimicrobiano ideal deve ter uma toxicidade seletiva, isto é, o agente
antimicrobiano deve ser prejudicial ao agente patogénico sem ser prejudicial ao
hospedeiro (Brooks et al., 2013).

Os agentes antimicrobianos tém como principais alvos: a parede celular (ex:
cefalosporinas e carbapenemos), a membrana celular (ex: polimixinas), a sintese proteica
(ex: aminoglicosideos e tetraciclinas), a sintese de acidos nucleicos (ex: quinolonas) e o
metabolismo do acido f6lico (vitamina B9) (ex: sulfonamidas), representados na Figura 4.
Estes alvos bacterianos sdao diferentes ou mesmo inexistentes em células eucariéticas,
pelo que ndo apresentam toxicidade para o organismo humano (Wright, 2010;

Petchiappan e Chatterji, 2017; Guimaraes, Moura e Soares da Silva, 2014).
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Transcription Translation inhibitors Folate synthesis

inhibitors * Aminoglycosides inhibitors

« Rifamycins « Tetracyclines + Sulfonamides
+ Chloramphenicol *  Trimethoprim
* Oxazolidinones
+ Macrolides

Figura 4 - Diferentes classes de agentes antimicrobianos e seus mecanismos. (Adaptado
de Petchiappan e Chatterji, 2017)
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1.2.2. Mecanismos de Resisténcia

Entende-se por resisténcia antimicrobiana a capacidade de os microrganismos
resistirem ao efeito de um ou mais agentes antimicrobianos, continuando a multiplicar-
se no organismo (CDC, 2019; European Antimicrobial e Network, 2018).

A AMR é um fenédmeno ecoldgico (Eterna da Costa e Machado, 2017) e natural que
ocorre como resposta evolutiva a pressdo seletiva resultante da exposicdo a estes
compostos (Wright, 2010).

Podemos dividir a resisténcia em trés categorias: isolados MDR que sao resistentes a
pelo menos 1 agente em = 3 categorias de antimicrobianos, isolados XDR que sao
resistentes a pelo menos 1 agente em < 2 grupos e isolados PDR (“pan-drug-resistant”)
que sdo resistentes a todos os agentes de todos os grupos (Sherry e Howden, 2018).

A AMR esta relacionada com varias vertentes, nomeadamente: o uso na medicina
humana, tanto a nivel hospitalar como em situacées de automedicacdo; o uso na
agricultura e na producao animal que constituem uma grande porc¢do do uso total de
agentes antimicrobianos; e por dltimo uma vertente ambiental. Relativamente ao dltimo
ponto, o solo é visto como um reservatério de genes de resisténcia aos agentes
antimicrobianos e sdo encontradas grandes quantidades destes nas aguas residuais
municipais devido ao metabolismo incompleto em seres humanos ou mesmo devido ao
descarte de agentes antimicrobianos nao utilizados (Prestinaci, Pezzotti e Pantosti, 2015).
Deste modo, microrganismos resistentes aos agentes antimicrobianos sao encontrados
em pessoas, animais, comida e no meio ambiente (agua, solo, ar). Estes microrganismos
podem disseminar entre os diversos meios (meio ambiente - animais - pessoas) (WHO,
2019).

Existem varios mecanismos de AMR, os quais se vao disseminando e aumentando a
mortalidade e morbilidade das infe¢des assim como os custos associados (WHO, 2019;
Saderetal, 2017).

A AMR pode ser adquirida pela bactéria através de mutagdes cromossémicas ou por
transferéncia horizontal de genes a partir de outras bactérias. A AMR numa bactéria pode
desenvolver-se principalmente através de trés mecanismos como ilustrado na Figura 5
(Petchiappan e Chatterji, 2017; Mo et al,, 2019):

a) Diminuicdo do influxo ou aumento do efluxo dos agentes antimicrobianos - a

diminuicdo da expressao celular de porinas ou mutagdes nos seus genes diminuem

a entrada do agente antimicrobiano na bactéria; a presenca de bombas de efluxo
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assim como mutagdes nos seus genes ou a sua sobre-expressdo conduz a um
aumento do efluxo do agente antimicrobiano da bactéria;

b) Modificacdo dos agentes antimicrobianos - quando o agente antimicrobiano entra
na bactéria, existem enzimas que podem degrada-lo de forma a que nao se consiga
ligar ao alvo (B-lactamases degradam os [3-lactamicos); ou modifica-lo, diminuindo
a afinidade para o alvo e consequentemente a eficacia (acetiltransferases
modificam os aminoglicosideos) (Petchiappan e Chatterji, 2017; Guimaraes, Moura
e Soares da Silva, 2014);

c) Modificagdo do alvo dos agentes antimicrobianos - pode ocorrer através de
mutacdes nos alvos em si mesmos através da producdo de enzimas que os

modificam (Wright, 2010; Guimaraes, Moura e Soares da Silva, 2014).

(a) Influx and efflux of antibiotics
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Figura 5 - Mecanismos de resisténcia aos agentes antimicrobianos. (a) alteragdo do
efluxo; (b) modificacdo dos agentes antimicrobianos; (c) modificacdo dos alvos dos
agentes antimicrobianos. Adaptado de (Petchiappan e Chatterji, 2017)

Cada um destes mecanismos pode manifestar-se de forma isolada ou em combinagao
num microrganismo, complicando a identificacgdo do mecanismo de resisténcia (Arizpe et

al, 2016).
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1.3. B-lactamases

Os agentes antimicrobianos [-lactamicos (BL) (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemos e monobactamos) partilham o ntcleo fundamental, o anel 3-lactamico, e
inibem a sintese do peptidoglicano da parede bacteriana (Guimaraes, Moura e Soares da
Silva, 2014). Os B-lactamicos sdo o tratamento mais comum para infe¢des bacterianas
(Shaikh et al, 2015). Contudo, um dos mecanismos de resisténcia das bactérias Gram-
negativas a estes agentes antimicrobianos sdo as 3-lactamases (Tuon, Rocha e Formigoni-
Pinto, 2018) - enzimas que inativam os BL por hidrdlise (Jeon et al., 2015).

As -lactamases sao comumente designadas de acordo com duas classificagdes (Shaikh
et al, 2015). A classificagdo molecular de Ambler é a mais usada (Tuon, Rocha e
Formigoni-Pinto, 2018) e distingue as 3-lactamases em quatro classes de acordo com a
estrutura molecular do centro ativo da enzima: as classes A, C e D sdo serina 3-lactamases
e a classe B sao metalo--lactamases (MBL) (com zinco no local ativo) (Tabela 2). Segundo
a classificacdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros de1995 e de Bush e Jacoby de 2010,
as [3-lactamases sao classificadas de acordo com as propriedades funcionais das enzimas

(Guimardes, Moura e Soares da Silva, 2014).

Tabela 2. 3-lactamases segundo a classificacdo de Ambler. (Adaptado de Thaden, Pogue
e Kaye, 2017 e Lagacé-Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014)

Classs de B-lactamases Local ativo Exemplos Substratos
Ambler
TEM, SHV, CTX-M, GES, SME Penicilinas, cefaloiporinas de 32
A Penicilinases Serina BEECE0
KPC Todos os B-lactdmicos
Todos os B-lactamicos , exceto o
B Metalo-Blactamases  Zinco  IMPVIM,NDM, PER,VER 10005 05 Prlactamicos, exceto os
monobactamicos
o ; -
C Cefalosporinases Serina AmpC, FOX, CMY, LAT, DHA CEtaricinEs) cefalcisporlnas =
geracdo
T -lactami
D Oxacilinases Saring OXA, odos os B-lactamicos (espetro de

atividade depende da enzima)

A maioria das bactérias Gram-negativas MDR apresentam mais do que uma f3-
lactamase (Papp-Wallace e Bonomo, 2016). A frequéncia de Enterobacteriaceae com
elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos com [-lactamases de largo espetro
(ESBLs) e carbapenemases tem aumentado rapidamente, tornando-se numa ameaca para

os pacientes com infecoes causadas por estes organismos (Draenert et al., 2015).
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1.3.1. B-lactamases de largo espetro - ESBLs

A exposicdo das bactérias aos [-lactdmicos induziram uma producdo e mutagao
dinamica e continua das [3-lactamases, expandindo a sua atividade mesmo contra novos
B-lactamicos (Shaikh et al.,, 2015).

As B-lactamases de largo espetro sdo um grupo de enzimas que hidrolisam os agentes
antimicrobianos pertencentes ao grupo das penicilinas, cefalosporinas de espetro
alargado e monobactamos, tornando-os inefetivos (Shaikh et al., 2015; Arizpe et al., 2016)

Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs estdo entre as bactérias MDR mais
importantes e prevalentes (Sheu et al, 2018), como E. coli, K. pneumoniae, espécies
Enterobacter e Proteus mirabilis, sendo as duas primeiras as que provocam mais infec¢oes.

Passados mais de 30 anos ap6s a descoberta da primeira bactéria produtora de ESBL,
existem varios genotipos que podem diferir apenas na posicdo de alguns aminodcidos,
afetando a capacidade de hidrélise das [3-lactamases (Sheu et al.,, 2018). As -lactamases
mais difundidas por todo o mundo sao CTX-M-14, CTX-M-15 e SHV-12 (Compain,
Dorchene e Arthur, 2018; (Karlowsky et al., 2016). Apesar disso, durante a tltima década,
tém sido reportados varios surtos de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs, a maioria

derivadas de blarem-1, blatem-2 ou blassv-1 (Yigit et al., 2003).

1.3.2. Carbapenemases

Com o aumento da resisténcia as cefalosporinas de espetro alargado, os carbapenemos
tornaram-se na escolha terapéutica. Os carbapenemos - como por exemplo, meropenemo,
ertapenemo e imipenemo - sdo frequentemente utilizados no tratamento de infegdes
causadas por organismos multirresistentes, incluindo os produtores de ESBLs (Yigit et al,
2003; Sheu et al., 2018; Potter et al., 2016) No entanto, o seu uso acrescido conduziu ao
aparecimento de bactérias resistentes (Hackel et al., 2016), particularmente entre K.
pneumoniae e E. coli (Shanmugam, Meenakshisundaram e Jayaraman, 2013).

A resisténcia aos carbapenemos pode ser mediada por trés mecanismos: a producao
de [-lactamases capazes de hidrolisar o anel B-lactamico - carbapenemases; a
hiperprodu¢do da cefalosporinase AmpC cromossomal combinada com baixa
permeabilidade da membrana bacteriana pela perda ou alteracdo das porinas; e, menos
comum, a alteracdo da afinidade dos carbapenemos para as proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs) (Yigit et al, 2003; (Shanmugam, Meenakshisundaram e Jayaraman,

2013; Potter et al., 2016).

21



As carbapenemases sdo o mecanismo de resisténcia mais importante a nivel clinico
tendo em conta que estas enzimas hidrolisam todos ou quase todos os [-lactdmicos,
conferem elevados niveis de concentracao minima inibitoria (MIC) aos carbapenemos,
sao codificadas por genes que podem ser transferidos horizontalmente por plasmideos e
sdo comummente associadas a genes que codificam outros mecanismos de resisténcia
(Meletis, 2016; Lee e Doi, 2014), tornando o tratamento destas infe¢des mais dificil (Yigit
etal, 2003).

A disseminacdo de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases é uma grande
preocupacdo de saude publica (Jayol et al, 2018). Na Europa foram reportadas K.
pneumoniae com carbapenemases KPC, NDM, O0XA-48-like ou VIM (European
Antimicrobial e Network, 2018).

O gene blakrc esta presente no transposdo Tn4401 (Rodrigues et al.,, 2016; Bouchillon,
Sahm e Bradford, 2016) e plasmideos de diferentes grupos (IncFIA, Incl2, IncX3)
(Rodrigues et al,, 2016) que sdo elementos genéticos mdveis com genes de resisténcia
exdgenos capazes de se disseminarem horizontalmente entre bactérias (European
Antimicrobial e Network, 2018) de diferentes géneros como Klebsiella, Escherichia coli,
Citrobacter e outros bacilos Gram-negativos (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018). K.
pneumoniae é a espécie mais isolada com KPC, seguida de P. aeruginosa, Escherichia coli e
Klebsiella oxytoca (Bouchillon, Sahm e Bradford, 2016). KPC é a carbapenemase mais
encontrada globalmente, com varias variantes reportadas, das quais se destaca a KPC-2 e
KPC-3 (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018; Rodrigues et al,
2016).

Existem publicagdes que descrevem a detecdo de Enterobacterias produtoras de
carbapenemases (CPE) em amostras de agua, como por exemplo, E. coli produtora de KPC
em Portugal e Serratia marcescens produtora de 0XA-48 em Marrocos, o que permite

concluir que as fontes de CPE vdo para além do hospital (Magiorakos et al., 2013).

1.4. Enterobactérias Resistentes aos Carbapenemos

As Enterobactérias Resistentes aos Carbapenemos (CRE) sdo uma ameacga particular
para a saude global tendo em conta que os carbapenemos sdo consideramos como
farmacos de “dltima linha” no tratamento de infe¢des por bactérias Gram-negativo
resistentes aos agentes antimicrobianos (Thaden, Pogue e Kaye, 2017). Com a emergéncia

das CRE, compostos mais téxicos, como as polimixinas (colistina e a polimixina B) sdo uma
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alternativa ao tratamento de infe¢cdes com origem nestas bactérias (Duin, Van et al.,, 2018;
Sader et al., 2014), assim como a tigeciclina, fosfomicina e aminoglicosideos (Sader et al,,
2017). Contudo, resisténcias contra estes agentes antimicrobianos também come¢cam a
aparecer (Lietal, 2019).

Um caso particular, recente e emergente, é a resisténcia aos carbapenemos em K
pneumoniae mediada por uma série de carbapenemases, que podem conferir resisténcia
virtualmente a todos os antibacterianos [-lactamicos disponiveis (European
Antimicrobial e Network, 2018).

As infecdes causadas por CRE, como é o caso das bactérias das espécies de Klebsiella
spp., sdao um dos exemplos de bactérias consideradas ameacas urgentes que tém
aumentado entre os pacientes em instalacbes médicas, resistentes a quase todos os
agentes antimicrobianos disponiveis atualmente (CDC, 2019).

As estirpes produtoras de KPC parecem apresentar maior transmissibilidade que as
demais CRE. A colonizacdo com CRE esta associada a um risco aumentado de infe¢do por
estas bactérias, com uma mortalidade associada que pode chegar aos 60%.

Em Portugal, assiste-se nos ultimos anos a um crescimento significativo de CRE, com a
ocorréncia de surtos hospitalares esporadicos (Programa de Prevencdo e Controlo de

Infe¢des e de Resisténcia aos Antimicrobianos, 2017).

II. Novos Agentes antimicrobianos e Associacoes

A prevaléncia de organismos nosocomiais resistentes e multirresistentes tem
aumentado rapidamente tanto para bactérias Gram-positivas como para bactérias Gram-
negativas.

E urgente o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos tendo em conta o
avanco da resisténcia contra todos os agentes antimicrobianos no mercado e em uso
clinico. Varios compostos tém sido desenvolvidos em varias classes e contra bactérias
MDR, como ilustrado na Figura 6 (Draenert et al., 2015).

Contudo, os novos agentes antimicrobianos estdo a ser mantidos em reserva para os
casos em que nenhum antigo é efetivo. A maior parte dos agentes antimicrobianos
aprovados desde a década de 1970 ou os que estao em desenvolvimento sdo derivados de

outros previamente aprovados contra os mecanismos de resisténcia existentes.
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Figura 6 - Visdo geral de novos compostos. (Adaptado de Draenert et al.,, 2015)

Apesar do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, surgirdo mecanismos
de resisténcia contra estes, pelo que podem ser exploradas abordagens adicionais como,
por exemplo, adjuvantes. Os adjuvantes de agentes antimicrobianos sdo compostos que
ndo matam a bactéria, mas aumentam o efeito pretendido, por exemplo, inibindo um
mecanismo de resisténcia. Estes adjuvantes podem inibir um mecanismo de resisténcia
intrinseco permitindo expandir o espetro de atividade assim como podem aumentar a
suscetibilidade bacteriana tornando o agente antimicrobiano eficaz em doses mais baixas,
0 que no caso da colistina, por exemplo, permitiria reduzir os efeitos adversos.

Um exemplo de adjuvante de agentes antimicrobianos, clinicamente aprovado, sdo os
inibidores de B-lactamases (BLI). Estes, em combinac¢do com os agentes antimicrobianos
B-lactamicos, tém sido utilizados ha mais de 30 anos para o tratamento de infe¢des por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Melander e Melander, 2017).

Os primeiros BLIs no uso clinico foram o acido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam.
No entanto, hoje em dia a resisténcia a estes BLIs esta bastante presente de modo que,
combina¢des como amoxicilina-acido clavulanico e piperacilina-tazobactam tornaram-se
incapazes de inativar as [B-lactamases expressas em isolados MDR (Papp-Wallace e
Bonomo, 2016).

Os novos BLI sdo capazes de inibir outras classes em diferentes graus, contribuindo
para o combate de ESBLs e KPC, como por exemplo: avibactam (Draenert et al.,, 2015),
vaborbactam e relebactam (Sutaria et al, 2018). O desenvolvimento continuo de novos

inibidores de B-lactamases que incluam as metalo-f-lactamases e as 3-lactamases OXA
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continua a ser uma importante area de desenvolvimento, atendendo ao nimero de

variantes que existem (Melander e Melander, 2017; Papp-Wallace e Bonomo, 2016).

2.1. Ceftazidima-Avibactam

Atendendo a evolugdo e disseminacdo dos mecanismos de resisténcia, surgiu a
necessidade de criar novas alternativas aos carbapenemos, tais como a associacdo do
avibactam a ceftazidima ou aztreonam, o que parece ser bastante promissor comparando

com a utilizacdo da colistina ou a tigeciclina (Potter et al.,, 2016).

Ceftazidima (CAZ) (Figura 7) é uma cefalosporina de terceira geracdo do grupo dos (3-
lactamicos, introduzida no uso clinico nos anos 1980 e apresenta um largo espetro de acao
(Lagacé-Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014; Karlowsky et al., 2016).

Tal como os restantes (-lactdmicos, atua por ligacdo as proteinas de ligacdo a
penicilina, preferencialmente a PBP3 de bactérias Gram-negativas, inibindo a sintese da
parede celular (Lagacé-Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014).

O principal mecanismo de resisténcia contra a ceftazidima é a produc¢do de (-
lactamases, seguido de outros mecanismos como alteragées na permeabilidade, que
podem estar associados a sobre expressado de carbapenemases (Tuon, Rocha e Formigoni-

Pinto, 2018).
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Figura 7 - Estrutura molecular de avibactam e ceftazidima. (Adaptado de Tuon, Rocha e
Formigoni-Pinto, 2018)

Avibactam (AVI) é um inibidor de B-lactamases (BLI) ndo -lactamico pertencente ao
grupo dos diazabiciclooctanos (DBOs) (Figura 7). A partir deste BLI foram criadas

associacdes com a ceftazidima (CZA) e a ceftarolina (CEF-AVI).
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Enquanto os inibidores com estrutura (-lactimica sofrem um rearranjo apds a
abertura do anel, avibactam nao sofre. Apds a abertura do anel, a estrutura ¢ estabilizada
por interagdes polares com os residuos perto do local ativo (Coleman, 2011). Assim, o
avibactam inibe as -lactamases através de uma acilagdo covalente no residuo serina. Esta
ligacdo é parcialmente reversivel, pelo que torna o avibactam reciclavel apo6s a desacilagdo
em vez de ser hidrolisado, restaurando a sua atividade (Lagacé-Wiens, Walkty e
Karlowsky, 2014; Ehmann et al, 2012). No caso particular de KPC-2, apesar de ser
rapidamente acilada pelo avibactam, a reagdo de desacilagdo do complexo acil-avibactam
é lenta, o que resulta na hidrdlise e fragmentacao da molécula de avibactam (Bush, 2015).

Avibactam inibe a atividade de 3-lactamases de classe A (ESBLs e KPC), classe C (AmpC)
e algumas de classe D (0OXA-24, 0XA-48, 0XA-69 e 0XA-10) (Tuon, Rocha e Formigoni-
Pinto, 2018; Lagacé-Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014; European Centre for Disease
Prevention and Control, 2018; Hidalgo, Vinluan e Antony, 2016; Shirley, 2018). Nao
apresenta atividade contra a classe B tendo em conta que estas enzimas nao tém o residuo
serina no local ativo. De assinalar ainda que ndo apresenta atividade contra Acinetobacter
Spp., Burkholderia spp., nem contra a maioria dos organismos Gram-negativos anaerobios
assim como os Gram-positivos (Lagacé-Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014; Sherry e
Howden, 2018). O caso particular de Acinetobacter baumannii deve-se a presenca de
carbapenemases OXA-51-like intrinsecas e a carbapenemases adquiridas como 0XA-23,
0XA-40 e 0XA-58-like, que sdo fracamente inibidas pelo avibactam (Sherry e Howden,
2018; Keepers et al.,, 2014; Sutaria et al., 2018). Para além da ligacao as (3-lactamases, o
avibactam também pode estabelecer uma ligagdo covalente com algumas PBP: a PBP2 de
E. coli e Haemophilus influenzae, as PBPs 2 e 3 de Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus. aureus e a PBP3 de Streptococcus pneumoniae (Tuon, Rocha e Formigoni-
Pinto, 2018; Asli et al., 2016).

Em comparacdo com outros BLIs, o avibactam apresenta varias vantagens: o complexo
avibactam-f-lactamase ndo sofre hidrélise, o complexo é reversivel por desacilagio,
consegue uma interagdo efetiva com residuos cataliticos préximos do local ativo das 8-
lactamases (Thaden, Pogue e Kaye, 2017), apresenta um pequeno tamanho molecular e
um baixo peso molecular (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018). Para além disso,
avibactam é o primeiro BLI ativo contra enzimas da classe C (Lépez-Hernandez et al.,
2017).

Tendo em conta que o avibactam inibe eficazmente a enzima KPC (melhor que o acido

clavulanico e o tazobactam) (Lagacé-Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014), permite que a
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ceftazidima volte a ter atividade contra Enterobacteriaceae produtoras de KPC. Esta
atividade foi demonstrada em estudos in vivo nos quais 98% de isolados CRE com
carbapenemases KPC ou OXA-48 foram suscetiveis a associacdo de ceftazidima-
avibactam. Esta suscetibilidade persistia mesmo em situa¢des de co-producdo de (-
lactamases como ESBLs e/ou AmpC (Thaden, Pogue e Kaye, 2017).

AVI também apresenta atividade contra isolados de P. aeruginosa resistentes a
meropenemo, que também apresentam resisténcia aos BLIs de primeira geracao assim
como contra isolados de P. aeruginosa que apresentem o gene AmpC desreprimido, sendo

intrinsecamente resistentes a ceftazidima (Hidalgo, Vinluan e Antony, 2016).

Ceftazidima-Avibactam (CZA) é uma nova combinacdo de uma cefalosporina de
terceira geracdo com um inibidor de B-lactamases com atividade bactericida (Lagacé-
Wiens, Walkty e Karlowsky, 2014; Keepers et al., 2014; Barber et al., 2018; Zhang et al.,
2018).

A adicdo do avibactam expande o espetro de atividade da ceftazidima a varias
enterobactérias multirresistentes, incluindo as produtoras de ESBLs e carbapenemases
(Jayol et al, 2018).

Nos Estados Unidos da América (EUA), foi aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) em fevereiro de 2015 com o nome Avycaz®, enquanto que na Unido Europeia (UE)
foi aprovado em junho de 2016 pela European Medicines Agency (EMA) sob o nome
Zavicefta® (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018).

Ceftazidima-avibactam esta disponivel numa formula¢do intravenosa (IV) com um
racio de 4:1 contendo 2 000 mg de CAZ e 500 mg de AVI (Hidalgo, Vinluan e Antony, 2016).
De facto, estudos mostram que a adi¢do do avibactam melhora significativamente a acao
da ceftazidima in vitro contra isolados de Enterobacteriaceae, sendo 500 mg suficientes
para restaurar a eficacia da ceftazidima (MacVane et al, 2014; Levasseur et al., 2014;
Berkhout et al., 2015; Keepers et al., 2014).

A combinacao ceftazidima-avibactam esta aprovada para o tratamento de infe¢des em
adultos, nomeadamente: infe¢des complicadas intra-abdominais (clAls), infec¢des
complicadas do trato urinario (cUTIs), incluindo pielonefrite, e para pneumonia adquirida
no hospital (HAP), incluindo pneumonia associada a ventilagdo mecanica (VAP). Na UE
esta também indicado para o tratamento de infe¢des causadas por microrganismos
aerdbios Gram-negativos multirresistentes (European Centre for Disease Prevention and

Control, 2018; European Medicines Agency, 2016). No caso de clAls, a associacdo de
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ceftazidima-avibactam com metronidazol parece ser uma boa alternativa aos
carbapenemos (Mazuski et al., 2016).

No entanto, um estudo mostra que nao ha uma diferenca significativa no tratamento
de cIAI com novos BL/BLIs face aos carbapenemos. Pelo contrario, em casos de cUT],
houve um sucesso significante face a outros agentes antimicrobianos (Chen et al, 2018).

Esta combinacao surgiu para o tratamento de infe¢cdes por bactérias Gram-negativo
multirresistentes, especialmente as CRE, exceto aquelas que possuem carbapenemases
MBL (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018). Em relagdo as enzimas
0XA-48-like, a sua atividade pode ser devido a presenca de ESBLs que costumam ser co-
transportadas com as primeiras (Sherry e Howden, 2018).

Ceftazidima-avibactam apresenta boa atividade in vitro, mas, atendendo aos restantes
agentes antimicrobianos e aos custos associados, acaba por ndo ter um papel significativo
no tratamento de infecdes causadas por organismos produtores de ESBLs (Arizpe et al,,
2016). Em Portugal, a sua utilizacdo é bastante restrita a situagdes excecionais e de acordo
com a autorizac¢do da diregdo clinica.

Os dados sugerem que a combinag¢ao CZA tem boa eficacia e seguran¢a, com um perfil
semelhante aos agentes antimicrobianos (-lactdmicos utilizados na rotina clinica
(Gardiner e Golan, 2016). Contudo, um ensaio mostrou que, no tratamento de pneumonia
associada a ventilagdo mecanica, ceftazidima-avibactam pode apresentar um maior risco
de eventos adversos graves comparando com meropenemo (Torres et al, 2018; Mehta e
Uhlemann, 2018; Kalil e Klompas, 2017). A nivel gastrointestinal, ceftazidima-avibactam
apresenta um impacto significativo na microbiota intestinal, podendo levar a disbiose
(Rashid et al,, 2015). Ter também em consideragdo que avibactam é um substrato dos
transportadores de anides organicos (OAT) OAT1 e OAT3 in vitro, pelo que pode sofrer
acumulacdo quando administrado com inibidores dos OAT, como o probenecida (Chahine,
Sourial e Ortiz, 2015).

Na literatura, existem ja varios casos clinicos reportados de tratamentos com a
combinacdo ceftazidima-avibactam, isolada ou em combinagdo com outros agentes
antimicrobianos: tromboflebites sépticas (CZA+ERT) (Iacovelli et al., 2018), bacteriemia
causada por Burkholderia cepacia (CZA) (Tamma et al.,, 2018), profilaxia de doentes com
fibrose cistica durante transplante de pulmao (CZA) (Los-Arcos et al., 2019), bacteriemia
causada por Morganella morganii produtora da carbapenemase NDM-1 e cefalosporinases

(CZA+ATM) (Hobson et al., 2019).
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III. Resisténcias a Ceftazidima-Avibactam

O aparecimento de resisténcia a combinacao ceftazidima-avibactam é uma situacao
preocupante, na medida em que tem emergido muito rapidamente apdés a sua
comercializacio em 2015. A resisténcia a esta combinagdo tem sido reportada
maioritariamente na familia Enterobacteriaceae, destacando-se os clones K. pneumoniae
ST258, ST307 e ST1519 com o gene blakrc (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2018).

O principal mecanismo de resisténcia a CZA é a presenca de [3-lactamases que nao sao
inativadas pelo avibactam, como a classe B e a maioria das -lactamases da classe D. Uma
forma de ultrapassar a resisténcia a combinacao CZA devida as metalo-B-lactamases pode
ser a adicdo de aztreonam. Os estudos realizados, embora envolvam poucos isolados
clinicos, demonstram que a combina¢do de ceftazidima-avibactam com aztreonam
apresenta um efeito sinérgico contra bactérias Gram-negativas produtoras de ESBLs +
MBLs, o que pode ser explicado pela neutralizacao das ESBLs pelo avibactam, devolvendo
a suscetibilidade ao aztreonam (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018; Jayol et al., 2018;
Davido et al.,, 2017; Aitken et al, 2016; Monogue et al., 2017; Marshall et al., 2017; Zhang
etal,2018; Lietal, 2015; Mischnik et al., 2017; Emeraud et al., 2019).

Outros mecanismos envolvidos sdo a reduzida permeabilidade devido a alteragdes nas
porinas e bombas de efluxo (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018; Lagacé-Wiens, Walkty
e Karlowsky, 2014), o que parece ser também um fator importante (Papp-Wallace e
Bonomo, 2016). Estes mecanismos ndo sdo inibidos pelo avibactam, pelo que os
organismos resistentes aos (-lactamicos apenas por estes mecanismos continuarao
resistentes apesar da adicdo do inibidor das [(-lactamases (Lagacé-Wiens, Walkty e
Karlowsky, 2014). Deste modo, a ocorréncia de muta¢des nas PBPs associadas a
resisténcia a ceftazidima trata-se de um mecanismo nao reversivel pela adi¢do do
avibactam (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018).

Apesar do amplo espetro de a¢do da ceftazidima, enzimas como SHV-10 e TEM-30 nédo
sao inibidas pelas DBOs (Coleman, 2011). Em relacdo a penicinilase SHV-1, algumas
variantes podem ser resistentes ao avibactam por mutagdes pontuais a nivel dos
aminodcidos (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018; Duin, van e Bonomo, 2016),
particularmente a nivel da Ser130 (S130G) (Bush, 2015; Winkler et al., 2015). Da mesma
forma as [3- lactamases TEM e CTX-M podem sofrer algumas mutacdes que alteram a
interacdo (-lactamase-ceftazidima, aumentando a atividade ceftazidimase (Livermore et

al, 2015). No caso das [B-lactamases CTX-M mais comuns: CTX-M-14 apresenta uma
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atividade ceftazidimase aumentada induzida pelo polimorfismo em P170S (Both et al,
2017); ja a CTX-M-15, Compain et al. demonstrou que a resisténcia apenas ocorre com a
alteracao de dois aminoacidos e esta restrita a variantes com Q na posi¢ao 169 (Compain,
Dorcheéne e Arthur, 2018).

O primeiro caso de resisténcia a combinacao ceftazidima-avibactam em K. pneumoniae
produtora de KPC-3 foi descrito em 2015 (Humphries et al., 2015).

Winkler et al. demonstrou que a carbapenemase KPC-2 pode apresentar mutagdes,
nomeadamente, Argl64Ala, Arg164Pro, Asp179Ala, Asp179Gln e Asp179Asn, para as
quais CZA apresenta MICs >8 mg/ml (Winkler, Papp-Wallace e Bonomo, 2015).
Hemarajata e Humphries demonstraram também resisténcia a CZA resultado da mutagao
L169P no omega-loop de KPC-2 (Hemarajata e Humphries, 2019). Tal como para blaxrc-3,
estudos reportam o desenvolvimento de mutacdes D179Y no gene blakpc-2 durante o
tratamento com CZA (Giddins et al., 2018; Compain e Arthur, 2017). Outro estudo reporta
também o aparecimento de K. pneumoniae resistente apds tratamento com CZA. O isolado
apresentava o gene blakrc-2 que codificava a proteina KPC-2 com uma insercdo de 15
aminodacidos (Raisdnen et al, 2019).

Relativamente as CRE, em particular no caso de K. pneumoniae produtoras de KPC, os
mecanismos de resisténcia incluem mutacdes no gene blaxrc e diferente suscetibilidade
entre os subtipos de KPC (ex: KPC-2 e KPC-3) (European Centre for Disease Prevention
and Control, 2018). Isolados com KPC-3 apresentam o dobro da concentracio minima
inibitéria comparando com KPC-2. Isto pode acontecer devido a elevada capacidade
hidrolitica da KPC-3 contra a ceftazidima (Manning et al., 2017), assim como devido a uma
possivel ligacdo covalente do avibactam a carbapenemase KPC-3 com menor afinidade do
que a KPC-2 (Shields et al., 2015).

Em casos de Enterobacteriaceae resistentes a colistina, a atividade de ceftazidima-
avibactam foi independente da presenca de bombas de efluxo e da perda de porinas. No
entanto, um estudo da China mostrou que uma menor suscetibilidade era causada pela
elevada capacidade hidrolitica da ceftazidima e pela deficiéncia na porina OmpK35 (Tuon,
Rocha e Formigoni-Pinto, 2018). O mesmo mecanismo foi reportado num isolado
Klebsiella pneumoniae ST258 produtor de KPC-23 (Galani et al, 2019). A perda de
OmpK35 reduz também a suscetibilidade por reduzir a entrada de ceftazidima (Manning
etal,2017; Shen et al., 2017).

P. aeruginosa também podem apresentar alguma resisténcia mediada pela diminuicao

da permeabilidade da parede celular e pelo aumento da producao de bombas de efluxo

30



(Duin, van e Bonomo, 2016; Winkler et al., 2015). Fraile-Ribot et al. descreveram o
aparecimento de resisténcia durante o tratamento com CZA num isolado P. aeruginosa
com 0XA-539 (Fraile-Ribot et al, 2017). Para combater a resisténcia de P. aeruginosa a
CZA, ja existe um estudo que mostra a sinergia de ceftazidima-avibactam com fosfomicina

(Papp-Wallace et al., 2019).

IV. Objetivos

Nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento significativo de infe¢des causadas por
bactérias produtoras de KPC (Tuon, Rocha e Formigoni-Pinto, 2018).

Em Portugal, verifica-se a disseminacdo de ESBLs, maioritariamente CTX-M-15, TEM-
24, TEM-52 e SHV-12, em Enterobacteriaceae a nivel hospitalar. A recente identificacao
de isolados produtores de KPC aumentaram o alerta. (Novais et al., 2012). Pouco é sabido
sobre a epidemiologia molecular das CPE. Apenas alguns isolados esporadicos foram
descritos: um isolado de Klebsiella oxytoca produtora de VIM-2, dois isolados de Klebsiella
pneumoniae produtoras de VIM-34 e seis isolados de Enterobacteriaceae produtores de
KPC-3 (Manageiro etal, 2015). Em 2009 foi detetado o primeiro isolado produtor de KPC-
3 num hospital central. Mais tarde, um estudo nacional reportou 22 isolados de K.
pneumoniae produtores de KPC-3 em varios hospitais (Rodrigues et al, 2016). Apenas
recentemente se tem assistido a disseminacao de isolados produtores de KPC em Portugal

(Bouchillon, Sahm e Bradford, 2016; Vubil et al., 2017; Cantadeiro, 2018).

Este trabalho teve como objetivo principal o estudo da suscetibilidade a combinacgao
Ceftazidima-Avibactam em bactérias multirresistentes produtoras de carbapenemases,
isoladas em doentes do Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra (CHUC) entre

novembro de 2016 e agosto de 2017.

V. Material e Métodos

5.1. Isolados bacterianos

Para arealizacdo do trabalho foram usados 100 isolados bacterianos multirresistentes,

recolhidos de amostras clinicas no Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra:
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Klebsiella pneumoniae (n = 94), Klebsiella oxytoca (n = 4), Serratia marcescens (n = 1) e

Acinetobacter baumannii (n = 1).

5.2. Teste de suscetibilidade antimicrobiana

0 perfil de suscetibilidade foi obtido a partir de um sistema automatizado utilizado no
CHUC, nomeadamente o Vitek 2 Avanced Expert System - AES (BioMérieux, Portugal), de
acordo com as normas europeias European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (EUCAST).

No Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra, foi realizado novo teste de suscetibilidade segundo o método de difusdo do
disco, também conhecido pelo método de Kirby-Bauer, para analisar a suscetibilidade ao
agente antimicrobiano em estudo: ceftazidima-avibactam. Para este método, preparou-se
uma suspensdo bacteriana com uma turvacgdo similar a de 0.5 na escala de McFarland,
seguidamente espalhada numa placa de agar Mueller-Hinton (MH) recorrendo a uma
zaragatoa. Colocou-se os discos de agentes antimicrobianos ceftazidima e ceftazidima-
avibactam (Oxoid) na placa que foi incubada a uma temperatura de 37°C durante 18-24
horas. A interpretagdo dos resultados teve como base as normas Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI), atendendo a concentracao dos discos (CAZ 30 pug e CZA 30/20
ug).

5.3. Detecdo molecular e identificacao de 3-Lactamases

Para a maioria dos isolados bacterianos, a indicacdo da presenca de ESBLs e
carbapenemases estava presente nas fichas de dados cedidas pelo CHUC. Contudo, ao
mesmo tempo que se realizava este estudo, decorria um estudo de caracterizacao
molecular de K. pneumoniae resistentes aos carbapenemos. Assim, para alguns isolados
que revelaram produzir uma OXA-48-like, descrita pela primeira vez neste hospital (e
raramente em Portugal) recorreu-se a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

para determinar a presenca de -lactamases de acordo com as seguintes etapas:

1. Extracao de DNA de trés isolados clinicos - realizou-se uma suspensao com

estas em 200 pl de 4gua destilada estéril num tubo Eppendorf esterilizado de 1.5 ml. De
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seguida recorreu-se a um vortex para homogeneizar a suspensao que posteriormente
foi colocada no aparelho DryBlock Thermostat aquecido a 1002C durante 15 minutos
para que ocorresse a lise das bactérias. Por ultimo, realizou-se uma centrifugacao a
13000 rpm durante 1 minuto. Com este método, obteve-se o sobrenadante que
continha o DNA de interesse e o depdsito com os restantes constituintes bacterianos
sem interesse para o estudo. Posto isto, o sobrenadante foi transferido para um novo
Eppendorf e armazenado nas condi¢des adequadas (-202C) para posterior utilizagao;

2. Detecdo de genes de (-lactamases e carbapenemases - realizou-se uma
mistura para PCR com volume final de 50 pl que incluiu: 25 pl solugao Master Mix 2X
(Thermo Scientific, BioPortugal, Portugal), 21 pl de Water nuclease-free (Thermo
Scientific, BioPortugal, Portugal), 1 pl de cada primer (Foward e Reverse) numa
concentracdo de 10 pM e 2 pl de DNA. Para cada reacgdo recorreu-se tanto a um controlo
positivo (bactéria com o gene em pesquisa) como a um controlo negativo (dgua). Todas
as amplificagdes de PCR foram realizadas no aparelho TI1 thermocycler Biometra
(Alfagene, Portugal). As condi¢des de amplificacdo foram:

e gene blakpc: desnaturacgdo inicial a 942C durante 10 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturacdo a 942C durante 45 segundos, annealling a 622C durante
45 segundos e extensao a 722C durante 90 segundos e uma extensao final a
72°C durante 10 minutos;

e gene blaoxs-4s: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos
de desnaturacdo a 94°C durante 25 segundos, annealling 52°C durante 45
segundos e extensdo 722C durante 50 segundos e uma extensao final a 722C
durante 5 minutos;

e genes blartem, blasuve blacrx-m: desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 minutos,
seguido de 29 ciclos de desnaturacdo a 942C durante 1 minuto, annealling a
562C durante 1 minuto e extensdo a 722C durante 1 minuto e uma extensao
final a 729C durante 10 minutos.

3. Eletroforese - ap6s preparacgao do gel de agarose a 1% (0,4 g de agarose, 40

ml de tampao e 2 pl de brometo de etidio), os produtos amplificados foram colocados
nos pocos do gel (2 pl de azul de bromofenol com 8 pl de amplicao) e procedeu-se a
eletroforese durante 45 minutos. De seguida, o resultado foi visualizado sob luz UV e o
tamanho dos amplicdes foram confirmados por comparagao com o peso molecular do
DNA lIladder 100bp (Thermo Scientific, BioPortugal, Portugal) e controlo positivo
(Cantadeiro, 2018).
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VI. Resultados e Discussao

Atualmente, infe¢des por organismos MDR adquiridos em ambiente hospitalar sdo um
grande problema de sadde publica a nivel global, uma vez que para além de criarem
surtos, podem ja ser considerados endémicos em muitos hospitais no sul da Europa. Um
tratamento efetivo para estas infe¢des é um desafio para os profissionais de saide e uma
ferramenta importante para limitar a disseminacao (Iacovelli et al., 2018).

Klebsiella pneumoniae é a espécie do género Klebsiella com mais significado clinico, e
uma das mais observadas entre os organismos oportunistas Gram-negativo (Li et al,
2019). De facto, dos 100 isolados clinicos utilizados neste estudo, 94% correspondia a
isolados Klebsiella pneumoniae, seguido de Klebsiella oxytoca (4%), Serratia marcescens
(1%) e Acinetobacter baumannii (1%). Os 100 isolados pertenciam a 78 doentes
diferentes, os quais apresentavam idades entre os 28 e os 89 anos (8 individuos nao
especificados), com 34 individuos do sexo feminino e 42 do sexo masculino (3 nao
especificados).

Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca podem originar varias infe¢des incluindo do
trato urindrio, pneumonia adquirida na comunidade, bacteriemia e abcessos no figado (Li
etal, 2019; Hackel et al., 2016). Infecoes complicadas intra-abdominais (clIAls) e infecoes
complicadas do trato urinario (cUTIs) sdo infe¢cdes bacterianas comuns nos doentes
hospitalizados causadas por E. coli e Klebsiella spp. (Mawal et al., 2015). Pneumonia
associada a ventilacdo mecanica (VAP) representa 80% das pneumonias adquiridas no
hospital (HAP) (Liapikou e Torres, 2016). Como é possivel perceber pela Figuras 8, a urina
€ a amostra clinica mais significativa (47%), seguida de exsudado (14%), aspirado
brénquico (12%), expetoracdo (11%), sangue (9%), bilis (4%), abcesso (2%) e dreno
(1%). De realgar na Figura 9, o servigo de Urgéncias (16,2%) como principal local onde se
encontravam os pacientes com infe¢des provocadas pelos diferentes microrganismos,
tornando-se num foco de entrada das bactérias no hospital e possivel disseminagao, ndao
havendo as condi¢des e cuidados associados adequados. Segue-se a presenca de 13,1%
dos isolados em neurocirurgia, 12,1% em medicina intensiva, 8,1% nas enfermarias de
medicina interna e urologia, 7,1% em cirurgia e infectocontagiosas, 6,1% na Unidade de
queimados, 4,0% em transplante hepatico, 3,0% em hematologia, 2,0% em cardiologia,

gastroenterologia e ortopedia, e por ultimo, 1,0% na enfermaria de nefrologia.

34



Amostras clinicas

Urina
¥ Exsudado
B Aspirado Bronquico

B Expectoragao
B Sangue
| Bilis
Abcesso
Dreno

Figura 8 - Amostras bioldgicas dos isolados bacterianos, por ordem decrescente do
numero de amostras.
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Figura 9 - Diferentes enfermarias nas quais foram recolhidos os isolados bacterianos, por
ordem decrescente do nimero de isolados colhidos em cada enfermaria.

As [-lactamases tornaram-se numa grande ameaca a utilizacdo de agentes
antimicrobianos B-lactdmicos desde a introduc¢do da penicilina (Bush, 2015). Infe¢cdes
causadas por Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs e/ou carbapenemases
representam uma parte significativa da resisténcia aos agentes antimicrobianos em
bactérias Gram-negativas e a sua disseminacdo contribui para um aumento da
morbilidade e mortalidade (Abodakpi et al., 2018).

0O método de referéncia para identificar organismos produtores de ESBL é a
identificacdo de genes ESBL através da técnica de PCR. No entanto, métodos fenotipicos

sdo mais utilizados, como o teste de difusdo de duplo disco, combinando uma
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cefalosporina de terceira geragdo com ou sem acido clavulanico (Arizpe et al, 2016;
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019). Atendendo aos resultados na ficha
clinica dos isolados, 93 isolados eram produtores de carbapenemases, 3 isolados
apresentavam tanto ESBL como carbapenemases e 4 nao apresentavam nenhuma
informacao quanto a presenca de mecanismos de resisténcia.

Os antibiogramas disponibilizados foram realizados no CHUC, obtidos a partir do
sistema automatizado Vitek 2 Avanced Expert System - AES (BioMérieux, Portugal). A
partir da analise dos resultados observou-se a existéncia de uma notdria resisténcia a
algumas classes de agentes antimicrobianos, como é possivel verificar na Figura 10.
Salvaguardar que os agentes antimicrobianos utilizados nao foram iguais em todos os
isolados (cartas de Vitek diferentes), pelo que os resultados nao sdo enquadrados nos 100
isolados. Todos os isolados analisados mostraram ser resistentes a combinacao
amoxicilina/acido clavulanico. J& em relacdo as outras classes, as cefalosporinas e os
carbapenemos foram as que mostraram uma frequéncia de resisténcia mais elevada. Por

outro lado, os isolados mostraram-se bastante sensiveis a colistina e a tigeciclina.

Numerode isolados

AMC
CTX
CAZ
IMP
ETP
CIp
SXT
GEN
CL
TGC

Agentes antimicrobianos

TGC CL GEN SXT CIP ETP IMP CAZ CTX AMC
m Sensivel 85 75 29 23 12 0 1 3 0 0

H Intermédio 9 0 0 0 0 3 16 0 3 0
M Resistente 2 22 69 75 86 93 73 97 94 96

Figura 10 - Perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos dos 100 isolados de
acordo com os resultados fornecidos pelo CHUC. AMC (amoxicilina e acido clavulanico);
CTX (cefotaxima); CAZ (ceftazidima); IPM (imipenemo); ETP (ertapenemo); CIP
(ciprofloxacina); SXT (trimetoprim/sulfametoxazol); GEN (gentamicina); CL (colistina);
TGC (tigeciclina).
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Relativamente ao estudo realizado, o agente antimicrobiano em teste tratou-se de uma
combinacao de Ceftazidima-Avibactam, cujo agente antimicrobiano de comparacdo foi
apenas Ceftazidima. No Anexo Il estdo descritos os valores dos breakpoints, em milimetros
(mm), tanto para CAZ como CZA, segundo as normas EUCAST e CLSI (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2019; Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2019). A partir dos valores estabelecidos, foi possivel determinar a
suscetibilidade dos diferentes isolados estudados, ilustrados na Figura 11. Dos 100
isolados estudados, 97 apresentaram resisténcia a ceftazidima, 1 apresentou
suscetibilidade intermédia e os 2 restantes apresentaram-se sensiveis a este agente
antimicrobiano. Com a inclusdo do avibactam a ceftazidima, assistimos a uma inversao
dos valores, pelo que 97 dos isolados se mostraram suscetiveis a combinacdo ceftazidima-
avibactam e 2 continuaram a mostrar-se resistentes. Para o isolado A. baumannii nao se
conseguiu concluir quanto a sua suscetibilidade a combinacdo CZA por nao existirem

valores estabelecidos.

Antibioticos
|
N

a7
Numero de isolados

® Resistente M Intermédio ® Sensivel

Figura 11 - Perfil de suscetibilidade dos 100 isolados aos agentes antimicrobianos
Ceftazidima (CAZ) vs Ceftazidima/Avibactam (CZA).

Com ceftazidima, os halos de inibicdo variaram entre os 0 e os 24 mm (Figura 12),
enquanto que, como podemos observar pela Figura 13, com a adi¢do do avibactam, o
tamanho dos halos aumentou significativamente para valores compreendidos no

intervalo 17-29 mm.
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Diametro do halo de inibicdo (mm)

Figura 12 - Diametro dos halos de inibi¢do dos antibiogramas com ceftazidima, em
milimetros (mm).
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Figura 13 - Diametro dos halos de inibicdo dos antibiogramas com a combinagdo
ceftazidima-avibactam, em milimetros (mm).

0 isolado 5 trata-se de um isolado Klebsiella pneumoniae ST348 e de acordo com os
resultados obtidos pela técnica PCR, apresenta as ESBLS SHV-11 e CTX-M-15, a
penicilinase TEM-1 e carbapenemases 0XA-181 e KPC-3 (Cantadeiro, 2018). Pelos dados
fornecidos pelo CHUC, o isolado apenas se mostra sensivel a amicacina e a colistina e com
a realizacdo do antibiograma (Figura 14-A), foi possivel perceber que o isolado era
bastante resistente a CAZ (halo de inibicdo = 0 mm). Contudo, com a adi¢do do AV],
verificou-se uma diminui¢do significativa da resisténcia, apresentando um halo de
inibicdo de 23 mm.

O isolado 7 - Klebsiella pneumoniae ST17 - também apresenta ESBLs e
carbapenemases, SHV-11/CTX-M-15 e 0XA-181, respetivamente. Embora nao tenha sido
possivel aceder aos dados deste isolado, o antibiograma revelou halos de inibicdao de 12
mm para CAZ e de 26 mm para CZA (Figura 14-B).

Para o isolado 6 (Klebsiella pneumoniae), apenas foi possivel detetar a presenca de
SHV-11 e OXA-181. O seu perfil de suscetibilidade mostrava ser sensivel a gentamicina,
amicacina e colistina, sendo intermédio para cefotaxima, meropenemo, cefepima e
tigeciclina. Os halos de inibicdo apresentam halos de igual tamanho (24 mm) tanto para

CAZ como para CZA (Figura 14-C).

De acordo com o resultado do isolado 6, as beta-lactamases SHV-11 e 0XA-181
parecem nao ter um papel fulcral na resisténcia a CAZ. Ceftazidima isolada tem capacidade
de inibir estas ESBLs e a adi¢do de avibactam, utilizando a combinagdo CZA, mostra ndo
apresentar um poder de inibicdo de crescimento bacteriano superior. De facto, estudos
apontam que a inclusdo de f3-lactamases como SHV-11 e SHV-12 parecem ndo afetar a
suscetibilidade a combinagdo CZA (Manning et al., 2017). 0XA-181, uma carbapenemase

0XA-48-like, tem a capacidade de hidrolisar carbapenemos, mas apresenta fraca atividade
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contra cefalosporinas de espetro alargado, como a ceftazidima (Stewart et al., 2018). De
facto, estudos demonstram que CZA é bastante eficaz na inibigdo de 0XA-181 (Jayol et al.,

2018).

Figura 14 - Antibiogramas de isolados clinicos - Klebsiella pneumoniae. A) Isolado 5;
B) Isolado 7; C) Isolado 6. CAZ (ceftazidima), CZA (ceftazidima/avibactam)

O desenvolvimento de inibidores das (3-lactamases como o avibactam representa um
passo muito importante no combate de bactérias Gram-negativas resistentes aos agentes
antimicrobianos (Gardiner e Golan, 2016). A capacidade de avibactam inibir as f3-
lactamases KPC é de particular interesse tendo em conta a disseminag¢do global destas
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2018; Livermore et al, 2015) e a
capacidade que apresentam de hidrolisar carbapenemos, cefalosporinas de espetro
alargado e aztreonam (Humphries et al., 2015). Em Portugal, ha registo de K. pneumoniae
ST348 produtora de KPC-3, uma estirpe incomum, no CHUC em 2013 (Vubil et al,, 2017).
O registo deste novo isolado (isolado 5), em 2017, é uma preocupacdo na medida em que
o doente pode ter entrado no hospital infetado ou, desde a sua descoberta, esta estirpe
pode ter-se disseminado pelo CHUC infetando o doente durante a hospitalizacdo. Neste
estudo, KPC-3 mostrou-se suscetivel a combinag¢do ceftazidima-avibactam. No entanto,
existem alguns casos reportados de resisténcia em isolados produtores de KPC-3 através
de mutagées no omega-loop (Asp179Tyr) (Bush, 2015). Esta mutacdo é bastante
interessante, no sentido em que, apesar de conferir resistencia a CZA, permite que se torne
suscetivel aos carbapenemos (Shields et al, 2016; Bush, 2015; Shields et al, 2017;
Hemarajata e Humphries, 2019). Contudo, esta mutacao é também bastante preocupante
tendo em conta que o seu aparecimento surgiu durante o tratamento com ceftazidima-
avibactam em 3 pacientes com VAP causada por K. pneumoniae ST258, a CRE mais
difundida mundialmente (Shields et al., 2017; (Gaibani et al., 2018). E possivel concluir

que a combinacdo ceftazidima-avibactam exerce uma forte pressao seletiva que resulta
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em mutagdes que tornam as CRE resistentes a esta combinacao (European Centre for

Disease Prevention and Control, 2018; Giddins et al., 2018).

O isolado 5, para além das ESBLs e KPC-3 apresenta também CTX-M-15 que parece ser
suscetivel a combinac¢do CZA. De facto, estudos mostram que ceftazidima-avibactam é dos
agentes mais ativos contra isolados que produzem esta (3-lactamase (Castanheira et al.,
2015; Castanheira et al., 2016). A penicinilase TEM-1 presente também parece ser inibida
pela combinag¢do CZA. A sua inibicdo pode dever-se a capacidade de avibactam estabelecer
uma ligacdo covalente com esta (3-lactamase, apresentando melhor atividade do que acido

clavulanico e tazobactam (Sgrignani et al., 2014; Stachyra et al., 2010).

Os dois isolados bacterianos que se mostraram resistentes a CZA sao Klebsiella oxytoca,
pertencem aos mesmo doente e foram isolados da urina. Segundo os dados disponiveis, o
primeiro isolado era suscetivel a trimetoprim/sulfametoxazol, colistina e tigleciclina, e
apresentava suscetibilidade intermédia a imipenemo, ertapenemo e cefepima. O segundo
isolado mantinha o mesmo perfil de suscetibilidade, exceto para colistina, ao qual se
tornou resistente ao longo do tratamento. No antibiograma realizado, tanto o primeiro
isolado como o segundo apresentaram halos de inibicdo de 12 mm para ceftazidima e de
18 mm para CZA. Segundo as orienta¢des das normas CLSI em vigor em 2019, valores de
inibicdo entre 18 e 20 mm podem tratar-se de falsas resisténcias, pelo que devem ser
confirmados com avaliagdo da MIC. Também segundo a literatura, a realizacdo da
avaliacao da suscetibilidade através do método Etest produziria resultados mais fiaveis
do que com a utilizacdo de discos de difusao (Shields et al., 2018; Kresken e Korber-
irrgang, 2018).

Entre Klebsiella spp., K. oxytoca tem sido isolada mais frequentemente em diferentes
amostras clinicas (sangue, pus e urina) (Singh, Cariappa e Kaur, 2016). Tendo em conta
que K. oxytoca pertence a familia Enterobacteriaceae, seria esperado que fosse suscetivel
a combinacgdo ceftazidima-avibactam. O mecanismo de resisténcia nao foi avaliado neste
estudo. Na literatura, existe registo do gene blaviv-2, uma metalo--lactamases em K.
oxytoca em Portugal (Conceigdo et al.,, 2005), pelo que nao seria inibida pela combinacgao
CZA tendo em conta a sua incapacidade de inibir esta classe de (-lactamases. De facto, K.
oxytoca, assim como outras Enterobacteriacea que apresentam enzimas de classe B nao
sao inibidas por CZA (Hackel et al., 2016). Outro estudo com um isolado K. oxytoca
produtora da beta-lactamase SHV-12 e da penicinilase TEM-1 mostrou-se resistente a
combinacao ceftazidima-avibactam. Este resultado ndo era o esperado tendo em conta

que estas enzimas sao suscetiveis a inibicao pelo avibactam e o mecanismo de resisténcia
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nio foi determinado (Karlowsky et al, 2016). Na Austria, foi descrito um surto
nosocomial de K. oxytoca produtoras de KPC (Hoenigl et al., 2012). No caso do presente
estudo, os isolados K. oxytoca podem ser produtores de KPC, pelo que a resisténcia
poderia dever-se a mutagdes no gene blakrc. Apesar das possiveis resisténcias, estudos
mostram que ceftazidima-avibactam apresenta boa capacidade de inibir K. oxytoca

produtoras de ESBLs (Castanheira et al., 2015).

No presente estudo, foi utilizado um isolado Acinetobacter baumannii. Esta bactéria
tem sido muito associada aos cuidados de saude mundialmente nas ultimas duas décadas,
principalmente em pneumonia associada a ventilagdo mecanica, bacteriemia e infe¢des
de feridas. No presente estudo, o isolado Acinetobacter baumannii apresentou um halo de
inibicdo de 17 mm para CZA, ndo melhorando a atividade do agente antimicrobiano
ceftazidima (halo de inibigdo com 19 mm) tal como esperado segundo o espetro de acao
de CZA. De realgar que este isolado nao se mostrou suscetivel a nenhum agente
antimicrobiano testado, incluindo colistina.

Em infe¢des por A. baumannii resistente a carbapenemos, o tratamento passa por
colistina e tigeciclina, sozinhos ou em combinag¢do (Lee e Doi, 2014). Estudos mostram
que avibactam nao melhora a atividade de ceftazidima contra estes isolados. No entanto,
parece haver sinergia entre CZA e meropenemo no tratamento de isolados com genes
blaoxa-23 e blaoxa-117 (Gaudereto et al, 2019). Um estudo mostrou também que a
combinacao de CZA com aztreonam apresenta sinergia contra isolados produtores de

0XA-lactamases (Wenzler et al., 2017).

Para o isolado Serratia marcescens, este era resistente a ceftazidima com um halo de
inibicdo com 11 mm e a adi¢ao de avibactam aumentou a atividade, refletindo-se no halo
de inibicao com 26 mm. Na literatura, CZA em combina¢do com meropenemo também

apresenta sinergia contra S. marcescens com o gene blaxrc-2 (Gaudereto et al., 2019).

As polimixinas ap6s os anos 70 cairam em desuso face aos seus efeitos nefro e
neurotoxicos. Contudo, com a emergéncia de microrganismos multirresistentes nos
ultimos anos, a sua utilizacdo aumentou. Como resultado, os casos de resisténcia também
comecaram a aumentar (Srinivas e Rivard, 2017; Ah, Kim e Lee, 2014). Casos de
emergéncia de K. pneumoniae produtoras de KPC resistentes a colistina limita ainda mais
as opgoes terapéuticas disponiveis para tratar infecdes por estes organismos patogénicos
(Bouchillon, Sahm e Bradford, 2016). Um estudo com 48 K. pneumoniae resistentes a

colistina (produtoras de carbapenemases de classe A ou D) mostraram-se sensiveis a
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combinacao CZA (Jayol et al, 2018). Ceftazidima-avibactam também ja foi usada em
combinacdo com ertapenemo para tratar um doente infetado por K. pneumoniae
produtora de KPC que se tornou resistente a tigeciclina e colistina ap6s o tratamento de
infe¢des nosocomiais sucessivas (Bouchillon, Sahm e Bradford, 2016). Duin, Van et al
demonstrou ainda que a probabilidade de ter melhores resultados com a combinagdo
ceftazidima-avibactam é de 64% comparado com a colistina (Duin, Van et al,, 2018). No
presente estudo, 21 isolados mostraram-se resistentes a colistina, dos quais 20 isolados
revelaram ser suscetiveis a combinacdo CZA. Desta forma, podemos inferir que
ceftazidima-avibactam pode tornar-se numa opc¢ao de tratamento para combater infe¢des

causadas por microrganismos resistentes a colistina.

Da mesma forma, um estudo demonstrou que CZA pode também ser uma alternativa
ao tratamento de infecdes causadas por bactérias resistentes a gentamicina (Denisuik et
al, 2015). O tratamento de uma bacteremia por CRE com CZA mostrou uma taxa de
sucesso e sobrevivéncia superior ao uso de aminoglicosideos ou colistina (Tuon, Rocha e

Formigoni-Pinto, 2018).

As conclusdes neste estudo apresentam algumas limitagdes. Primeiro, alguns isolados
bacterianos pertencem ao mesmo doente, pelo que a probabilidade de apresentarem
caracteristicas idénticas é muito elevada. Segundo, os diferentes isolados ndao foram
submetidos a mesma avaliacao antimicrobiana, uma vez que os agentes antimicrobianos
nao foram iguais para todos os isolados bacterianos. Terceiro, a avaliacdo da
suscetibilidade a combinacdo ceftazidima-avibactam nao foi realizada segundo um
meétodo de referéncia e a resisténcia dos isolados K. oxytoca nao foi confirmada como
descrito pelas normas de CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019) uma
vez que a companhia farmacéutica apenas forneceu discos para uso em investigacao.
Quarto, o método utilizado pode estar sujeito a varios erros técnicos durante a

manipulacao tais como a distancia entre os discos e erro na medi¢ao dos halos de inibic¢ao.
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VII. Conclusao

A resisténcia antimicrobiana é uma situacdo preocupante e um grave problema de
saude publica. Mesmo com o aparecimento de novos agentes antimicrobianos, as
bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a estes (como a resisténcia a combinagao
ceftazidima-avibactam através da produc¢do de metalo-B-lactamases) ou podem adquirir

a capacidade de se tornarem resistentes através da aquisicdo ou mutagao de genes.

Este estudo permite concluir que, em Portugal, a resisténcia aos agentes
antimicrobianos utilizados na rotina clinica em meio hospitalar é muito elevada. Tendo
em conta que as cefalosporinas de terceira gera¢do e os carbapenemos sao as ultimas
linhas de recurso ao tratamento das infecdes provocadas por microrganismos
multirresistente, o aparecimento da combinacado ceftazidima-avibactam foi sem davida
uma mais valia e um agente valioso a adicionar ao leque de possibilidades de tratamento

destas infegdes.

Apesar das limitagdes do estudo, os resultados indicam que a combinagdo ceftazidima-
avibactam apresenta uma elevada capacidade de inibir bactérias produtoras de [3-
lactamases de largo espetro (ESBLs) e carbapenemases do tipo KPC, amplamente

disseminadas.

0 aparecimento de Klebsiella oxytoca nao é muito comum, comparando com Klebsiella
pneumoniae. A data e do meu conhecimento, este é o primeiro estudo que reporta dois
isolados K. oxytoca resistentes a combinacdo ceftazidima-avibactam em Portugal.

Contudo, o mecanismo de resisténcia nao foi determinado.

O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e a implementacao de condi¢cGes
e cuidados hospitalares sdo medidas necessarias para combater o aparecimento e a

disseminacdo de bactérias multirresistentes emergentes.
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Anexos

Anexo I - Formagdes realizadas ao longo do estagio curricular

Dia Tema

“0 posicionamento da Farmdcia na prestacao dos cuidados de saide em
23 de janeiro
Portugal”

“Futuro da Saude Respiratoria em Portugal: o papel da Farmacia.
29 de janeiro
Intervencao da Farmacia na Saude Respiratoéria dos Utentes”

7 de fevereiro | Lancamentos Phyto, Lierac e Jowaé

15 de fevereiro |Formacgao Geral VICHY

27 de fevereiro |Suplementos Alimentares - BioActivo

15 de margo Formacdo Geral La Roche Posay

25demargco |Alergia Ocular - Optrex

26 de margco  |Curso Geral ISDIN

Formacdo Menarini - Abordagem dos temas: dor, hematomas e
2 de abril contusdes, HBP, suplementos (energia), afe¢des otologicas, doenga

hemorroidaria

8 de abril Grande Academia de Formacao Técnica LIERAC

4 de junho Viver com Diabetes - autovigilancia da diabetes na farmacia
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Anexo Il - Breakpoints de inibi¢dao para Ceftazidima e Ceftazidima-Avibactam
(Adaptado de European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
2019 e Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019)
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