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RESUMO

As Infeccdes Relacionadas a Saude Publica (IRAS) sdo um problema mundial, com
cerca de 1,4 milhdes de pessoas séo infectadas a cada hora. Entre os patdgenos
envolvidos esta a E. coli, um bacilo gram-negativo pertencente a microbiota intestinal
da maioria dos organismos de sangue guente, cujos elementos genéticos moveis
podem transforma-la em cepa patogénica e resistente a antimicrobianos para muitas
espécies de animais e para humanos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
e caracterizar 44 isolados multirresistentes de E. coli originarios do HU-UNIVASF
guanto a seu perfil de viruléncia (gelatinase e hemdlise); resisténcia a antibioticos
(bomba de efluxo e formacdo de biofilme) e indice de resisténcia mdultipla aos
antimicrobianos (IRMA). A resisténcia aos antibioticos foi determinada através da
técnica de disco aproximacao e caracterizacao da resisténcia de acordo com valores
estabelecidos pelo CLSI 2019. Quanto a viruléncia, foi determinada através da
cultura em meio contendo gelatina (gelatinase); estiramento em placas contendo
agar 5% sangue de ovelha (hemdlise); Formacdo de biofilme em agar vermelho
congo. A determinacdo dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (Bomba
de efluxo) foi feita através da cultura em meio contendo EtBr (Brometo de etidio) e a
producdo de Betalactamases foi determinada através da analise da intersecdo dos
alos e formacdo de “zona fantasma”.Os isolados apresentaram alto indice de
resisténcia a antimicrobianos das classes das penicilinas (ampicilina= 86,4%);
quinolonas (ciprofloxacino= 49%); cefalosporinas (cefepima 47,7%); Sulfonamidas
(Trimetropim+ Sulfametroxazol- 47,7%) e Fluroquinolonas de 32 geracao
(Levofloxacina- 34,1% e Ofloxacina 42%) e baixo indice de resisténcia aos da classe
dos nitrofuranos (nitrofurantoina= 95%). Quanto ao perfil de viruléncia, 18% (8/44)
exibiram padrao de hemdlise parcial e 0% (0/44) capacidade de hidrolise da gelatina.
Quanto ao perfil de resisténcia a antibioticos, 86% (38/44) foram positivos para a
presenca de bombas de efluxo e 46% (20/44) para formacao de biofilme. IRMA >0,2
foi observado em 66% (29/44) dos isolados, sendo 46% (20/44) resistentes a 2~6
antibioticos; 18% (8/44) a 7~9 antibidticos e 25% (11/44) a 10~14 antibi6ticos. Além
destes 7% (3/44) foram resistentes a nenhum dos antibiéticos e 4% (2/44) a apenas
um antibiético. Conclui-se que isolados de E. coli sdo multirresistentes a
antimicrobianos das classes das penicilinas, quinolonas, cefalosporinas,
sulfonamidas e fluroquinolonas, formam biofilme e apresentam bomba de efluxo.
Estes achados contribuem para escolhas mais eficientes para o tratamento de
infeccdes resistentes ocasionadas por este patégeno.

Palavras-chave: Resistencia; Cepa; Bactéria; Patogenicidade; Gene.



ABSTRACT

Public Health Related Infections (HAI) are a worldwide problem, with around 1.4
million people being infected every hour. Among the pathogens involved, a pathogen
IS a gram-negative bacillus, an intestinal microbiota belonging to most blood
organisms, certain genetic elements can transform into many and resistant genetic
elements in animal species and for humans. The present study aimed to evaluate
and characterize 44 multidrug-resistant E. coli isolates from the HU-UNIVASF
regarding their virulence profile (gelatinase and hemolysis); antibiotic resistance
(efflux pump and biofilm formation) and multiple antimicrobial resistance index
(IRMA). Antibiotic resistance was determined using the technique according to the
values of approximation and characterization of resistance established by CLSI 2. As
for virulence, it was determined by culture in a medium containing gelatin
(gelatinase); stretching on plates containing 5% sheep blood agar (hemolysis);
Biofilm formation on Congo red agar. The determination of antimicrobial resistance
mechanisms (Efflux pump) was done through culture in medium containing EtBr
(ethidium bromide) and the production of Betalactamases was determined through
the intersection of the allos and the “phantom zone”. high rate of resistance to
antimicrobials of the penicillin classes showed (ampicillin = 86.4%); quinolones
(ciprofloxacin=49%); cephalosporins (cefepime 47.7%); Sulfonamides (Trimethopim+
Sulfamethoxazole- 47.7%) and 3rd generation Fluroquinolones (Levofloxacin- 34.1%
and Ofloxacin 42%) and low level of resistance to the nitrofurans class
(nitrofurantoin= 95%). As for the virulence profile, 18% (8/44) exhibit the pattern of
partial hemolysis and 0% (0/44) exhibit the hydrolysis capacity of gelatin. Regarding
the antibiotic resistance profile, 86% (38/44) were positive for the presence of efflux
pumps and 46% (20/44) for biofilm formation. IRMA >0.2 was observed in 66%
(29/44) of the isolates, with 46% (20/44) resistant to 2~6 antibiotics; 18% (8/44) at
7~9 antibiotics and 25% (11/44) at 10~14 antibiotics. In addition, 7% (3/44) were
resistant to none of the antibiotics and 4% (2/44) to only one antibiotic. It is
concluded that E. coli isolates are multiresistant to antimicrobials of the penicillins,
quinolones, cephalosporins, sulfonamides and fluoroquinolones classes, form
biofilms and present an efflux pump. These findings contribute to more efficient
solutions for the treatment of occasional infections by this pathogen.

Keywords: Resistance; Strain; Bacteria; Pathogenicity; Gene.
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1. INTRODUCAO

As InfecgBes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS) ou infeccdes
hospitalares sdo um problema ndo s6 no Brasil, como também em outros paises.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2009) cerca de
1,4 milhdes de pessoas sao infectadas a cada hora em todo o mundo, com impacto
direto no aumento das taxas de mortalidade. Estima-se que 5% a 15% dos pacientes
internados desenvolvem IRAS durante o tratamento (WHO, 2009; OLIVEIRA et al.,
2009; PADOVEZE; FORTALEZA, 2014), em especial os imunodeprimidos e 0s que
necessitam de uma interacdo mais direta e invasiva durante a terapéutica clinica ou
em uma unidade de terapia intensiva (HESPANHOL et al., 2018).

Entre os fatores que influenciam o acometimento e aumento dos casos de
IRAS durante os processos terapéuticos em pacientes hospitalizados, pode-se citar
0 uso indiscriminado de antibiéticos, tanto na terapéutica humana quanto na animal
e, até mesmo, na producdo pecuaria (OLIVEIRA et al.,, 2009). Esta conduta tem
cada vez mais contribuido com o surgimento de diversas cepas microbianas
resistentes a antibidticos ou até mesmo multirresistentes (PADOVEZE;
FORTALEZA, 2014). Muitos mecanismos bacterianos estdo relacionados com o
desenvolvimento desta resisténcia, os quais podem ser adquiridos de forma
intrinseca, adaptada ou adquirida. Os principais mecanismos de resisténcia
bacteriana sdo: sistemas de efluxo hiperexpressos (excrecdo de substancias
toxicas); producdo de enzimas que destroem ou modificam a acdo dos antibidticos
(R-lactamases, gelatinase); modificagdo da molécula do antibidtico e dos seus sitios
de ligagao e reducédo da permeabilidade da membrana externa (FERRI et al., 2015).

Essas caracteristicas de resisténcia podem ainda ser transmitidas
interespécies e/ou passadas para novas geracfes da mesma bactéria através da
transferéncia horizontal de genes (CHRISTAKI et al.,2020). Alguns microrganismos
sdo descritos na literatura como causadores de varias patologias em humanos,
dentre estes, muitos possuem mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,
sendo os mais estudados as bactérias da espécie Escherichia coli (E. coli) (JANG et
al., 2017). Estas sdo comumente encontradas no liumen intestinal da maioria dos

animais e humanos, se relacionando de forma comensal com seu hospedeiro, mas
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que podem se tornar patogénicas através da expressado de genes de viruléncia
(MAINIL, 2013; JANG et al., 2017). Diversos autores tém realizado a identificacéo e
caracterizacdo de patovares de E. coli, nomeados de acordo com a patologia que
desenvolvem nos hospedeiros ou por suas caracteristicas fenotipicas de viruléncia.
Até o momento 10 patovares de E. coli foram descritos na literatura como
causadores de patologias em diversos hospedeiros, sendo estes: E. coli
Entereoinvasiva (EIEC); E. coli Verotoxigénica (VTEC); E. coli Enterotoxigénica
(ETEC); E. coli Enteropatogénica (EPEC); E. coli Entero-hemorragica (EHEC); E. coli
Enteroaderente ou enteroagregativa (EAEC ou EAgQgEC); E. coli Necrotoxigenica
(NTEC); E. coli Uropatogénica (UPEC); E. coli Invasiva (SePEC); E. coli Difusamente
aderente (DAEC) (MAINIL, 2013; JOHNSON et al, 2014; JANG et al, 2017; SHAH et
al., 2019; UMPIERREZ et al., 2021).

Frequentemente as IRAS sdo ocasionadas por microrganismos comuns ao
homem, mas que, em algum momento se tornam patogénicos e, até mesmo,
resistentes aos antimicrobianos. Devido a essas caracteristicas estes
microrganismos necessitam maior atencdo durante o processo de mitigacdo, pois
podem apresentar um ou mais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,
dificultando o tratamento ndo apenas da infeccao inicial, como também de uma nova
infeccdo (OLIVEIRA et al., 2009). Por isto a identificacdo dos fatores de viruléncia e
de resisténcia a antimicrobianos é de vital importancia ndo s6 para o entendimento
dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da patologia, mas também para a
caracterizacdo de isolados patogénicos de E. coli, possibilitando o desenvolvimento
de melhores abordagens terapéuticas e estratégias de combate a esses
microrganismos.

O objetivo deste estudo foi determinar a presenca dos fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcia em isolados bacterianos de E. coli responsaveis por
infeccbes hospitalares no Hospital Universitario da Univasf (HU - UNIVASF) em
Petrolina, PE.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA EM SAUDE (IRAS)

Segundo o Ministério da Saude (MS) e a Agéncia nacional de vigilancia
sanitaria (ANVISA) através da portaria n° 2.616, de 12 de maio de 1998, as
Infeccdes relacionadas assisténcia em saude (IRAS) sdo uma problematica ndo s6
de carater nacional como internacional, tanto no que diz respeito a prevencao
guanto ao controle destas (BRASIL, 2009). Sdo consideradas como IRAS todas as
infeccbes de ocorréncia ndo somente no ambito hospitalar como também em todos
0os ambientes de assisténcia em salude a uma determinada populagdo. A OMS
reconhece-as como uma das maiores problematicas em saude publica mundial e
oferece diretrizes para que sejam montadas acdes estratégicas para o combate
destas enfermidades de forma articulada nas diversas esferas do setor publico
(BRASIL,2009; HESPANHOL et al., 2018).

As IRAS possuem como principal efeito adverso o aumento da morbidade e
mortalidade nas unidades de saude ocasionando um impacto negativo para a
sociedade, tanto do ponto de vista social, quanto econdémico (RUDD et al., 2020).
Quase sempre estas infeccbes acometem pacientes imunossuprimidos e que
passam por ambientes ou situacdes que necessitam de uma terapéutica mais
invasiva, como € o caso das unidades de terapia intensiva (UTI's) (HESPANHOL et
al., 2018).

Nos Hospitais Brasileiros as IRAS despertam grande preocupacao, pois na
maioria das vezes sdo de dificil combate, aumentando o tempo de tratamento dos
pacientes. Umas das principais ferramentas para o tratamento e controle dessas
infec¢Bes é a vigilancia epidemioldgica, que fornece uma observacdo mais direta e
sistematica de sua ocorréncia permitindo também a identificagcdo e monitoramento
das acdes que estdo relacionadas com a ocorréncia destas IRAS nos hospitais e
centros terapéuticos (ARAUJO; PEREIRA, 2017). Nos Ultimos anos varias
abordagens vém sendo aplicadas com a intencao de diminuir a incidéncia das IRAS
como a lavagem correta das méaos e o0 uso adequado dos equipamentos de protecao

individuais (EPI's). Estas acfes vem sendo destacadas como as principais
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abordagens utilizadas para mitigar a disseminagdo de microrganismos
multirresistentes (ARAUJO; PEREIRA, 2017)

Segundo a OMS diversos patdogenos vem emergindo nos ultimos anos
como potenciais problemas em salde publica os quais estdo diretamente
relacionados com a resisténcia aos antimicrobianos. Em 2017 a OMS classificou
diversas familias de bactérias como ameacgas a saude humana, e que necessitam de
prioridade na pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos. Dentre estes
encontram-se as bactérias das familias: Entereobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos e produtoras de ESBL; Acinetobacter baumannii resistente aos
carbapenémicos; Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos,

classificadas como “prioridade 1 critica” (WHO, 2017)

2.2. Escherichia coli (E. coli)

E. coli € uma espécie de bactéria do género Escherichia, gram-negativa e
pertencente a familia das Entereobacteriaceae (figura 1). Foi isolada primeiramente
em 1885 por Theodor Escherich em amostra fecal de uma crianga com diarreia
(MAINIL, 2013; ZHANG et al., 2013; SHAH et al., 2019). Em 1893 foram
identificadas cepas de E. coli como sendo as causadoras de patologias em animais
e humanos e, entdo, foram subdivididas em patogénicas e nao patogénicas (MAINIL,
2013; JANG et al., 2017; SHAH et al., 2019).

Figura 1. Escherichia coli em microscopia eletrbnica de varredura. (A) Forma
planctonica e (B) em estrutura de biofilme.
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Fonte: (A)BLOUNT, 2015 (B) NASCIMENTO, et al. 2014
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No decorrer das Ultimas décadas a E. coli tem-se tornado um dos
microrganismos mais estudados na comunidade cientifica devido ao seu rapido
crescimento sob condicdes controladas, aproximadamente 20 minutos,
possibilitando o desenvolvimento de diversos sistemas de manipulacdo genética, e
considerado microrganismo modelo na era da biologia sintética e do DNA
recombinante. (ZHANG et al., 2013; JANG et al., 2017).

2.3. CARACTERISTICAS GERAIS DAS E. coli.

As bactérias da espécie E. coli apresentam-se sob a forma bacilar com a
presenca de fimbrias e flagelos em sua superficie. S&0 comumente encontradas no
limen intestinal da maioria dos animais e nos humanos, compondo a microbiota
destes e, em alguns casos, podem vir a causar diversas patologias (VAN ELSAS et
al. ,2011; MAINIL, 2013; JANG et al., 2017).

Esses microrganismos possuem seu material genético organizado sob a
forma de um Unico cromossomo circular, retorcido e ligado a membrana bacteriana e
constituido por uma unica molécula de DNA circular. Quanto a informacéo genética,
essa € transcrita em um mRNA diretamente traduzido em proteinas, que sao
essenciais para o funcionamento e estrutura da célula bacteriana. A E. coli possui
em seu DNA aproximadamente 4,6 milhdes de pares de bases, ocupando quase que
10% do volume da célula bacteriana (B Além dessas, outra caracteristica, 2015;
TORTORA et al., 2016).

Além do seu genoma, as células da E. coli possuem em seu interior outros
elementos genéticos moveis denominados plasmideos e transposons. Esses sao
responsaveis por carrear mecanismos adicionais, muitas vezes adquiridos de outras
bactérias, que podem modular a expressdo génica, gerando caracteristicas
fenotipicas intrinsecas a estas células, como é o caso dos plasmideos que carreiam
genes que codificam para mecanismo de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos
(BLOUNT, 2015; BAESHEN et al., 2015)

Além dessas, outra caracteristica importante da E. coli é possuir flagelos e

fimbrias, constituidas por multiplas copias de uma Unica proteina (subunidade
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Principal) localizadas ao redor da célula, essas fimbrias sdo importantes para a
motilidade e aderéncia dos microrganismos permitindo que este tenha certo
potencial de locomocdo e adesdo aos tecidos, possibilitando a colonizacdo de
diversas areas do hospedeiro (MAINIL, 2013).

Quanto ao metabolismo e caracteristicas bioquimicas, grande parte das
cepas de E. coli sdo capazes de utilizar o oxigénio quando disponivel e, na
auséncia, seu crescimento ocorre através da fermentacdo ou respiracdo anaerobica,
sendo consideradas por diversos autores como um microrganismo anaerobio
facultativo (JANG et al., 2017). E. coli possuem também grupos enzimaticos que Ihe
conferem caracteristicas peculiares que permitem sua identificacao através de testes
bioquimicos como os descritos por York et al. (2000).

A capacidade de metabolizar lactose através da enzima enddgena [-
galactosidase é uma das caracteristicas que auxiliam sua identificacdo bioquimica,
pois quando disponivel no meio a lactose € carreada para o interior da célula
bacteriana através das proteinas de canais lactose permease, uma proteina integral
que facilita a entrada da lactose. Uma vez no interior da célula bacteriana, a lactose
€ convertida em alolactose através do processo de inducdo génica, onde ativa a
producdo da B-galactosidase degradando a lactose em dois agucares glicose e
galactose (YORK et al., 2000; BUERIS et al., 2007; TORTORA et al., 2016).

Além da metabolizacdo da lactose faz parte da identificacdo bioquimica de
rotina para E. coli a auséncia da enzima citocromo C oxidase. Uma enzima
comumente encontrada em bactérias aerobicas que compde a cadeia de transporte
de elétrons (CTE) e € a ultima enzima da cadeia responsavel por transferir elétrons
ao oxigénio. A presenca ou auséncia dessa enzima serve de elemento norteador
para a identificacdo bioquimica uma vez que a presenca da citocromo C oxidase
pode ocorrer em algumas cadeias de transporte de elétrons e em outras nao, sendo
a E. coli e todas as bactérias pertencentes a familia das Enterobacteriaceae
negativas para a presencga desta enzima, o que a difere da Neisseria gonorrheae e
da Pseudomonas spp., consideradas como citocromo C oxidase positivas (YORK et
al., 2000; HUANG et al., 2001).

Outra caracteristica bioquimica importante para identificagdo de E. coli € o
teste de producado do Indol. Através da acdo da enzima triptofanase o triptofano, um
aminoacido aromatico e polar, quando presente no meio é quebrado em moléculas

menores (indol, acido pirdvico e amonia). No meio de cultivo o indol pode ser
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detectado através da adigcdo do reativo de Kovacs, onde na presenca deste a
amostra contendo indol apresentara um anel de coloracdo avermelhada na
superficie do meio de cultura. A auséncia dessa formacéo avermelhada indicara que
nao houve a hidrolise do triptofano e testara negativo para a presenca de indol no
meio. Alguns autores apontam a E. coli como uma espécie que possui a enzima
triptofanase, testando positivo para a presenca de indol, quando o triptofano esta
presente no meio (YORK et al., 2000; HUANG et al., 2001; BLOUNT, 2015).

Em geral a E. coli é comensal, pois constitui a microbiota intestinal da
maioria dos organismos de sangue quente, sem causar danos ao hospedeiro.
Todavia, elementos genéticos mdveis podem transforma-la em cepas extremamente
patogénicas para muitas espécies de animais e para humanos. Essas cepas sao
caracterizadas na literatura de acordo a sindrome clinica que causam ou O
hospedeiro que afetam (MAINIL, 2013; JANG et al., 2017; TORTORA et al., 2016;
UMPIERREZ et al., 2021). Até o presente momento dez cepas patogénicas de E.
coli foram identificadas, caracterizadas e estudadas, sendo elas:

2.3.1. E. coli Entereoinvasiva (EIEC)

Possui como caracteristica principal possuir praticamente 0S mesmos
mecanismos patogénicos vistos em Shigela spp., mecanismos estes, que
conseguem acesso as células da mucosa intestinal, possibilitando que se espalhe
célula a célula e cause inflamacéao, febre e desinteria. Quanto as suas caracteristicas
geneéticas, a EIEC possui o gene marcador ipaH que é semelhante ao produzido por
Shigela spp e é responsavel por desencadear mecanismos de viruléncia em células
infectadas. A infeccdo causada por EIEC pode acometer tanto humanos quanto
primatas (BUERIS et al., 2007; MAINIL, 2013; TORTORA et al., 2016; UMPIERREZ
et al., 2021).

2.3.2. E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

A ETEC é descrita em alguns trabalhos como a principal causadora de diarreia
fatal em criancas menores de cinco anos de idade e diarreia profusa em bebés na
fase neonatal, sendo também conhecida como a principal causadora da diarreia dos
viajantes. A patogenia da ETEC ocorre através da secrecdo de enterotoxinas

oligopeptidicas, codificadas pelos genes (STa, STb (LTp/h, LT-lia, LT-lib),
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semelhantes em sua funcdo e mecanismo de ag¢do as produzidas por cOlera. Além
dessas toxinas as ETEC ainda utilizam mecanismos patogénicos através de
Adesinas fimbriais (F2-F6, F17, F18, F41). Contudo, essas bactérias ndo séo
invasivas e permanecem no lumen intestinal. Esse sorovar patogénico também é
apontado como responsavel por causar diarreia em leitbes, bezerros e porcos
(BUERIS et al., 2007; MAINIL, 2013; TORTORA et al., 2016; JANG et al., 2017).

2.3.3. E. coli Enteropatogénica (EPEC)

Nos paises em desenvolvimento a EPEC é a principal variante patogénica de
E. coli causadora de diarreia. Essa patovar € de extrema importancia clinica, uma
vez que é a principal causadora de infecgdes potencialmente fatais em lactantes,
pois consegue se fixar na parede intestinal dos seus hospedeiros onde ataca as
células epiteliais intestinais e elimina as microvilosidades ao redor do local da
infeccdo. Neste processo, estas bactérias conseguem estimular os filamentos de
actina na regidao apical das células dos hospedeiros a produzir espécies de
pedestais ao redor do seu sitio de fixacdo. Secreta diversas proteinas efetoras que
sdo translocadas para a célula hospedeira, causando lesdes que anexam e apagam
e sdo conhecidas pelo termo em inglés attaching and effacing (A/E), sendo esse
processo diretamente relacionado com as fimbrias tipo 4 dispostas na célula da
EPEC. Além disso, as EPEC contribuem diretamente com o processo de diarreia no
hospedeiro. Quanto ao potencial de infeccdo, essa sorovar consegue infectar nao
somente humanos como também diversos outros animais (BUERIS et al., 2007;
MAINIL, 2013; TORTORA et al., 2016; UMPIERREZ et al., 2021)

2.3.4. E. coli Verotoxigénica (VTEC)

O sorovar verotoxigénica da E. coli (VTEC) produz uma toxina que foi
primeiramente isolada em células epiteliais renais, € extremamente ativa em células
Vero e descrita pelo nome de shigatoxina, pois € ativa em células endoteliais dos
vasos sanguineos da mucosa gastrointestinal. Devido a essas caracteristicas, esse
sorovar pode causar diversas manifestagdes clinicas nos hospedeiros, sendo as
mais comuns a Sindrome Hemolitica Urémica (HUS), que pode levar a insuficiéncia
renal; diarreia; colite hemorragica e falha renal em criancas. A VTEC é considerada

um grande problema em saude publica em paises desenvolvidos e em
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desenvolvimento. Trabalhos recentes demonstram sua presenca em carne, agua
produzida, rios, lagos e, até mesmo, em frutas, tendo como hospedeiros mais
comuns os humanos e os porcos (MAINIL; DAUBE, 2005; KARMALI et al., 2010;
BREUM; BOEL, 2010; MAINIL, 2013; JOHNSON et al.,, 2014; TORTORA et al.,
2016).

2.3.5. E. coli Enterohemorréagica (EHEC)

Esse sorovar da E. coli se assemelha ao VTEC, possuindo como principal fator
de viruléncia uma proteina do tipo Shiga, produzida originalmente por Shigela
dysenteriae e liberada durante o processo de lise celular, o que dificulta o tratamento
dessa patologia ja que o uso de antibi6ticos pode ocasionar lise celular e liberacédo
dessas toxinas no hospedeiro. A EHEC sorotipo O157:H7 é descrita na literatura
como o principal patégeno causador de surtos de diarreia, colite hemorragica e HUS
em humanos em diversos paises e, principalmente, na América do Norte. Em
animais esse sorovar é descrito apenas como causador de diarreia no gado e, assim
como os demais sorovares, se dissemina por agua e/ou alimentos contaminados.
Agéncias reguladoras de alguns paises exigem a testagem de EHEC no gado
destinado para exportacao, principalmente naquele para producdo de carne moida.
Vegetais folhosos também podem carrear esse sorovar uma vez que, em alguns
casos, sao cultivadas com estrume bovino ou contaminados pela dgua (MAINIL,
2013; JANG et al., 2017).

2.3.6. E. coli Enteroaderente ou enteroagregativa (EAEC ou EAggEC)

Até o presente momento a EAEC ou EAgQgEC foi indicada apenas como
principal causadora de diarreia aquosa sem febre, dor abdominal, nauseas e vomito
e, em alguns casos, diarreia do viajante em humanos, principalmente em criangas
menores de cinco anos. Estudos demonstram que sua patogénese ocorre pela
adesao da mucosa intestinal pelas fimbrias de aderéncia agregativa e pela liberacao
de enterotoxinas e citotoxinas (MAINIL, 2013; JANG et al., 2017; RIOS-MUNIZ et al.,
2019).
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2.3.7. E. coli Necrotoxigénica (NTEC)

O sorovar necrotoxigénica da E. coli (NTEC) é um patégeno emergente que
vem sendo estudado e identificado nos ultimos anos. E caracterizado por ser um
sorovar produtor de uma necrotoxina denominada de Fator de Necrose Citotoxico
(CNF), que parece possuir a capacidade de induzir a multinucleacdo celular em
cultura de células Vero, além de causar necrose em pele de coelhos. Até o presente
momento dois tipos diferentes de necrotoxinas foram identificadas, a CNF1 e a
CNF2, caracterizando esse patégeno em duas cepas distintas, a NTECL1 isolada em
amostras de diversos animais e humanos e a NTEC 2 isoladas apenas em amostras
de ruminantes. Geralmente estas duas cepas Sao responsaveis por causar
septicemia, infeccdes extras-intestinais, diarreia e infec¢des do trato urinario (VAN
BOST et al., 2001; JOHNSON et al., 2010; MAINIL, 2013; BEKAL et al., 2015)

2.3.8. E. coli Uropatogénica (UPEC)

Conhecida como uma das principais causadoras de infec¢gdes do trato
urindrio no mundo, a UPEC se evade do trato gastrointestinal deslocando-se para o
trato urinario onde desenvolve um quadro patogénico no hospedeiro através de
diversos mecanismos e fatores de viruléncia. Esses fatores podem ser
caracterizados e distribuidos em dois grandes grupos: fatores de superficie celular
bacteriana composto por fimbrias tipol e fimbrias tipoP, flagelo, lipopolissacarideo
capsular e outras proteinas de membrana. Segundo Vieira (2009) e Desvaux et al.
(2020) esses mecanismos se organizam em grandes regibes cromossdmicas
denominadas ilhas de patogenicidade, onde estdo todos 0s genes responsaveis
pelos mecanismos de viruléncia estando diretamente relacionados com a
capacidade de migracdo e adesdo entre os tratos gastrointestinal/urinario. Além
disso, estdo relacionados com a formacao de biofilme, indug&o de citocinas e fatores
de secrecao virulenta, composto por secre¢do de hemolisina e sideroforos, que sé&o
importantes porque auxiliam a célula ndo somente na adesédo a células do
hospedeiro como também na evaséo das células de defesa do hospedeiro (MAINIL,
2013; SHAH et al., 2019; DEHKORD et al., 2020).
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2.3.9. E. coli Invasiva (SePEC)

Relatada em alguns trabalhos como septicemia associada a E. coli, esse
sorovar é considerado muito perigoso pois seu principal mecanismo de viruléncia
permite que ele adentre a corrente sanguinea e se dissemine por toda extensao do
corpo do hospedeiro causando um quadro de septicemia que pode, em muitos
casos, leva-lo a 6bito. A contaminacao por esse sorovar na maioria dos casos ocorre
através de contaminacgdes por cateteres, principalmente urinarios em hospitais. Em
relacdo a viruléncia, estudos indicam que a SePEC, junto como outros sorovares de
E. coli causadoras de infec¢bes urinarias como EXPEC; UPEC e NEMEC,
compartilham diversos mecanismos de infeccdo sendo 0s mais importantes a
formacdo de biofilme e o perfil de adesinas e invasinas presentes na superficie
celular deste patdogeno que estdo diretamente relacionados com sua caracteristica
invasiva, resistente e evasiva. Além desses fatores, esse sorovar ainda possui um
perfil de exotoxinas que contribuem com o0s quadros patogénicos desenvolvidos por
essa sorovar, sendo destas as mais importantes: a-hemolisina; a Proteina
Autotransportada Secretada (SAT) e o CNF-1. Juntas, essas toxinas conseguem
alterar a morfologia e funcéo das células do hospedeiro criando um perfil patogénico
agressivo que pode levar o hospedeiro a 6bito (CONCEICAO et al., 2012; MAINIL,
2013; TIBO et al., 2016)

2.3.10. E. coli Difusamente Aderente (DAEC)

Essa sorovar de E. coli é descrita como sendo uma das principais
causadoras de diarreias agudas/graves no mundo. Possui um padrdo de aderéncia
difuso se ligando diretamente dessa forma a culturas de células HelLa (Linhagem de
células imortais Henrrieta Lacks) e células epiteliais Hep-2 no intestino do seu Unico
hospedeiro, o ser humano. Ela € descrita como causadora de diversas patologias ja
conhecidas em outras sorovares de E. coli, podendo causar infeccdo do trato
urindrio em adultos e criancas; septicemia; diarreia persistente em criangas menores
de cinco anos e levar ao 6bito; doencas inflamatérias intestinais graves; doenga de
Crohn (CD) e colite ulcerativa (UC). A DAEC possui uma grande expressdo de
adesinas em sua superficie celular, sendo esse o seu principal fator de viruléncia. E
subdividida em duas cepas importantes: a Afa/Dr+ e a Afa/Dr-. Estudos recentes
demostram a ligagdo do padrdo da Afa/Dr+ a quadros de diarreia agressivos

25



(BOUGUAENEC; SERVIN, 2006; MAINIL, 2013; MIRSEPASI-LAURIDSEN et al.,
2019; JAVADI et al., 2020).

Além de todas as caracteristicas patogénicas da E. coli, outra preocupacgéo
debatida nas ultimas décadas e cada vez mais emergente como problematica em
salde publica € o surgimento da resisténcia ao antimicrobianos, que limita e diminui

o leque de opc¢des de tratamento.

2.4. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Nas ultimas décadas a resisténcia antimicrobiana tem-se tornado uma
problematica emergente em saude publica no mundo, aumentando a niveis
alarmantes a dificuldade nos tratamentos das infec¢Oes bacterianas que poderiam
ser tratadas com antibidticos das mais diversas classes. A preocupagdo com o0
processo de resisténcia as drogas antimicrobianas ja é discutida desde a descoberta
da penicilina pelo médico e bacteriologista escocés Alexsander Fleming em 1928
(MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Uma das acbes que tem contribuido para que essa problemética é o uso
indiscriminado dos antimicrobianos, pois quando sdo utilizados de forma incorreta ou
indiscriminada podem ocasionar, através de uma pressdo seletiva no meio ou
organismo, o surgimento de cepas resistentes e, até mesmo, multirresistentes a
certas classes de antibidticos. Estes s&o utilizados em diversos setores da
sociedade contemporanea, ndo somente para O tratamento de patologias em
humanos como também em animais e plantas a nivel de escala industrial. Um
exemplo disso € o uso de antibiéticos em animais de produ¢do como promotores de
crescimento no desenvolvimento de aves de interesse comercial em granjas (et al.,
2017; MCEWEN; COLLIGNON, 2018). Segundo o Center of Disease Control (CDC),
cerca de dois milhdes de pessoas sao infectadas por cepas resistentes a
antibiéticos, resultando numa taxa de ~1,3% de mortes por estas infeccfes a cada
ano na America do Norte, semelhante ao que acontece na Europa onde estima-se
gue cerca de 25.000 mortes sdo ocasionadas por ano devido a cepas resistentes ou
multirresistentes a antibiéticos (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Um fator que € importante no surgimento de cepas resistentes a

antimicrobianos e que vem se tornando cada vez mais uma tematica importante na
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comunidade cientifica sdo o0s mecanismos por trds de seu surgimento,
principalmente das cepas multirresistentes a antibiéticos (CHRISTAKI et al., 2020). A
resisténcia bacteriana a antibioticos pode ser desenvolvida de muitas formas, as
quais tem sido descrita na literatura como: intrinseca, adaptativa e adquirida, cada
gual com mecanismos préprios importantes ao seu desenvolvimento (BRINKAC et
al., 2017; ARZANLOU et al., 2017; CHRISTAKI et al., 2020).

Dentre os mecanismos que estdo diretamente relacionados ao surgimento
da resisténcia antimicrobiana, os mais citados sdo pressao seletiva; transferéncia
horizontal de genes (HGT); transformacéao, transducdo, conjugacédo; modulacéo da
expressao genética e mutacdes genéticas, os quais ocorrem como descrito abaixo
(HOLMES et al., 2016; ARZANLOU et al., 2017; BRINKACK et al., 2017; CHRISTAKI
et al., 2020):

I. Pressdo Seletiva: relaciona-se diretamente ao uso indiscriminado dos
antimicrobianos, ocorrendo quando doses nao letais sdo administradas e
levam a evolucdo das células sobreviventes no meio que desenvolvem
mecanismos contra esse antimicrobiano.

Il.  MutagBes Genéticas: ocorrem por diversos fatores, sendo os mais comuns
a multiplicacdo celular exacerbada na presenca do antibiético. Podem
ocorrer erros no processo que beneficiam a célula bacteriana, a qual
desenvolve resisténcia ao antibiotico.

lll.  Transformacao: através da incorporacdo de material genético exdgeno ao
genoma da célula bacteriana, com sequéncias que carreiam genes de
resisténcia a certos antibiéticos.

IV. Transducdo: através da ac¢do de um virus bacteriéfago, podendo ocorrer
através da adicdo de sequéncias genéticas pelo virus, levando material
genético de uma bactéria para outra ou por erros induzidos durante o
processo.

V. Conjugacdo: quando o material genético é transferido de célula a célula
através de plasmideos contendo ndo sé genes que codificardo para
proteinas funcionais ligadas a resisténcia antimicrobiana como também
seu proprio maquinario de replicacdo. Esse processo se da através dos
pilus sexuais, presentes da superficie celular.

VI. Modulacdo da expressdo genética: ocorre através de mudancas no

ambiente podendo ser a presenca de antibidticos, pH, temperatura,
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pressao etc. Essa modulacdo causar fenotipos diferentes do mesmo
patégeno e até mudancas epigenéticas. Este processo é possivel através
da enzima DAM-Metilase, sendo diretamente responsavel pela presenca
de perfis genéticos de populacbes bacteriana. Pode-se citar como
mecanismo gerado através da modulagdo génica, 0s seguintes
mecanismos:

» B-lactamases: Essas enzimas atuam através da destruicdo das ligacOes
peptidicas nha molécula do antibiético, modificando sua estrutura e fazendo
com que sua acao original seja comprometida (DEFILIPP et al., 2019;
CHRISTAKI et al., 2019);

» Modificacdo da molécula do antibidtico: Ocorre através da acdo de
enzimas amino-glicosidicas (AME) que alteram a estrutura da molécula do
antibiético através de processos de acetilacdo, adenilacdo e ou
fosforilacdo, diminuindo a acdo antimicrobiana da molécula (RAMIREZ,
2010; CHRISTAKI et al., 2019);

» Modificacdo nas enzimas de acdo dos antibiéticos: Esse mecanismo
ocorre através de mutacdes pontuais nos genes que codificam para
moléculas importantes no mecanismo de acdo de certos antibiéticos. A
exemplo disso, alguns trabalhos demonstram a presenca de mutacdes nos
genes nfsA e nfsB, responsaveis por codificar enzimas nitoredutases que
atuam diretamente na acdo antimicrobiana de drogas da classe dos
nitrofuranos.

» Protecdo do sitio de atuacdo dos antibioticos: Esse processo ocorre
através da expresséo de proteinas que se ligam ao redor do sitio de acéo
de enzimas, impedindo a conex&o do antibiético com seu sitio de ligacao.
A exemplo disto é visto na literatura a expressao de proteinas de protecao
ribossomal (RPS) que conferem a resisténcia a antimicrobianos que
interagem com o complexo ribossomal das células bacterianas. Esse
mecanismo ja foi descrito tanto em bactérias gram-negativas quanto gram-
positivas (ALDRED et al., 2014);

» Mudanca dos sitos de acdo: Atraves de mutacbes nos genes que
codificam para proteinas que constituem os dominios de ligacao,
interferindo na ligagdo da molécula do antibidtico a estrutura bacteriana,

impedindo o mecanismo de acdo antimicrobiana. Alguns autores



demostram a presenca de mutacdes nos genes 23SrRNA que codificam
para o dominio V de proteinas ribossomos bacterianos L3 e L4 conferindo
ao microrganismo a resisténcia ao antimicrobiano linezolida (MILLER et
al., 2014);

» Bombas de Efluxo: S&o formadas por um sistema tripartido dependente
de energia e que estédo diretamente ligados e a membrana celular interna
e externa. Atuam bombeando para a porcao extracelular moléculas que
seriam letais a0 microrganismo. Esse mecanismo muitas vezes possui a
capacidade de transportar diversas substancias para fora da célula, o que
estd diretamente relacionado a multirresisténcia a farmacos
antimicrobianos (WESTON et al., 2018).

Alguns autores demonstram a emergéncia de cepas bacterianas
multirresistentes a antibioticos, principalmente da espécie E. coli, uma vez que estas
sdo as principais bactérias gram-negativas presentes na microbiota humana e da
maioria dos animais de sangue guente, também sendo as causadoras das principais
patologias emergentes em todo o mundo. Alguns trabalhos também demonstram a
relacdo das cepas multirresistentes de E. coli aos seus fatores de viruléncia o que
faz com que estas bactérias desenvolvam quadros cada vez mais graves e letais de
suas patologias, principalmente no que diz respeito aos sorovares patogénicos de E.
coli (SHAH et al., 2019; BALBIN et al., 2020).

2.5. FATORES DE VIRULENCIA

Segundo Mainil (2013), pode-se definir como fator de viruléncia as
caracteristicas, estruturais ou ndo, que conferem a um microrganismo certa
patogenicidade sobre seu hospedeiro, permitindo a invasdo, adeséo e colonizagéao
deste, sendo a E. coli descrita na literatura como principal responsavel por ocasionar
um amplo espectro de patologias em animais e humanos. Geralmente essas
patologias sdo ocasionadas pelos seus sorovares patogénicos ou patovares de E.
coli: EIEC; VTEC,; ETEC; EPEC; EHEC; EAEC ou EAggEC; NTEC; UPEC; DAEC
(MAINIL, 2013; UMPIERREZ et al., 2021).
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Cada um dos sorovares de E. coli possui como caracteristica principal a
patologia que desenvolve em seus hospedeiros, 0s quais sdo responsaveis pela
nomenclatura dessa patovar. Muitas vezes a nomenclatura pode estar relacionada
ao principal mecanismo de viruléncia ou fator de viruléncia, como € o caso da VTEC
(MAINIL, 2013; JOHNSON et al., 2014). Os fatores de viruléncia em E. coli sdo
divididos em trés categorias distintas: adesinas e fatores de adeséo; outras proteinas
de membrana (OMP’s) e exotoxinas. Alguns destes fatores sdo comuns entre 0s
sorovares patogénicos como é o caso das fimbrias e adesinas que permitem a E.
coli a adesédo, formacédo de biofilme e colonizacdo dos tecidos nos hospedeiros
(MAINIL, 2013; SHAH et al., 2019).

2.5.1. Adesinas e fatores de Adeséao

Segundo Shruthi et al. (2012) e Mainil (2013), esses fatores estéo
diretamente relacionados a adeséo e colonizagédo de tecidos. Em grande parte, séo
construidos pelas fimbrias, a grande familia de adesinas e outras proteinas de
membranas. As fimbrias sdo estruturas em forma apéndices localizados por toda a
distribuicdo da porc¢éo exterior das E. coli, as quais possuem como principal funcdo a
adesao, auxiliando na colonizacdo dos tecidos, no processo de conjugacao
bacteriana e formacéo de biofilme. Essas estruturas foram primeiramente descritas
em 1955 em analise por microscopia eletrénica, como sendo a principal responsavel
por aglutinacdo de eritrocitos em amostras de algumas cepas de E. coli. Essas
estruturas foram descritas inicialmente como “Pilus” devido a sua morfologia ser
semelhante ao pelo humano (MANIL, 2013).

Sao caracterizadas de acordo com a sua espessura e formacao, constituindo
4 classes de fimbrias diferentes sendo elas: (i). As fimbrias rigidas com espessura
de 5~7 nm com orificio central/axial; (ii) fimbrias flexiveis com espessura aproximada
de 2~3 nm sem a presenca do orificio central axial; (iii) fimbrias flexiveis
moderadamente grossas com espessura de 4~6 nm e fimbrias altamente flexiveis e
finas sem espessura descrita. Em geral esses flagelos na sua morfologia possuem
diversas coOpias de uma mesma proteina denominada de subunidade principal ou
fimbrina. Algumas proteinas chamadas de proteinas menores estdo presentes em
suas estruturas podendo compor a base fimbrial auxiliando no processo de
ancoracao com outras células ou o topo da estrutura como é o caso das Adesinas

gue atuam se ligando a estruturas da célula hospedeira, ocasionando uma ligacéao
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entre moléculas que ira proporcionar a esse patdgeno a adesdo aos tecidos nos
orgaos do hospedeiro (MAINIL, 2013).

Essas estruturas e moléculas, como € o caso da adesina, foi primeiramente
descrita em amostras de bezerros e leitbes contendo o patovar ETEC. Alguns
autores demonstram a presenca dessas estruturas em praticamente quase todos 0s
patovares de E. coli. Essas fimbrias sdo organizadas pela Letra F e pelo numero
indo atualmente de F1 ~ F146. Algumas dessas adesinas podem nao estar
relacionadas as fimbrias, as quais sdo caracterizadas como pertencentes da grande
familia das adesinas dente estas as principais sao: Afa, Dr, M, Nfa, F1845 e AAF
variantes (MAINIL, 2013; TORTORA et al., 2016).

2.5.2. Outras Proteinas de Membrana (OPM’s)

Esse grupo de fatores de viruléncia se assemelha as adesinas e fimbrias.
Estdo diretamente ligadas a adeséo a células eucaridticas e bacterianas estando
também diretamente relacionada a formacao do biofilme. Neste grupo de fatores de
viruléncia o mais estudado é o sistema de secrecéo tipo 3 (T3ss) que codifica para
uma proteina chamada receptor translocado de intimina. Apés sua adsor¢cdo na
membrana dos eritrcitos essa proteina atua como receptor para adesina, estando
diretamente relacionada com a adesé@o a essa célula. Esse é um dos principais
fatores de viruléncia dos patovares EHEC e EPEC, as quais através desse sistema
desenvolvem no seu hospedeiro AE lesbes desregulando os filamentos de actina da

célula infectada (MAINIL, 2013).

2.5.3. Exotoxinas

S&o proteinas secretadas por diversas classes de microrganismos e muitas
vezes relacionadas a patologias desenvolvidas no hospedeiro. As primeiras
exotoxinas bacterianas isoladas foram: toxina da diphteria em 1988 por Roux e
Yersin; toxina tetanica em 1890 por Faber e toxina botulinica em 1898 por Van
Emergen. Vérias exotoxinas foram citadas em diversos trabalhos como as principais
responsaveis por mecanismos de viruléncia em algumas patologias de origem
bacteriana (MAINIL; DAUBE, 2005; MAINIL, 2013).

Quanto a sua caracterizacdo, as exotoxinas sao descritas na literatura como

constituintes de trés classes distintas, de acordo com suas caracteristicas estruturais
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e funcionais. Séo elas: (i) toxinas oligopeptidicas que atuam diretamente sobre as
cascatas de comunicacdo celular através de seus receptores de membrana,
interferindo diretamente no metabolismo de células eucaridticas; (i) AB toxinas que
interferem diretamente na morfologia das células eucaridticas, podendo atuar na
modulagdo do metabolismo celular eucaridtico ativando receptores mediados da
endocitose; (iii) Enzimatica e RTX citolisinas formadoras de poros, que atuam
diretamente na membrana da célula eucaridtica através da formacdo de poros

(MAINIL, 2013).

Em patovares de E. coli algumas exotoxinas sao descritas como sendo 0s
principais mecanismos de viruléncia responsaveis pela patologia causada, dentre
essas as mais importantes sdo as Verotoxinas (VTS)/shigatoxinas (STS); a a-
hemolisina; o fator de necrose citotoxico (CNF) e a gelatinase (MAINIL, 2013; SHAH
et al., 2019). Assim:

(@ Verotoxinas (VTS)/Shigatoxinas (STS): pertencem ao grupo das AB toxinas e
causam lesBes no epitélio renal do hospedeiro através do bloqueio da
producdo de proteinas das células renais. Conseguem ultrapassar o epitélio
intestinal e através de ligacbes com seus receptores em eritrocitos se
deslocam e, posteriormente, ligam-se aos seus receptores mais especificos
nas células do epitélio renal (KARMALI et al., 2010; BREUM,; BOEL, 2010;
MAINIL, 2013; JOHNSON et al., 2014);

(i) A- hemolisina (HIyA): pertencente a classe das RTX exotoxinas citoliticas,
agem nas hemécias através da formacdo de poros em sua membrana e na
patologia de diversos sorovares patogénicos de E.Coli, como é o caso das
EHEC, ETEC, NTEC e UPEC. Causa casos graves de septicemia, infec¢oes
extra intestinais e até meningites (MAINIL, 2013);

(i)  Fator de necrose citotoxico (CNF): pertencente ao grupo das AB exotoxinas,
altera o metabolismo da célula eucarittica fazendo com que ela ative seus
mecanismos de divisdo celular, causando multinucleagédo celular. Também
ativa a necrose dos tecidos infectados pelo sorovar patogénico de E.coli.
Segundo visto por alguns autores, essa exotoxina possui duas versdes: CNF1
e CNF2 o que também subdivide as cepas de E. coli que a possuem em duas
categorias NTEC1 e NTEC2, que sdo proximas uma da outra morfoldgica e
geneticamente. S&o0 comumente encontradas em cepas do sorovar

patogénico NTEC a qual possui como principal fator de viruléncia essa
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exotoxina dando nome ao mesmo. Alguns trabalhos demostram a presenca
de CNF em outros sorovares patogénicos de E. coli (MAINIL, 2013; TIBO et
al., 2016; UMPIERREZ et al., 2021);

(iv) Gelatinase: esta diretamente relacionada ao grupo de fatores enzimaticos RTX
citolisinas, sendo uma enzima pertencente ao grupo das metalo enzimas. Atua
na degradacdo de um grande grupo de componentes biol6gicos importantes
como proteinas, colageno, caseina e hemoglobina. E descrita como um fator
de viruléncia importante em patovares de E. coli que degradam tecidos
causando lesdes graves. Alguns trabalhos relacionam a presencga desta enzima
em sorovares uropatogénicos de E. coli (SHRUTHI et al., 2012; MAINIL, 2013;
NIYAS; GOPINATH, 2018; SHAH et al., 2019).

Portanto, a caracterizacdo os fatores de viruléncia e resisténcia em cepas
multirresistentes de Eschercia coli € de grade importancia tanto para o entendimento
dos padroes de infecgdes ocasionadas por estas assim como, permite o
desenvolvimento e escolha de estratégias mais eficientes para o controle e combate
desse microrganismo. Também contribuindo diretamente na busca de novos
antimicrobianos que combatam os mesmos, tanto no ambito hospitalar quanto no

combate ao processo infeccioso durante a terapéutica clinica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolados bacterianos

Foram utilizados 44 isolados de E. coli oriundos de pacientes com infec¢ao
hospitalar e cedidos gentilmente pela bacterioteca do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (HU-UNIVASF) e mantidos em
freezer a -80 °C. Estes isolados foram previamente caracterizados quanto ao perfil
morfologico, bioquimico e de resisténcia aos antimicrobianos com o auxilio do
sistema automatizado BD Phoenix™ 100. Duas cepas padrdo de E. coli foram
também utilizadas neste estudo (ATCC 25922 e ATCC 2452).

3.2. Avaliacado da Resistencia aos Antibiéticos (Antibiograma)

Para que fosse possivel um entendimento dos padrbes de resisténcia e
sensibilidade aos antibiéticos foi realizada uma nova rodada de antibiograma com a
finalidade de aumentar o nimero das classes e de antibiéticos testados (CLSI,
2019). Assim, foram selecionados os antibidticos: Azitromicina 15ug; Ceftazidima
30ug; Ciprofloxacina 5ug; Nitrofurantoina 300ug e Ofloxacina 5ug. Para tanto, um
in6culo de cada isolado foi ressuspendido em solucdo salina 0,85% até atingir o
ponto 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 10° unidade formadora de coldnia-
UFC/mL). Apés isso, foram plaqueados em meio Muler-Hinton (MH) contendo 2% de
agarose, com o auxilio de um swab descartavel estéril embebido na solu¢do salina
contendo o inocuo, adicionados aos discos dos antibidticos e incubados a 37°C por
24h para medicdo dos halos e caracterizacdo dos resultados de acordo com o0s
valores estabelecidos pelo CLSI (2019).

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi estabelecido
conforme proposto por Krumperman (1983). Este método consiste em se avaliar a
razao entre o numero de antimicrobianos a que o isolado apresenta resisténcia
dividido pelo numero de antimicrobianos testados (IRMA= N° antimicrobianos

resistente/N° de antimicrobianos testados). Isolados com valor de IRMA > 0,2 foram
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caracterizados como sendo de alta periculosidade de contaminacdo e aqueles com
IRMA < 0,2 como sendo de baixa periculosidade de contaminacao.

3.3. Avaliagéo da viruléncia dos isolados
3.3.1. a-Hemolisina

A deteccdo da a-Hemolisina foi feita através da metodologia descrita por
Raksha et al. (2003), onde as coldnias bacterianas foram adicionadas em um tubo
contendo 5 mL de solucdo salina estéril para cada bactéria isolada e turvadas na
escala de 0,5 Mac Farland (1,5 x 10° unidades formadoras de colénia — UFC / mL).
Apés isso o conteudo de cada tubo sera inoculado pelo método de estria em placas
contendo meio agar sangue ovino 5%, como o auxilio de swab estéril. A presenca da
hemolisina € obtida através da visualizacdo em placa da hemdlise total ou parcial do

meio.
3.3.2. Teste de Hidrolise de Gelatina

A identificacdo da producdo da gelatinase foi feita utilizando-se tubos de
ensaio contendo 3 ml de meio de cultura enriquecido com gelatina. Os isolados
foram inoculados apés 24h de crescimento em placa, com o auxilio de um fio
bacteriol6gico e incubados em temperatura de 37 °C por até sete dias. Como
controle positivo utilizou-se uma cepa de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
e um tubo sem inoculagcdo como controle negativo (MacFADIN, 2000). Os resultados
foram observados apos 24h, 48h, 72h e 144h de crescimento como o intuito de

detectar a hidrolise do meio.

3.4. Analise da Presenca da Bomba de Efluxo

Através do método proposto por Bjorland et al. (2005) foi possivel avaliar a

presenca da bomba de efluxo nos isolados de E. coli apés 24h de inoculagdo. A
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andlise da bomba de efluxo € caracterizada através do acumulo intracelular do
Brometo de Etidio (EtBr), o qual quando presente confere a coldnia bacteriana uma
cor avermelhada sob a incisdo da luz UV. Assim, os isolados foram plaqueados em
meio Muller-Hinton agar (MH-agar) contendo EtBr (0.5 pg/mL) por 24 horas a 37 °C.
Apés isso, os resultados foram obtidos através da analise de fluorescéncia sob luz
UV com o auxilio de trans iluminador Accuris E3000uv, onde na presenca de bomba

de efluxo a colbnia bacteriana ndo apresentaria fluorescéncia.

3.5. Deteccéo de p-lactamases de espectro estendido

3.5.1. Triagem de isolados produtores de B-lactamases

Para o teste de deteccdo de B-lactamases foi feito uma triagem previa dos
isolados de acordo com o protocolo estabelecido pelo CLSI (2019). Um indculo
pesado dos isolados foi ressuspendido em solucao salina 0,85% até atingir o ponto
0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 unidades formadoras de col6nia — UFC / mL),
apos isso foram plaqueados em meio Muler-Hinton (MH) contendo 2% de agarose,
com o auxilio de um swab descartavel estéril embebido na solucéo salina contendo o
incluo e adicionados os discos dos antibiéticos: Aztreonam 30u; Ceftazidima 30ug;
Cefotaxima 30pg e Ceftriaxona 30ug.

As placas foram incubadas a 37°C por 24h. Apés isso, foi feita a medida dos
alos dos antibiéticos e a classificacdo como: Sensivel; Intermediario e Resistente de
acordo com valores pré-estabelecidos pelo CLSI (2019). Com a andlise dos
resultados, os isolados que apresentaram o padrdo de resisténcia aos antibidticos

testados foram selecionados como potenciais produtores de p-lactamases.

3.5.2. Deteccgéao de B-lactamases de espectro estendido por disco aproximacgéao

Os isolados selecionados apos a triagem foram novamente testados de
acordo com o protocolo estabelecido pelo CLSI (2019). Um in6culo pesado desses
isolados foi ressuspendido em solucdo salina 0,85% até atingir a escala 0,5 de
MacFarland (1,5 x 10° unidades formadoras de colénia — UFC / mL) e plaqueados

em meio MH agar com o auxilio de um swab estéril e adicionados os discos dos
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antibioticos: Amoxicilina + ac. Clavulanico 30ug; Aztreonam 30y; Ceftazidima 30pug;
Cefotaxima 30ug e Ceftriaxona 30ug.

Todos os discos foram dispostos a uma distancia de 20 mm entre si, para que
fosse possivel a visualizacdo da intersec¢gao dos alos, conhecido como “zona
fantasma”, o que caracterizou o isolado como positivo para a producado de p-

lactamases.

3.6. Formacéao de Biofilme

A andlise da capacidade de formacao de biofilme foi feita através do método
agar vermelho congo estabelecido por Freeman, Falkiner e Keane et al. (1989). Foi
adicionado ao meio Brain Heart infusion (BHI) 37g/L, sacarose 50g/L, agar
bacteriol6gico 10g/L e o corante vermelho congo 0,8g/L. Para preparacao do meio
foi feita a separacdo e ressuspensdo do corante em agua destilada, 10%
descontado do volume desta que seria utilizada na preparacdo do meio BHI,
autoclavado separadamente.

ApOs atingir a temperatura de 55°C o corante vermelho congo foi unido ao
meio BHI enriquecido com sucrose em fluxo laminar e foi realizada a montagem das
placas para o teste, no mesmo dia. Foi utilizado um inéculo de cada isolado para o
plagueamento em meio agar vermelho congo e incubado a 37 °C por 24h para a
leitura dos resultados.

3.7. Analise dos Dados

Os dados foram tabulados no Excel (Microsoft 365®). Os resultados foram

analisados utilizando-se de andlise descritiva com porcentagem simples.
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4. RESULTADOS

4.1. Resisténcia aos antimicrobianos

Os antimicrobianos foram classificados como sensivel, resistente e
intermediario (CLSI, 2019) conforme o Quadro 1. Houve alto indice de resisténcia a
antibidticos das classes das Penicilinas (Ampicilina- 86,4%);
49%); 47,7%);
(Trimetropim+ Sulfametroxazol- 47,7%) e Fluroquinolonas de 32

(Levofloxacina- 34,1% e Ofloxacina 42%).

Quinolonas

(Ciprofloxacino- Cefalosporinas  (Cefepima Sulfonamidas

geracao

Quadro 1: indice de resisténcia dos isolados de E coli aos antimicrobianos, divididos

segundo a classe medicamentosa.

Classes dos Antimicrobianos Sensivel Intermediario Resistente
Aminoglicosideo - - -
Gentamicina (36) 81.8% (0) 0% (8) 18.2%
Carbapenemicos - - -
Ertapenem (33) 75% (0) 0% (11) 25%
Imipenem (42) 95.5% (0) 0% (2) 4.5%
Meropenem (37) 84.1% (0) 0% (7) 15.9%
Cefalosporina - - -
Ceftriaxona (22) 50% (0) 0% (22) 50%
Cefepima (23) 52,3% (0) 0% (22) 47.7%
Ceftazidima (27) 63% (7) 16% (9) 21.0%
Cefamicina - - -
cefoxitina (42) 95% (0) 0% (2) 5%
Fluroquinolona 3° geragao - - -
Levofloxacina (29) 65.59% (0) 0% (15) 34,1%
Ofloxacina (24) 56% (1) 2% (18) 42%
Macrolideos - - -
Azitromicina (34) 79% (0) 0% (9) 21%
Nitrofunos - - -
Nltrofurantoina (42) 95% (2) 5% (0) 0%
Penicilina - - -
Ampicilina (6) 13.6% (0) 0% (38) 86,4%
Peraciclina+ Tazobactan (39) 88.6% (2) 4.6% (3) 6.8%
Quinolonas - - -
Ciprofloxacino (21) 49% (1) 2% (22) 49%
Sulfonamidas - - -
Trimetropim+ sulfometroxazol (21) 49.3% (0) 0 % (21) 47.7%

Fonte: Oliveira (2022)
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Dentre os antimicrobianos testados, a Ampicilina (87%; N= 38/44),
pertencente a classe das penicilinas, e a Ceftriaxona (50%, N= 22/44), pertencente a
classe das cefalosporinas, foram os que apresentaram maior indice de resisténcia.
Por outro lado, Nitrofurantoina (0%; N= 0/44), Imipenem (5%; N= 2,5/44) e a
Cefoxitina (5%; N= 2,5/44) apresentaram o menor indice de resisténcia. A
Nitrofurantoina apresentou indice de sensibilidade de 95% (N= 42/44) e indice
intermediario de 5% (N= 2/44) (Figura 2).

Figura 2: Percentual de resisténcia dos 44 isolados de E. coli.
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Fonte: Oliveira (2022)

Quanto a sensibilidade dos isolados, houve alto indice de sensibilidade para
os antibidticos das classes dos Nitrofuranos, Aminoglicosideos e Carbapenemicos.
Assim, 95% (N= 42/44) apresentaram sensibilidade ao Imipenem e 84% (N= 37/44)
ao Meropenem, seguidos pelo Ertapenem (75%, N= 22/44), também pertencente a
classe dos nitrofuranos. Este achado demonstrou que os Nitrofuranos foram a classe
de antimicrobianos mais eficiente contra estes isolados (Figura 3).

Dos 44 isolados utilizados no presente estudo, 66% (N= 29/44) apresentaram
IRMA > 0,2. Para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos, os valores de
IRMA foram agrupados de acordo com o numero de antibiéticos aos quais 0s
isolados foram testados como resistentes: 0 antibidticos (3 isolados); 1 antibiotico (2
isolados); 2~6 antibidticos (20 isolados); 7~9 antibidticos (8 isolados); 10~14

antibioticos (11 isolados) (Figura 4).
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Figura 3: Perfil de sensibilidade dos isolados de E coli frente aos antimicrobianos
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Figura 4: indice de Resisténcia aos Antimicrobianos (IRMA) dos isolados de E coli.
Onde: 0 antibiéticos (N= 3 isolados); 1 antibiético (N= 2 isolados); 2~6 antibiéticos
(N= 20 isolados); 7~9 antibiéticos (N= 8 isolados); 10~14 antibiéticos (N= 11
isolados).
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o
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Fonte: Oliveira (2022)

Os isolados foram agregados em trés grupos de multirresisténcia, onde 46%
(N= 20/44) foram resistentes a 2~6 antibibticos; 18% (N= 8/44) a 7~9 antibitticos e
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25% (N= 11/44) a 10~14 antibioticos (Figura 5). Além destes, foram visualizados
isolados, caracterizados como n&o multirresistentes, 0s quais nao apresentaram
resisténcia a nenhum dos antibidticos (7%, N= 3/44) ou que foram resistentes a
apenas 1 antibiotico testado (4%, N= 2/44).

Figura 5: Perfil de multirresisténcia dos isolados de E coli agrupados em quantidade
de antibibticos aos quais apresentaram resisténcia.

Perfil de Multiresisténcia dos Isolados

M 0 antibiético

M 1 antibidtico
[712~6 antibidticos
[117~9 antibidticos

1 10~14 antibidticos

Fonte: Oliveira (2022)

Para uma melhor visualisacdo dos perfis de resisténcia dos isolados aos
antimicrobianos de acordo com a classes dos antibitticos testados foi constuido o
Quadro 2. Os resultados indicaram uma maior incidéncia de trés perfis: CARBA,
CEFALO, PEN, PEN+IBL, SULFO (N= 2/44); (AMINO, CEFALO, FLURO, PEN,
PEN+IBL, QUINO, SULFO) (N= 2/44) e (CEFALO, FLURO, PEN, PEN+IBL, QUINO,
SULFO) (N= 3/44).
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Quadro 2: Perfil de resisténcia dos isolados de E. coli de acordo com as classes dos antibiéticos testados (Aminoglicosideo
(AMINO); Carbapenemicos (CARBA); Cefalosporina (CEFALO); Cefamicinas (CEFA); Fluroquinolona 32 geracdo (FLURO);
Macrolideos (MACRO); Nitrofunos (NITRO); Pencilinas (PEN); Penicilinas + Inibidor de Betalactamases (PEN+IBL); Quinolonas
(QUINO); Sulfonamidas (SULFO)).

Isolado

AMINO CARBA CEFALO

CEFA FLURO MACRO NITRO

PEN

PEN+IBL QUINO SULFO

157
159
160
172
176
178
179
181
182
189
194
195
244
245
246
247
248
253
256
264
265
275
277

1
1

1

N N N N

N

1

e

1
1
1

I

1

L
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= = -

278
281
286
292
293
294
295
296
300
302
303

304
306
308
312
315
318
325
327
329
330
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4.2. Fatores de Viruléncia dos isolados

4.2.1. a-Hemolisina

Dos isolados testados 18% (N= 8/44) apresentaram padrdo positivo para
producdo de a-hemolisina, ocasionando uma hemdlise parcial do meio, como exibido

na Figura 6.

Figura 6: Producdo de a-hemolisina pelos isolados de E. coli. Onde: Cepas 195 e
293 sé&o produtoras de a-hemolisina e as cepas 194 e 286 s&o nao produtoras de a-

=

hemolisina.

Fonte: Oliveira (2022). Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal (CCA/UNIVASF).

4.2.2. Teste de Hidrélise da Gelatina

Nenhum dos isolados promoveu hidrélise da gelatina, quando comparados ao
controle positivo inoculado com P. aeruginosa (Figura 7).

Figura 7: Leitura do teste de hidrolise da gelatina com 24h (A) e 144h (B). Onde:
318: isolado de E coli; C(-): controle negativo e C(+): controle positivo inoculado com
P. aeruginosa.
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Fonte: Oliveira (2022).

4.3. Fatores de Resisténcia dos isolados

4.3.1. Analise da Bomba de Efluxo

Os resultados da andlise da bomba de efluxo foram analisados a partir da
Figura 8. Comparando-se os isolados de E. coli com os controles positivos (C+) e
negativo (C-) pdde-se classificd-los em positivos ou negativos para expressao de
bomba de efluxo. Assim, 86% (N= 38/44) dos isolados apresentaram um perfil
semelhante ao C+ e foram classificados como positivos para a expresséo do sistema
bomba de efluxo. Por outro lado, 14% (N= 6/44) apresentaram perfil semelhante ao
C- e foram classificados como negativos para a expressdo do sistema bomba de

efluxo.

Figura 8: Andlise da presenca de bomba de efluxo. As placas A, B, C, D, Ee F
foram divididas em oito regifes, onde foi plagueado o isolado de E. coli; C+: controle
positivo e C-: controle negativo.
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Fonte: Oliveira (2022).

4.3.2. Detecgao de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Através da triagem dos isolados foi possivel identificar 46% (N= 20/44) deles
apresentando resisténcia aos antibioticos testados, podendo indicar uma possivel
producéo de B-Lactamases. Na sequéncia, a deteccdo da produgédo de ESBL indicou
a formacgao da “zona fantasma” (Figura 9) que caracterizou sua producdo em 18%
(N=8/44) dos isolados.

Figura 9: Detecgédo de B-lactamases de espectro estendido pelo método de disco
aproximacdo. Nota-se a formagdo da “Zona Fantasma” (seta) entre os alos
caracterizando a amostra como positiva para producao de B-lactamase.

46



Fonte: Oliveira (2022).

4.3.3. Producéo de Biofilme

A producao de biofilme foi confirmada pela visualizagdo do escurecimento do
meio (Figura 10). Assim, 46% (N= 20/44) dos isolados testaram positivo para
formacdo de biofilme. Isolados com padrédo de coloragdo em tons de rosa e sem
escurecimento do meio (54%, N= 24/44) foram classificados como ndo produtores

de biofilme. A cepa padrao ATCC 25922 foi ultilizada como controle positivo.
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Figura 10: Isolados positivos (com escurecimento do meio) e isolados negativos
(sem escurecimento do meio) para producao de biofilme.

Fonte: Oliveira (2022).

Através do agrupamento e analise dos dados obtidos, foi possivel caracterizar
os isolados quanto a seus mecanismos de viruléncia (a-hemolisina e Gelatinase),
resisténcia aos antimicrobianos (IRMA, Bomba de Efluxo, Formacao de Biofilme e 8-
lactamases) e periculosidade de contaminacdo. Essa caracterizacdo pode ser mais
bem visualizada no Quadro 3.
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Quadro 3: Agrupamento dos dados obtidos quanto aos fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcia. N° A.R: Numero de Antibiéticos Resistentes; N° C.A.R:
Numero de Classes de Antibidticos Resistentes; IRMA: indice de Resistencia
Multipla aos Antimicrobianos.

E_coli N® AR N°C.AR IRMA Bomba deEfuxo  Bioflme  p-lLactamase Gelatinase a-hemolisina

157 5 4 0.25 #) (*) () ) ()
159 2 2 0.1 (#) A ) ) )
160 ) 6 0.3 () () () ¢ )
172 1 1 0.05 ) () ) ) (+)
176 1 1 0.06 (*) ) () ) (+)
178 12 7 063 (*) () (+) 3] )
179 5 5 0.25 (#) () ) ) )
181 3 3 0.17 (#) (*) ) ) 3]
182 3 2 0.15 (*) ) () () )
189 3 3 0.15 () C) ) ) 9]
194 2 2 0.11 C] C] ) ) )
195 2 2 0.11 #) 8] () ) (+)
244 3 3 0.15 ) (*) ) ) )
245 6 5 0.30 ) #) ) ) 9]
246 11 7 0.52 ) S ) ) ()
247 2 2 0.10 (*) ( () ) )
248 0 0 0.00 (#) (#) 3] ) 9]
253 7 5 0.35 (#) (5 () ) )
256 8 5 0.40 *) () () 9) )
264 10 7 053 (#) (4 ) () )
265 10 6 0.50 *) () () ) )
215 6 2 032 {*) (#) ) ) )
21 2 2 0.11 (+) () () ) )
278 9 6 0.47 ) () ) ) )
281 6 4 0.30 () ( ) ) 9]
286 7 5 044 ) C) ) ) ()
292 6 6 0.32 ) (#) ) ) )
293 6 3 0.32 8] 8] (*) 3) (*)
294 8 6 0.40 () (#) (#) ) 6
295 12 7 063 *) () *) ) )
296 1 6 058 (#) (*) () ) (+)
300 10 8 0.50 S ) *) ) )
302 7 7 0.35 () (#) () ) )
303 9 6 0.45 8] 8] (+) ) )
304 11 7 0.58 ) &) ) ) ()
306 0 0 0.00 ) () () ) (*)
308 11 5 058 (*) ) ) ) )
312 13 6 0.65 (#) A (*) 3] )
315 6 3 0.33 (*) S) ) ) )
318 7 4 0.39 (#) A () ) )
325 0 0 0.00 (+) ( ) 9) 9]
327 11 7 058 (*) (*) ) ) (+)
329 5 4 0.25 *) () () ) )
330 3 3 0.15 {*) () () ) 9]
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5. DISCUSSAO

E.coli é a bactéria comensal mais comum nos seres humanos, podendo
também se apresentar sob forma patogénica e causar infecgfes intestinais e/ou
extra intestinais (CAMELENA et al. 2019). Cepas de E. coli resistentes a
antimicrobianos sdo um problema de grande impacto na pratica clinica (CHRISTAKI
et al. 2019), sendo a resisténcia multipla a antibiéticos (AMR) uma das maiores
ameacas a saude publica (BALBI et al., 2020). Por isto, patégenos da familia das
Entereobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos sado classificados como
“prioridade 1 critica” (WHO, 2017). O uso indiscriminado dos antimicrobianos, ndo s6
pela populagdo em geral como pela prética clinica tem influenciado diretamente no
aumento dos indices dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos (SHING, et al,
2017).

Os isolados apresentaram alto indice de resisténcia aos antimicrobianos das
classes das penicilinas (Ampicilina= 87%) e cefalosporinas (Ceftriaxona= 50%),
antibiéticos B-lactamicos comumente utilizados na terapéutica clinica convencional
como primeira opgao de tratamento contra infecgdes bacterianas (SINGH et al.
2017). Portanto, os achados deste estudo reforcaram a importancia da
caracterizacdo dos perfis de resisténcia das cepas isoladas para o sucesso do
tratamento de infec¢cdes hospitalares assim como a sua disseminacdo no ambito
hositalar.

Padrbes superiores de resisténcia foram observados por Santos et al. (2014),
onde 95% dos isolados apresentaram resisténcia a ampicilina e 65% a ceftriaxona.
Por outro lado, os valores deste estudo foram superiores aos encontrados por Shah
et al. (2019) em amostras de pacientes que desenvolveram quadros de infeccbes
urinarias na India, foi possivel observar que 51% dos isolados apresentaram
resistencia a ampicilina e 40% a ceftriaxona e em Silva Souza et al. (2020) foi
possivel observar, em amostras derivados de infec¢cbes nasais em individuos
assintomaticos para infeccbes nasais, onde pode-se observar que  66,7%
apresentaram reistencia a ampicilina e 33,3% a ceftriaxona, respectivamente. Por
sua vez Vinodhkumar et al. (2021) observaram 60% de resisténcia a ceftazidima,

55,6% a ceftriaxona e 51,1% a ciprofloxacina em isolados oriundos de infec¢cdes em
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animais resgatados na india. Evidenciado uma alta presenca de cepas
multirresistentes ndo s6 em humanos assintomaticos como também em animais de
pequeno e grande porte.

Os isolados de E. coli também apresentaram alto indice de resisténcia aos
antibioticos da classe das Quinolonas, comumente utilizados no tratamento de
infeccbes mais severas (WHO, 2017). Os resultados de resisténcia podem ser
também corroborados através de achados por (RODRIGUES; BERTOLDI, 2019)
onde foi possivel determinar as principais classes de antimicrobianos utilizados na
terapéutica clinica (Cefalosporinas, Penicilinas e Fluroquinolonas) o que pode
reforcar ainda mais os achados encontrados quanto aos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos. Implicando diretamente com o presente estudo, uma vez que se
podem perceber altos indicies de resisténcia aos antibidticos os quais sao citados
por (RODRIGUES; BERTOLDI, 2019) como sendo as opg¢des mais utilizadas na
terapéutica clinica hospitalar convencional, estudo esse que foi realizado em uma
rede de hospitais particulares no estado de Sédo Paulo entre marco de 2006 a junho
de 2016.

Também foi observado um alto indice de resisténcia ao Trimetropim+
Sulfametroxazol (49%), antimicrobiano da classe das Sulfonamidas e de alta
importancia clinica por ser utilizado tanto em humanos como em animais (WHO,
2017). Costa et al. (2006) observou 73,58% dos isolados resistentes ao
Trimetropim+Sulfametroxazol e Silva Souza et al. (2020) 66,7% dos isolados.

Assim, através da analise da resisténcia foi possivel classificar os isolados
guanto ao risco de contaminacdo através da determinacdo dos valores de IRMA,
sendo 89% (N= 39/44) de alto risco de contaminacdo, com valor maximo de IRMA
de 0,65. Resultados semelhantes foram visualizados Silva Souza et al. (2020;
IRMA= 0,66); Santos et al. (2014; IRMA= 0,61) em individuos assintomaticos para
doencas respiratorias no estado de Sdo Paulo e Costa et al. (2006; IRMA= 0,69)
Isolados oriundos de criatérios suinos no sul do pais.

A a-hemolisina € um dos fatores de viruléncia mais comuns em isolados
patogénicos de E. coli. Trata-se de uma enzima proteica téxica extracelular
produzida, que permite ao microrganismo colonizar e persistir em alguns tecidos do
hospedeiro, como o trato urinario (SHAH et al., 2019). O perfil de hemdlise parcial
(18%) evidenciado neste estudo foi inferior aos 47,4% observados por Mittal et al.
(2014); 32,3% de Shah et al. (2019) e 100% de Niyas e Gopinath (2018). Entretanto,
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0os estudos citados acima, apenas utilizaram cepas uropatogénicas de E. coli,
diferente do presente estudo que utilizou uma amostragem geral de isolados
patogénicos.

A gelatinase, um outro fator de viruléncia, € uma protease da classe das
metallo-proteinases que confere ao microrganismo a capacidade de hidrolise de
matrizes proteicas, atuando diretamente como um fator de viruléncia importante, pois
permite colonizagcdo do hospedeiro (NIYAS; GOPINATH, 2018). No presente
trabalho, nenhum dos isolados apresentou padrdo positivo para producdo de
gelatinase corroborando com a literatura (NIYAS; GOPINATH, 2018; SHAH et al.,
2019). Entretanto, alguns autores, como ZHAO (2020). Evidenciam uma detecc¢éo
de genes responsaveis pela expressao de Gelatinase mesmo em cepas hao
produtoras do fenotipo positivo para tal caracteristica. Reforcando que esta
caracteristica pode ser melhor visualizada através de testes genéticos como a
técnica de PCR.

A bomba de efluxo confere ao microrganismo a capacidade de exportar para
0 meio extracelular componentes toxicos para a célula, que atuariam como
antimicrobiano, sendo caracterizado como um sistema multidroga ou droga
especifica que produz resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos Reuter
et al. (2020). Neste estudo 86% dos isolados, oriundos de quandros de infec¢des
hospitalares na Franca, foram positivos para este sistema, dos quais 89% eram
multirresistentes aos antimicrobianos. Resultados semelhantes foram descritos por
Moreira et al. (2008) que observaram 100% dos isolados, oriundos de amostras de
leite mastitico em Vigcosa-MG, expressando o sistema bomba de efluxo e de Cheteri
et al. (2019) onde 88,6% de expressao em Isolados multirresistentes de Escherichia
coli na India. Evidenciando a presenca deste fenbmeno em altas taxas ndo sé em
amostras isoladas no Brasil como em outra populagéao heterogénea.

Outro mecanismo importante para o entendimento da resisténcia aos
antimicrobianos tanto em microrganismos gram-negativos quanto nos gram-positivos
sdo as enzimas [B-Lactamases (AMBLER, 1980), que sdo 0S mecanismos mais
comuns de resisténcia aos antimicrobianos da classe dos p-lactamicos
(LIVERMORE, 1995). Nos microrganismos Gram-negativos, a producado de -
lactamases é o Unico maior contribuinte para a resisténcia aos B-lactamicos,
incluindo a resisténcia as oxiimino-cefalosporinas e carbapenémicos (LIVERMORE,

2009). No presente estudo 18% (N=8/44) dos isolados foram produtores de f-
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lactamases, valor inferior ao visto por El-Azziz et al. (2021) que evidenciaram alta
incidéncia (83,75%) e superior ao de Denisuik et al. (2013), que observaram 10,5%
de isolados produtores de pB-Lactamases. Através deste resultado foi possivel
observar uma baixa incidéncia desse mecanismo de resisténcia, o que pode de certa
forma evidenciar que os antibidticos das classes dos betalactamicos ainda podem
ser efetivos, quando utilizados para o tratamento de infec¢cdes ocasionadas por
estes microrganismos no vale do Séo Francisco.

A producd@o de biofilme € um mecanismo que contribui diretamente com a
patogenicidade do microrganismo, pois permite a adeséo e colonizagéo de tecidos
do hospedeiro, bem como a protecdo do microrganismo frente aos antimicrobianos
(ZHAO et al. 2020). A producdo de biofilme também pode ser uma problematica
qguando a eliminagdo de microrganismos do ambiente hospitalar uma vez que essa
caracteristica permite que esta sobreviva aos métodos de desinfeccdo comumente
utilizados na rotina hospitalar (KATONGOLE et al., 2020).

A producao de biofilme neste estudo (45%) foi superior aos 29% observados
por Nascimento et al. (2014) e inferior aos 62% de Shah et al. (2019) e 62,5% de
Katongole et al. (2020). Evidenciando que mecanismos e drogas que consigam
evadir esses mecanismos de resisténcia sejam mais eficientes no tratamento de
infeccbes ocasionados por estes microrganismos. Pode-se observar no presente
estudo que dois dos isolados (296,327) que obtiveram elevado indice de IRMA=0,58
testaram positivos para producdo de biofilme e o-hemolisina o que pode reforcar
ainda mais a periculosidade destes isolados, uma vez que podem ser mais dificeis
de eliminar e mais faceis de colonizar os tecidos do hospedeiro.

Correlacionando-se os dados obtidos a partir das analises da viruléncia e da
resisténcia aos antimicrobianos, assim como 0s mecanismos por tras desse fenotipo
de resisténcia, foi possivel obter um melhor entendimento quanto as caracteristicas
fenotipicas de viruléncia e resisténcia dos isolados de E. coli. PGde-se observar que
alguns isolados (178; 265; 295; 327) além de possuirem um valor de IRMA elevado
(>0,50) Isto os caracteriza como de alta periculosidade de contaminacdo, pois
apresentaram valor de IRMA superior aos 0,2 estabelecido por Krumperman (1983).
Além dos altos valores de IRMA os isolados também apresentaram producédo de
mecanismos de resisténcia testados (B-lactamases, bomba de efluxo e producédo de

biofilme) assim como os a producédo de a-hemolisina.

53



Além disso, estes isolados apresentaram também um perfil fenotipico positivo
para producao dos mecanismos de resisténcia e viruléncia, fazendo com que estes
sejam ainda mais preocupantes e perigosos quanto a contaminacdo e sua

disseminacdo no meio ambiente.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que os isolados bacterianos de E. coli responsaveis por diversas
infecgbes hospitalares no Vale do Rio S&o Francisco apresentam perfis de
resisténcia para as principais classes de antimicrobianos utilizados na terapéutica
clinica, sdo produtores de fatores de viruléncia (a-hemolisina) e de mecanismos de
resisténcia (bomba de efluxo, B-lactamases e formacdo de biofilme). O fato de
alguns isolados apresentarem alto indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos
acende um alerta para a contaminacao por estes.

O presente estudo também possibilitou uma visualizacdo das classes de
antimicrobianos mais resistentes entre 0s microrganismos, como as (penicilinas,
quinolonas, cefalosporinas, sulfonamidas e fluroquinolonas). Estes achados
contribuem para escolhas mais eficientes para o tratamento de infec¢cdes resistentes
ocasionadas por E. coli assim como fortalecem a necessidade do estudo e
desenvolvimento de novos mecanismos e ou estratégias para o combate destes
microrganismos multirresistentes tanto no ambiente hospitalar como um todo, quanto

na prética clinica.
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