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RESUMO

Distribuicdo clonal de Escherichia coli isoladas em infec¢c6es do trato urinério

adquiridas na comunidade no periodo de 2001 a 2009 na cidade de Salvador - Bahia

Maria Goreth Matos de Andrade Barberino

Orientador: Dr. Edson Duarte Moreira Junior

Tese (Doutorado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz, Fundacao Oswaldo Cruz, Salvador, Bahia

Introducdo: A infeccdo do trato urinario (ITU) é considerada a segunda infeccdo mais
comum em humanos, estima-se que ocorram cerca de 150 milhdes de casos de ITUs por
ano no mundo. O aumento das taxas de resisténcia aos antimicrobianos entre os
uropatégenos tem tornado mais dificil o tratamento das ITUs. Objetivo: Determinar a
distribuicdo clonal das cepas de E. coli isoladas em pacientes com ITU adquirida na
comunidade de acordo com o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e avaliar o
papel dos grupos clonais na disseminagao e persisténcia da resisténcia nestas infecgoes.
Métodos: Foram isoladas 874 cepas de E. coli em pacientes com ITU, procedentes de
unidades ambulatoriais em trés hospitais na cidade de Salvador-Ba, no periodo de 2001
a 2009. O perfil de susceptibilidade foi determinado por microdiluicdo em placa
(Microscan-Siemens®). Nas amostras selecionadas para genotipagem (n=275), a
identificacdo dos grupos clonais foi realizada pela comparacdo dos padroes de PFGE,
utilizando os critérios de Tenover (1995). Em todas as etapas do estudo foi utilizada como
controle de qualidade a cepa ATCC E. coli 25922. Resultado: Entre os antibiéticos
testados, a maior prevaléncia de resisténcia foi encontrada para ampicilina (AMP) (49%),
cefalotina (12-33%) e sulfametoxazol-trimetropin (SXT) (36-42%). A taxa de resisténcia a
ciprofloxacina (CIP) variou de 9 a 14%. Na analise da distribuicdo clonal, segundo os
fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos, encontramos maior predominio de um grupo
clonal CgA (63%) entre as cepas consideradas multidroga resistentes. Diferentemente
das amostras com algum grau de resisténcia ou multi-sensiveis, nas quais observamos
diversidade clonal. Conclusao: A alta prevaléncia de resisténcia a SXT, AMP e cefalotina
contraindica o uso destes antimicrobianos no tratamento empirico das ITU adquiridas na
comunidade. A taxa de resisténcia a CIP relativamente alta, alerta para o aumento e
disseminacdo de resisténcia a este antimicrobiano na comunidade. Isto ira dificultar e
onerar o tratamento destas infeccbes. Observamos a surgimento de um grupo clonal
(CgA) no periodo final do estudo (2008 a 2009) associado as cepas multidroga
resistentes. Este achado sugere que a expansao de determinados clones pode ter um
papel importante na disseminacdo de resisténcia bacteriana em ITUs adquiridas na
comunidade.

Palavras-chave — 1. Infeccdo do trato urinario. 2. Escherichia coli. 3. Resisténcia
bacteriana. 4. Clonalidade de E. coli. 5. Grupo clonal A.



ABSTRACT

Clonal distribution of community acquired Escherichia coli isolated from urinary tract infections
from 2001 to 2009 in the city of Salvador — Bahia - Brazil

Maria Goreth Matos de Andrade Barberino

Advisor: Dr. Edson Duarte Moreira Junior

Thesis (Ph.D. in Biotechnology in Health and Investigative Medicine) - Gongalo Moniz
Research Center, Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, Bahia

Introduction: Urinary tract infection (UTI) is considered the second most common infection in
humans. It is estimated that there are about 150 million cases of UTIs per year worldwide.
Increasing rates of antimicrobial resistance among uropathogens challenges UTI treatments.
Objective: To determine the distribution of clonal strains of E. coli isolated from patients with
community-acquired UTI according to the profile of antimicrobial susceptibility; and to evaluate
the role of clonal groups in the spread and persistence of resistance in these infections.
Methods: Eight hundred seventy four strains of E. coli were isolated from patients with UTI,
coming from outpatient clinics in three hospitals in the city of Salvador - Bahia, from 2001 to
2009. The susceptibility profile was determined by broth microdilution method (Siemens -
Microscan ®). The samples selected for genotyping (n = 275) were identified for clonal groups
by comparing the patterns of PFGE, using the criteria of Tenover (1995). All study stages were
guality control by strain E. coli ATCC 25922. Results: Among the antibiotics tested, the
highest prevalence of resistance was for ampicillin (AMP) (49%) followed by trimethoprim -
sulfamethoxazole (SXT) (36-42%) and for cephalothin (12-33%). The rate of resistance to
ciprofloxacin (CIP) ranged between 9-14 %. In the Clonal Analysis distribution, performed
according to antimicrobial resistance phenotypes, we found a higher prevalence of a clonal
group CgA (63%) among multidrug resistant strains. This result differs from samples with
some degree of resistance or multi-sensitive in which we observed clonal diversity.
Conclusion: The high prevalence of resistance to SXT, AMP, and cephalothin contraindicate
the use of these antibiotics in the empirical treatment of community-acquired UTI. The
relatively high rate of resistance to CIP, raises attention to the increase and spread of
antimicrobial resistance in this community and potentially complicate and encumber the
treatment of these infections. We observe the emergence of a clonal group (CgA) in the final
period of the study (2008-2009) associated with multidrug resistant strains. This finding
suggests that the expansion of particular clones may have an important role in the spread of
bacterial resistance in community-acquired UTI.

Keywords - 1. Urinary tract infection. 2. Escherichia coli. 3. Bacterial resistance. 4. E. clonality
coli. 5. Clonal group A
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1.0 - INTRODUCAO

1.1- Escherichia coli
E uma bactéria pertencente a Familia Enterobacteriaceae, anaerdbia

facultativa, Gram negativa, ndo formadora de esporos, mével ou imoével. E um micro-
organismo tido como habitante natural da microbiota do trato intestinal de humanos e
da maioria dos animais de sangue quente, entretanto, 10% é capaz de causar
doencas intestinais e extra-intestinais (SANTOS et al., 2009). Coloniza o trato
gastrointestinal do homem, logo apds o nascimento e pode causar doencas em
imunocomprometidos ou em caso de agressao do trato gastrointestinal. A razao para
esta relacdo entre a E. coli e o seu habitat, localizado essencialmente no célon, é
provavelmente pela sua capacidade de utilizacdo do gluconato presente no célon.
Entretanto, é descrito que existem clones de E. coli que ao longo do tempo podem
adquirir capacidade de viruléncia, podendo causar doencas em individuos sadios
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

E considerada a espécie de bactéria mais versatil entre as enterobactérias, e
mais frequentemente isoladas em cultura de fezes e urina, além de ser o agente mais
frequente isolado nas infec¢des diarreicas e infeccéo do trato urinario (GOETTSCH et
al., 2000) Cepas patogénicas de E. coli intestinal sdo raramente encontrados nas
fezes de individuos saudaveis e normalmente ndo causam doenca extra-intestinal
(CLERMONT et al., 2011).

O processo evolutivo tem como resultado a selegéo de linhagens de E. coli com
diferentes potenciais infecciosos. Observando através de uma perspectiva da
capacidade patogénica, na maioria das vezes, as cepas que causam infeccdo
intestinal, ndo causam doencas extra-intestinais e vice-versa. A base genética para
esta dicotomia clinica tem sido compreendida na ultima década (RUSSO; JOHNSON,
2003).

Os isolados de E. coli de importancia para os seres humanos, séo classificadas
em trés grupos, segundo, a genética e critérios clinicos: comensais, patogénicas

intestinais e patogénicas extra-intestinais. A E. coli comensal difere evolutivamente da
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E. coli patogénica por ndo apresentar, em seu genoma, 0s genes que codificam os
fatores de viruléncia.Tanto as infeccfes consideradas intestinais como as extra-
intestinais sdo causadas por cepas que albergam numerosos fatores de viruléncia
(FVs) localizados em plasmideos, bacteriéfagos ou no cromossomo bacteriano. Varios
estudos tém mostrado que cepas de E. coli patogénicas podem ser derivadas de
cepas comensais por aquisicdo cromossémica ou extra cromossdmica de operons de
viruléncia (JOHNSON; KUSKOWSKI, 2000; DURIEZ et al., 2001).

As cepas patogénicas tém ao longo dos anos, evoluido e adquirido a
capacidade de colonizar o trato gastrointestinal, urindrio e até causar doencas
invasivas, provavelmente através de elementos genéticos (plasmideos, fagos,
transposons) que as tornam capazes de adaptarem em hospedeiros distintos. Esta
plasticidade genémica pode ser responsavel pela capacidade de colonizar, multiplicar
e causar danos em ambientes diversificados (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Em 1984, Ochman e colaboradores, estudando as variantes de E. coli
classificaram em seis grupos filogenéticos baseando-se no polimorfismo eletroforético
das esterases e outras enzimas. Estes grupos foram designados: A, B1, B2, C,D e E.
Outros estudos gendmicos, realizados por PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)
também mostraram que amostras de E. coli apresentavam variabilidade. A analise
demonstra que 0s grupos comensais (ndo patogénicas) estdo associados aos grupos
filogenéticos A e Bl, e diferem das cepas patogénicas por nao possuirem
determinantes de viruléncia especializados, que causam infeccdes intestinais ou
extra-intestinais. JA as amostras patogénicas intestinais se agrupam de forma similar
nos grupos A, B1 e D. Diferentemente, destes dois grupos, as extra-intestinais sédo
procedentes, em sua maioria, dos filogrupos B2 e D (SANTOS et al., 2009; KATOULI,
2010).

Entre estes grupos filogenéticos, isolados de E. coli tém sido relacionados a
uma ampla gama de doengas que afetam animais ou seres humanos em todo o
mundo. Até o momento, oito espécies e seus mecanismos de doenca tém sido
estudadas (JOHNSON; KUSKOWSKI, 2000; CROXEN; FINLAY, 2010).
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1. 2 — Principais grupos de Escherichia coli

A aquisicdo de elementos genéticos moveis, tais como: fagos, plasmideos,
desempenham um papel importante na evolucdo de diferentes clones de E. coli
comensais e surgimento de E. coli patogénicas, associadas a quadros especificos. A
partir destas modificagcdes sado conhecidos dois grupos de E. coli (diarreiogénico e
extra-intestinal) (AHMED et al., 2008).

A diversidade fenotipica observada entre os grupos de E. coli, é resultado de
um grande namero de combinacdes de genes. Entretanto, apesar do elevado grau de
fluxo de genes, a estrutura desta populacdo permanece em sua maioria clonal, e seis
grupos filogenéticos bem definidos (A, B1, B2, D, E e F). Embora, ndo se conhec¢a o
sufuciente sobre as relacdes entre estes grupos e a especificidade dos hospedeiros,
apesar de amplamente descritos nos estudos baseados em diversas técnicas
(sorotipagem, Multilocus Sequence Typing (MLST), perfis de proteinas externas,
PFGE, ribotipagem e estudo de genes de viruléncia) que tem demonstrado certo grau
de relacédo entre isolados humanos e animais (CLERMONT et al., 2011).

1.2.1 — Grupo intestinal (diarreiogénico)

As principais doencas intestinais ou diarreicas sdo causadas por patégenos
intestinais, denominados como DEC (Diarrheagenic Escherichia coli) (AHMED et al.,
2008). O grupo de E. coli diarreiogénica, € classificado em seis diferentes subgrupos,
de acordo com os fatores de viruléncia especificos. A presenca destes fatores de
viruléncia determinam as caracteristicas epidemiolégicas e patologicas das sindromes
diarreicas distintas. Além desses fatores citados, outros sao descritos como
importantes nesta separacdo dos grupos, tais como: modo de transmissao,
caracteristicas do hospedeiro infectado, sorotipos e sorogrupos, fendtipos de
interacdo com células epiteliais intestinais e patogenicidade. Baseando-se nestas
caracteristicas e presenca destes fatores descritos, sdo reconhecidos diferentes
grupos de E. coli denominadas enterotoxigénica (ETEC), enteropatogéncia (EPEC),
E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente
aderente (DAEC) e enterohemorragica (EHEC), esta udltima sendo associada a
sindrome hemolitica urémica: SHU ( SANTOS et al., 2009; COSTA et al., 2010).
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E. coli enteropatogénica (EPEC)

E reconhecida como n&do produtora de toxina Shiga e como sendo associada
principalmente com diarreia esporadica, embora raros surtos tenham sido descritos.
Estes surtos sdo associados a ingestdo de alimentos ou agua contaminados, sendo
descritos em pessoas de qualquer idade. Entretanto, a maioria dos casos envolvem
criangas abaixo de seis meses em paises em desenvolvimento. No adulto, apesar de
ser parte da microbiota intestinal, ndo expressa 0s sintomas da doenca,
possivelmente por aquisicdo de imunidade (CROXEN; FINLAY, 2010; WANKE, 2012).

O mecanismo de patogenicidade é provavelmente secundario a trés etapas:
aderéncia as células epiteliais intestinais, destruicdo das microvilosidades com
secrecdo de proteinas e posterior adesdo aos enterdcitos do intestino delgado,
induzindo a lesado discreta e levando ao desarranjo do citoesqueleto, ocasionando
uma resposta inflamatoria e diarreia (DOYLE, 1991; WANKE, 2012).

E. coli enterohemorragica (EHEC)

E um patégeno associado a zoonoses, sendo 0s animais de criacao,
principalmente bovinos reconhecidos como reservatérios, podendo ainda, ser
encontrado em uma variedade de outros ruminantes.

Os surtos em geral, sdo associados ao consumo de carne mal cozida, leite,
alface, frutas entre outros. A facilidade de ocasionar surtos deve-se a necessidade de
uma dose infectante muito pequena (<100 células). Estes surtos ja foram descritos no
Japao, Reino Unido e Estados Unidos (EUA), onde se estima que sdo notificados
anualmente mais de 75.000 casos de infeccdo humana e 17 surtos/ano. Entre estes
casos, cerca de 5% evoluem para 0Obito, devido a SHU (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004; BELANGER et al., 2011).

O mecanismo de patogenicidade ocorre por inducdo da fixacdo da bactéria,
com uma discreta lesdo no coélon. Apresenta a capacidade de expressar a toxina
Shiga, podendo levar a absorcao sistémica e chegar ao rim, onde afeta as células
renais e endoteliais, devido a combinacéo de toxinas, citotoxinas e quimiocinas, que

ocasionam anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiéncia renal aguda, ou seja,
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sindrome hemolitica urémica (SHU), podendo evoluir para insuficiéncia renal aguda e
fatal (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; WANKE, 2012).

E. coli enterotoxigénica (ETEC)

O grupo ETEC provoca diarreia aguosa em humanos e outros mamiferos
jovens, além de individuos idosos, que pode variar desde um quadro leve, diarreia
autolimitante a uma doenca grave (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Este grupo
de E. coli, pode sobreviver em agua e alimentos, sendo considerada uma das causas
bacteriana mais comum em desidratacdo de criancas menores de dois anos,
especialmente, em paises em desenvolvimento. Outra forma de diarreia descrita
associada a este grupo € a diarreia do viajante, que ocorre preferencialmente em
regibes tropicais, em individuos expostos a agua e alimentos contaminados em
regides onde o saneamento basico é inadequado. Um inoculo relativamente grande é
necessario para produzir doenca; portanto, a transmissao de pessoa a pessoa nao é
significativo para este organismo. Atualmente os relatos apontam para emergéncia do
grupo ETEC como causadores de diarreia em regides desenvolvidas (KATOULI,
2010; WANKE, 2012).

Quanto a sua patogénese, a ETEC apds a transmissdo e invasdo no
hospedeiro, adere aos enterdcitos, elabora os fatores de viruléncia, sendo as fimbrias
responsaveis por esta adesdo e inducdo de uma diarreia aquosa pela secre¢cdo de
enterotoxina termo labil (LT), que é relacionada com a toxina da cllera e / ou toxina
estavel ao calor (ST), associada com a doenca humana (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

A doenca tem um curto periodo de incubacdo, em geral, menos de dois dias
antes do inicio dos sintomas e 0s principais sinais clinicos sdo: nauseas, célica
abdominal, vomitos e diarreia aquosa. Em viajantes a doencga é autolimitada, durando
trés a cinco dias, sendo considerada mais grave em criangas menores de cinco anos,

que residem em paises em desenvolvimento (WANKE, 2012).
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E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Este grupo apresenta uma semelhanca bioguimica, genética e patogénica com
a Shigella spp. O mecanismo da doenca ocorre pela invasdo da célula do epitélio
intestinal (co6lon), que lisa o fagossoma e através de movimentos da célula por
nucleacdo dos filamentos de actina, move-se lateralmente através do epitélio por
disseminacao célula-a-célula, provocando ulceracbes no colon. Os mesmos genes
parecem facilitar a patogénese de ambos EIEC e Shigella spp. (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

Trata-se de uma infeccado clinica pouco comum, embora subdiagnosticada. A
sintomatogia é caracterizada por diarreia aquosa, podendo ser ou ndo sanguinolenta,
0 paciente ainda pode apresentar calafrios e dores abdominais. Aproximadamente 11
sorotipos sdo responsaveis por infeccbes de EIEC e o principal deles € 0:124
(WANKE, 2012).

E. coli enteroagregativa (EAEC)

EAEC foi descrita em 1980, isolada em pacientes com diarreia, apos realizacao
de testes de aderéncia em células Hep-2 e observacdo de adesdo em cascata,
qguando se realizava cultura de células. A EAEC é considerada o segundo agente
mais frequentemente isolado em pacientes com diarreia do viajante, sendo superada
apenas pela ETEC em populacdes de paises em desenvolvimento e industrializados.
Também tem sido reconhecida como causa de diarréia endémica e epidémica,
principalmente em criancas, viajantes, além de ser associada com diarréia persistente
em adultos com infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; WANKE, 2012).

A patogénese da diarreia causada por este grupo, ainda ndo é bem entendida,
sabe-se apenas que séo capazes de induzir a liberag&o de interleucina (IL)-8. Outros
mecanismos provaveis sao: adesdo ao epitélio do intestino delgado e intestino grosso
formando um biofilme espesso, liberando enterotoxinas secretoras e citotoxinas,
provavelmente pela presenca de fimbrias de aderéncia e destruicAo da mucosa
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; WANKE, 2012).
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E. coli difusa aderente (DAEC)

E considerado um grupo heterogéneo, que apresenta um padrdo difuso de
aderéncia em células HelLa e células Hep-2. Também produz em sua maioria (80%)
adesinas fimbriais que utilizam proteinas celulares de superficie com funcdo de
protecdo das células contra os danos do sistema complemento (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Colonizam o intestino delgado e tém sido implicadas na diarreia em
criangas maiores 12 meses, além de infec¢des do trato urinario (ITUs) recorrentes em
adultos. A maioria dos autores reconhece a DAEC como uma categoria independente
de E. coli potencialmente diarreiogénica (JAMES, 1998; SERVIN, 2005).

A DAEC induz um efeito de transducdo de sinal caracteristico nos enterdcitos
do intestino delgado que se manifesta como o crescimento de longo dedo como
projecdes celulares, que contornam as bactérias (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

Dados epidemiol6gicos mostram que a depender do tipo de adesinas que as
cepas de DAEC expressam, elas podem estar envolvidas em 25 a 50% dos casos de
cistite em criancas e 30% dos casos de pielonefrite em mulheres gravidas ou podem
ser associadas com um aumento do risco de uma segunda ITU, sugerindo a sua

possivel associacdo com ITU recorrente ou crénica (SERVIN, 2005).

1.2.2 — Grupo extra-intestinal (ExPEC)
E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC)

Com base no sitio de isolamento e ndo nas caracteristicas filogenéticas, existe
um importante grupo de E. coli denominado extra-intestinal (EXPEC) que causa
diversas doencas infecciosas, tais como: meningites neonatais (MNEC), bacteremia,
osteomielite, feridas, celulite, infec¢des intra-abdominais e as uropatogénicas (UPEC)
associadas a cistite, pielonefrite e prostatite e por fim, as amostras isoladas de
infeccbes em aves, denominadas (APEC), responsaveis por septicemia, pneumonia,
pericardite com significativa morbidade e mortalidade, além dos consequentes
agravos econdmicos e perdas para industria avicola (JOHNSON; RUSSO, 2002;
SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; SANTOS et al., 2009; BELANGER et al.,
2011).
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As cepas de EXPEC sédo genicamente e epidemiologicamente distintas das
cepas comensais e patogénicas intestinais. Elas ndo produzem doenca entérica,
entretanto, podem colonizar assintomaticamente trato intestinal de até 20% dos
individuos normais (JOHNSON et al., 2002).

Apesar da capacidade de colonizacdo prolongada e assintomatica nos seres
humanos e de apresentarem um comportamento de viruléncia, as EXPEC sao
capazes de causar doencgas apenas quando saem do intestino e vdo para um sitio
primariamente estéril do corpo, causando infeccbes em diversos locais anatémicos
através da entrada em um sitio extra-intestinal estéril a partir de seu locus de
colonizacéo (coélon, vagina, orofaringe).

Entre as infec¢cdes adquiridas na comunidade causadas por EXPEC, a ITU
associada as cepas de E. coli tipo UPEC, é considerada a mais frequente,
acometendo principalmente mulheres na idade reprodutiva. ITU € considerada como a
principal causa de morbidade, mortalidade e custos associados aos cuidados de
saude, sendo avaliada como a segunda maior causa de infeccédo bacteriana, tanto na
comunidade como nos hospitais (JOHNSON et al., 2002). Também a ExXPEC é tida
como a principal causa de bacteremia por Gram negativos, seja nas infeccdes
comunitarias ou hospitalares. No ambiente hospitalar esta entre os principais agentes
que elevam a morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos e
expostos a procedimentos invasivos, além de acarretar um aumento no uso de
antibioticos ( SANTOS et al., 2009).

As infeccOes extra-intestinais causadas por E. coli sdo responsaveis por
milhdes de episddios de ITUs no mundo, sendo responsavel por 90% de todas as
infeccbes adquiridas na comunidade e, aproximadamente, 50% das infecg¢des
nosocomiais do trato urinario. Anualmente sédo notificadas cerca de 36.000 mortes por
sepse, além de custar aos EUA bilhdes de délares (JOHNSON; MURRAY, A. C. et al.,
2005; CAO et al., 2011). O tratamento das infec¢cdes associadas a EXPEC vem se
tornando cada vez mais complexo pela emergéncia e disseminacdo da resisténcia
aos antimicrobianos (ATMs) recomendados, tais como: fluoroquinolonas, 3-lactamicos
e SXT (GIUFRE et al., 2012).

Embora a EXPEC seja considerada um importante patégeno, associado a uma

diversidade de infeccOes e apesar de sua grande importancia, estas infeccbes nao
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sdo alvo de atencdo publica quanto as causadas pela E. coli enteropatogéncias,
especialmente a E. coli O157-H7, provavelmente devido a ndo comprovagdo da
associacdo das EXPEC com alimentos contaminados, além do fato das ITUs serem,
em sua maioria, associados a menor morbidade, levando as unidades de saude a ter
sua atenc¢dao voltada para detectar e reportar infec¢cdes causadas por E. coli intestinais
(JOHNSON; RUSSO, 2002; DEZFULIAN et al., 2003).

A evolugcdo das cepas de EXPEC ndo € bem compreendida, embora a
presenca de numerosos fatores de viruléncia extra-intestinais e o fato de pertencer
aos grupos filogenéticos B2 e D pode ser responsavel pelo desenvolvimento de
clones virulentos, provavelmente através de transferéncia horizontal de FVs, com a
capacidade de converter clones comensais em virulentos, podendo induzir infecgoes
extra-intestinais em portadores imunocomprometidos ou ndo ( JOHNSON; RUSSO, T.
A., 2002; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

A incidéncia de doencas induzidas pelo EXPEC aumenta com a idade dos
pacientes; por conseguinte, o aumento demografico na populacdo idosa em todo o
mundo indica que pode haver um correspondente aumento da incidéncia das doencgas
extra-intestinais induzidas por E. coli (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

A identificacdo no futuro, de outros reservatérios relevantes e vias de
transmissdo para EXPEC, pode evitar que individuos vulneraveis sejam expostos a
estas cepas. Além do bloqueio da colonizacao intestinal por EXPEC, que pode reduzir

0 risco de exposicdo de outros sitios corpéreos (JOHNSON et al., 2002).

Fatores de viruléncia em (EXPEC)

Os fatores de viruléncia determinam a invasdo de uma cepa no hospedeiro e
também sdo responsaveis pela sobrevivéncia de um micro-organismo em ambientes
menos favoraveis, como a urina. Varios sdo os FVs que colaboram com a
sobrevivéncia da E. coli, no trato gastrointestinal e persisténcia em sitios extra-
intestinais onde podem causar infeccdo. Estes incluem adesinas que séo
importantes na colonizacdo e proliferacdo do micro-organismo e inicio da infeccao
(P-pili, e fimbria tipo 1), toxinas (hemolisina, fator necrosante citotoxico e toxina
citoletal), antigenos de superficie (capsulas do grupo 1l e grupo Il e

lipopolissacarideo), invasinas (invasdo do endotélio cerebral, Ibel0), sistemas de
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captacédo do ferro (aerobactin, que sao receptores de ferro localizados na superficie
externa da bactéria e tem sido associado com 45-78% das UPECSs) e sistemas de
secrecdo (sistemas de secrecao do tipo lll). Estes fatores de viruléncia facilitam a
colonizagéo e invasao das superficies das mucosas comprometendo 0s mecanismos
de defesa do paciente e estimulando uma resposta inflamatéria nociva para o
hospedeiro (JOHNSON et al., 2002; DEZFULIAN et al., 2003; KATOULI, 2010).

Apesar da onipresenga de FVs comuns entre isolados clinicos de diferentes
sindromes e cepas patogénicas e comensais, 0s FVs do tipo fimbrias sdo os mais
comumente ligados aos isolados de E. coli de pacientes com cistites.
Tradicionalmente, EXPEC tém sido estudadas em sindromes clinicas, com a
suposicdo de que diferentes clones e os associados FVs sdo melhores na capacidade
de causar doenca em determinados sitios anatdbmicos e determinadas populagdes. A
delimitacdo dos FVs de EXPEC e elucidacdo dos mecanismos de acdo podem permitir
o desenvolvimento de intervencgdes especificas na viruléncia do patégeno, prevenindo
doencas (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

Considerando que a EXPEC constitui uma ameaca a saude, esforcos tem sido
praticados na tentativa de entender e identificar novos tipos de FVs através de
sequenciamento do genoma da E. coli. A identificacdo de sequéncias presentes em
agentes patogénicos é de grande contribuicdo para elucidagédo da dindmica das ITUs
(SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

EXPEC em alimentos

Apesar das infeccOes extra-intestinais causadas por E. coli ndo serem
geralmente associadas a surtos, evidéncias mostram que EXPEC podem ser
responsaveis por alguns surtos, a exemplo do surto descrito na Califérnia em 2001,
onde um grupo clonal foi associado a ITU na comunidade, com 49% dos isolados
resistentes a SXT. Estes isolados apresentando esta resisténcia também foram
encontrados em Michigan, Minnesota, Colorado e varios outros estados norte
americanos. Outros surtos provocados por EXPEC tem sido descritos no sul de
Londres, Dinamarca, Canada, causando ITU por E. coli com resisténcia mais
ampliada, devido a producédo de beta-lactamase do tipo ESBL (Beta-lactamase de

espectro estendido). A identificacdo dessas cepas em surtos sugeriu que fontes
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ambientais, provavelmente carne e outros alimentos contaminados, poderiam
desempenhar um papel relevante na propagacdo de E. coli geneticamente
relacionadas ( MANGES, et al., 2001).

Em Minnesota, Johnson e colaboradores (2005), realizaram culturas de 1648
amostras de itens alimentares para avaliar a prevaléncia de E. coli. Ao final do estudo
encontraram E. coli (9%) em aves e outros alimentos, carne de boi ou porco (69%) e
galinhas de capoeira (92%). O maior numero de isolados de EXPEC na carne pode
ser explicado pela contaminagdo de carcagas de animais com microbiota fecal do
hospedeiro, no processo de abate, processamento e uso de ATMs na producédo de
alimentos de origem animal. Os autores concluiram que os alimentos vendidos no
varejo foram contaminados com ExPEC resistente aos ATMs, deduzindo trata-se de
uma situacdo preocupante devido o aumento da prevaléncia de resisténcia dos
isolados de E. coli nas infec¢des clinicas ( JOHNSON et al., 2005).

Nos EUA Rodriguez-Siek e colaboradores (2005), analisaram 451 isolados de
APEC e observaram que a maioria das cepas compartilhavam caracteristicas de
viruléncia associadas com cepas ExXPEC. Além disso, comparando 524 isolados de
APEC com 200 amostras de UPEC, constataram que os dois grupos apresentaram
sobreposicao importante de sorogrupos, grupos filogenéticos e de gendtipos de
viruléncia, incluindo a presenca de certos genes associados com grandes plasmideos
transmissiveis da APEC (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).

No Canada, estudo realizado por Vincent e colaboradores (2010) também
sugeriu que os alimentos podem ser fonte de E. coli apresentando resisténcia
antimicrobiana. Derivados de carnes e aves de abate podem ser contaminados com
E. coli de origem animal, durante o abate, incluindo as que expressam antigenos de
EXPEC. Se ha um reservatorio de E. coli na alimentagdo dos animais, entdo a
utilizacdo de ATMs na racédo animal, pode selecionar espécies resistentes aos ATMs.
Além disso, ligacBes entre resisténcia antimicrobiana e cepas especificas de EXPEC
em produtos de origem animal, em especial carne de frango e cepas isoladas em
ITUs tém sido observado, levantando a hipotese de que carne de frango é o principal
reservatorio de E. coli que causa infec¢des extra-intestinais em humanos (JOHNSON
et al., 2005; VINCENT et al., 2010).
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Outro estudo realizado em Québec (Canada), onde foram avaliadas 1.561
amostras de E. coli isoladas a partir de animais em abatedouros e carne vendida no
varejo (bovinos 20%, galinhas 60% e 20% suinos) e seres humanos com ITU, em um
periodo de dois anos, identificou entre as amostras de carne a varejo, 15 grupos
clonais distintos, compreendendo 63 isolados (22 humanos com ITU, 41 de carnes,
entre elas 71% de frangos). Nas amostras de abatedouro foram encontrados oito
grupos clonais, entre 46 isolados de E. coli (17 de humanos e 29 de animais, entre
elas 79% eram de frangos). Com a predominancia dos isolados em carne de frango,
concluiram que outras carnes (boi, porco) apresentavam isolados menos provaveis de
ser clonais como os isolados de E. coli em ITU em humanos. Além de verificar atraves
de testes moleculares (MLST, ERIC2 - Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) que amostras humanas e amostras fecais de frangos em abatedouros
poderiam pertencer ao mesmo grupo clonal.

Os autores sugerem que EXPEC isoladas de fontes de alimento de origem
animal, especialmente frangos, podem ser implicadas em infeccoes de seres
humanos e enfatizam a possibilidade de que ExPEC causadoras de ITUs e outras
infeccbes extra-intestinais em humanos poderiam ser originadas de um reservatorio
alimentar animal, e alertam que novas intervencdes poderiam ser necessarias para
reduzir o nivel de contaminacdo de alimentos assim como o risco de transmisséo
(BERGERON et al., 2012).

Colonizagdo humana por EXPEC

A EXPEC coloniza cerca de 20% das pessoas saudaveis, podendo colonizar o
intestino de forma estavel sem causar infeccdo. Parte das cepas de E. coli desvia o
seu estado comensal como microbiota intestinal e assume um curso mais patogénico
com a capacidade de causar a doenga, intestinal e extra-intestinal. A colonizagcdo em
si ndo é suficiente, existe a necessidade de que a bactéria alcance um sitio extra-
intestinal com condicbes de aumentar a sobrevida e transmissdo entre o0s
hospedeiros, que se da através dos fatores de viruléncia especificos que podem
colonizar a area periuretral e o trato urinario. Esta diversidade entre as cepas de E.

coli geralmente sdo associados a presenca de uma variedade de ilhas de
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patogenicidade (IPAs), bacteriofagos, plasmideos e/ou transposons (AGARWAL;
SRIVASTAVA,; SINGH, 2012).

Variagbes genéticas e presenca ou auséncia de fatores de viruléncia podem
contribuir para dualidade de comensalismo versus viruléncia de populagdes de E. coli.
Na verdade, vérias infec¢des intestinais e extra-intestinais tém sido vinculadas a
clones especificos ou relacionados. A maioria dos isolados de E. coli responséaveis
por ITU e outras infeccBes extra-intestinais pertencem ao mesmo grupo filogenético
(B2) e em menor medida ao grupo D (ZHANG; FOXMAN; MARRS, 2002).

E. coli uropatogénica (UPEC)

As UPECs sdo compreendidas como as E. coli que desviam seu estado
comensal como microbiota do trato intestinal de mamiferos e assumem o seu estado
de cepa patogénica, causando doencas extra-intestinais, especialmente ITU. Esta
diversidade entre as E. coli é devido a presenca de determinantes genéticos
associados aos fatores de viruléncia e também relacionados a flexibilidade genética
entre estes isolados, além da possibilidade de transferéncia de genes através de
elementos genéticos moveis. Todas estas caracteristicas podem explicar as
diferencas genéticas e a evolucdo da capacidade de comensalismo, viruléncia e
colonizacédo (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; AGARWAL; SRIVASTAVA; INGH,
2012).

Outra observacéo relevante, € que as UPECs estdo inseridas em um conjunto
restrito de clones, com diferentes fatores de viruléncias (adesinas, fimbrias, toxinas,
hemolisinas, sistemas de aquisicdo de ferro, entre outros). Estes fatores permitem a
sobrevivéncia, colonizacdo e os efeitos citopaticos que exercem no trato urinario.
Acredita-se que apesar de um grupo restrito de clones, a difusdo de um Unico grupo
de UPEC pode ocorrer dentro de uma comunidade através de alimentos
contaminados (MANGES, et al., 2001). Outro aspecto relevante € que, isolados de
UPEC de pacientes sexualmente ativos costumam ser isolados em amostras fecais
de suas parceiras, indicando que provavelmente as ITUs podem ser adquiridas por
transmissao sexual (FOXMAN, 2002).

A UPEC tem a habilidade de colonizar o trato urinario e causar desde uma

cistite até uma pielonefrite, podendo evoluir para sepse. Estima-se que 80% dos
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episodios de ITU/ano sdo causados por cepas do tipo UPEC. Nos pacientes
hospitalizados de longa permanéncia, estas cepas podem desenvolver desde
pneumonia, bacteremia, até prostatite e normalmente apresentam um perfil maior de
resisténcia que amostras isoladas na comunidade (BELANGER et al., 2011).

Infeccbes do trato urinario (ITU) causadas pela UPEC estdo entre as mais
comuns infeccdes bacterianas, com implicacdes financeiras elevadas devido aos
custos diretos onde séo incluidas as consultas médicas, ambulatoriais, prescri¢cdes de
antibiéticos e despesas hospitalares, além dos custos indiretos associados a perda de
producdo (EJRNAES, 2011).

As UPECs isoladas em ITUs, fazem parte de um grupo geneticamente
heterogéneo que exibem vérios fatores de viruléncia associados a colonizagéo e
persisténcia das bactérias do trato urinario, além de permitir sua sobrevivéncia em
outros ambientes extra-intestinais, embora, muitos isolados de E. coli (UPEC) sejam
considerados clonais, ndo existe descricdo de um perfil fenotipico Unico causando ITU
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). As estirpes
virulentas de UPEC que causam cistite, normalmente produzem pelo menos, um
sistema de aderéncia. Além da adesédo bacteriana, varios fatores de viruléncia podem
contribuir para a patogenia da UPEC, faciltando a capacidade de aderir
especificamente para células uroepitelial e a expressdo de outros produtos
bacterianos aos tecidos, como toxinas, sistemas de aquisicdo de ferro e mecanismos
de evaséo de defesa (TIBA; YANO; LEITE, 2008).

Fatores de Viruléncia (UPEC)

Fatores de viruléncia (FVs) referem-se ao grau de patogenicidade de um
organismo, ou seja, a capacidade relativa de um agente patogénico de provocar
doenca. S&o reconhecidos como caracteristicas especificas que permitem o
organismo superar as defesas do hospedeiro e causar doenca (EJRNAES, 2011).

As UPECs apresentam maior numero de fatores de viruléncia, quando
comparadas com as E. coli isoladas de amostras fecais, proporcionando que as cepas
de UPEC sejam altamente adaptadas e apresentem facilidade para colonizar e
sobreviver na bexiga (MOURA et al., 2009). Em geral, a patogenicidade destes

isolados, tem sido relacionada a presenca de genes que codificam os fatores de
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viruléncia (FVs), que se organizam em grandes blocos denominados ilhas de
patogenicidade. Estes fatores podem ser disseminados de forma horizontal entre
cepas de E. coli, causando ITUs, meningites e bacteremia (MOURA et al., 2009).

Os fatores de viruléncia (FVs) associados com UPEC incluem adesinas (fimbria
P, fimbria de tipo 1, fimbria S e F1C), toxinas (hemolisina e fator citotoxico
necrosante), sideroforos (sistema aerobactin) e revestimentos polissacarideo
(cdpsulas 1) que permitem a habilidade da bactéria de se ligar e lesar as células e
tecidos do hospedeiro em sitios extra-intestinais, estimulando uma resposta
inflamatéria e subsequente doenca extra-intestinal (GUYER et al., 2000).
Recentemente, um novo gene de uroviruléncia, foi relatado, apés ter sido encontrado
com maior frequéncia em estipes de UPEC. Este gene codifica uma proteina
designada PUE (proteina uropatogénica especifica) que conforme demonstrado
aumenta significativamente a infecciosidade da E. coli em ratos (TIBA; YANO; LEITE,
2008).

A capacidade da E. coli (UPEC) em causar infeccdo do trato urinario na forma
sintomética deve-se a expressdo dos diversos fatores de viruléncia, além das
hemolisinas (toxinas). A viruléncia do micro-organismo e 0s mecanismos de defesa do
hospedeiro sdo considerados fatores determinantes na gravidade da infeccdo. O grau
de gravidade da doenca é determinado pelo equilibrio entre o patégeno e o
hospedeiro. Alguns fatores genéticos podem estar associados ao aumento da
susceptibilidade nos pacientes assintomaticos ou ndo (RAGNARSDOTTIR et al.,
2008).

Fatores de Aderéncia (UPEC)

Os fatores de aderéncia conferem as bactérias a capacidade de aderir ao trato
urinario, persistindo e invadindo os tecidos do hospedeiro e causando lesdes (RAMA
et al., 2005) e com isso estimulando os mecanismos de defesa do hospedeiro e/ou
incentivando uma resposta inflamatoria (MOURA et al.,, 2009). As adesinas sé&o
consideradas elementos essenciais para a colonizagdo e subsequente infeccdo do
hospedeiro e se localizam preferencialmente nas fimbrias e filamentos da superficie
bacteriana. As UPECs podem apresentar varios tipos de adesinas, denominadas
fimbria P, fimbria tipo 1 e outras como F1C, S, e Dr (STAMM, 2006).
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E. coli associada a meningite neonatal (MNEC)

A NMEC é associada a meningite neonatal, sendo 0 micro-organismo mais
comum entre os Gram negativos (aproximadamente 50%), causando esta infeccdo. E
considerada como a segunda causa de meningite neonatal nos paises
industrializados, s6 perdendo em numero de casos para 0 estreptococo do grupo B. A
letalidade varia entre 15 a 40%, além de causar sequelas neurolégicas em 30 a 50%
dos casos (PEIGNE et al., 2009; LOGUE et al., 2012).

A NMEC apresenta varios fatores de viruléncia adquiridos, que atravessam a
barreira hamatoencefélica, em sua maioria polissacarideo capsular do tipo K1 e
fimbrias S. Quanto a classificacdo filogenética, estes isolados pertencem ao grupo
filogenético B2 e apresentam um numero limitado de sorogrupos, sendo que 80% das
cepas sao do tipo capsular K1. Estas cepas utilizam fimbrias S para se ligar a
superficie do endotélio do cérebro, além de utilizar outros receptores das células
endoteliais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; PEIGNE et al., 2009; KATOULI,
2010; LOGUE et al., 2012).

A infeccéo pode ser adquirida durante o parto ou mesmo por micro-organismos
que colonizam o trato respiratério ou intestinal do recém-nascido. Um fator que
contribui para gravidade da infeccdo é a imaturidade do sistema imune. Geralmente
estes isolados pertencem ao grupo filogenético B2 (SMITH; FRATAMICO;
GUNTHER, 2007).

E. coli aviaria (APEC)

A APEC é considerada um importante patégeno, por causar prejuizos
econdmicos a industria aviaria, pertence ao grupo das ExXPEC e estdo associadas a
doencas em galinhas (onfalite, peritonite, sinovite, celulite). Apresentam variados
fatores de viruléncia, que incluem fimbrias P, K1, aerobactina e capsula (MELLATA et
al., 2003).

Apesar de diversos estudos realizados, a diversidade, fontes epidemiolégicas e
origem evolucionaria da E. coli, do tipo EXPEC sdo até o momento parcialmente
conhecidas. Em Berlim, Ewers e colaboradores, 2007, estudando 526 cepas de

origem veterinaria e médica, verificaram que os isolados de origem humana em sua
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maioria pertenciam ao grupo filogenético B2, seguido de D, enquanto, amostras de
origem animal (46%) pertenciam ao grupo A, que ndo deixam de apresentar um alto
potencial para causar infeccbes no homem. Avaliando genes de resisténcia,
concluiram que a prevaléncia de genes de invasdo e o K1 capsular estavam
presentes nos dois tipos de isolados, caracterizando uma estreita relacdo entre eles.
Concluiram que aves podem ser um veiculo, ou mesmo um reservatorio para isolados
de EXPEC no homem, podendo assim, ser reservatorio de genes associados a
viruléncia para UPEC e NMEC.

A presenca de um clone denominado ST-131, causando infeccdo urinaria
apresentando resisténcia as fluoroquinolonas, levanta a possibilidade de uma fonte
externa, que provavelmente pode ser através de alimentos, especialmente frangos,
visto que, essa classe de droga tem sido amplamente utilizada como racao para estas
aves, conforme descrito em varios estudos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

1.3 — Infeccé@o do trato urinario (ITU)
Infeccd@o do trato urinério (ITU) é considerada uma das doencas mais comuns

em todo mundo. O desenvolvimento da ITU tem sido associado a presenca de fatores
de viruléncia entre os uropatdégenos, que sao responsaveis pela manifestacdo do
quadro clinico especificos destas infeccdes. Estudos epidemiolégicos em distintas
areas geogréficas, atribuem este potencial de patogenicidade dos agentes
causadores de ITU as subpopulacbes bacterianas caracterizadas como clones
patogénicos, que acredita-se serem responsaveis pela disseminacao de resisténcia,
particularmente nas infec¢cdes comunitarias.

Nos EUA, a ITU é considerada como responsavel por 8,6 milhdes de visitas
ambulatoriais (84% por mulheres). A infeccdo é caracterizada pela presenca de micro-
organismos patogénicos no trato urinario. A carga de morbidade e consequentemente
financeira associada as infeccbes urinarias é substancial. Estima-se que ocorram
entre 130 e 175 milhdes de casos de ITU/ano no mundo, resultando em um custo
aproximado de 6.000 milhdes de ddlares aos sistemas de saude. Nos EUA as
despesas com tratamento de ITU ultrapassam a cifra de 2,47 bilhdes de dolares/ano e

embora, seja considerada de facil tratamento, pode causar sérias complicacbes em
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individuos saudaveis, contribuindo para uma maior dificuldade no tratamento
(KATOULLI, 2010; AGARWAL,; SRIVASTAVA; SINGH, 2012).

Os agentes etiologicos variam de acordo com a idade, sexo e condicdes
clinicas do paciente. Entre 0s micro-organismos que causam ITU, a E. coli
uropatogénica (UPEC) é responsavel por 70% a 90% das ITUs adquiridas na
comunidade, 80% das bacteriurias assintomaticas, 60% das cistites recorrentes e
50% das nosocomiais. O trato urinario é considerado um sitio comum para o
desenvolvimento de infeccdo de corrente sanguinea, ocasionando nos EUA cerca de
40.000 mortes por sepse/ano (FRIEDMAN et al., 2006; VINCENT et al., 2010).

Outros estudos realizados em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil
mostram uma variacdo de 64 a 90% nas taxas de prevaléncia de ITU por E. coli
(ANDRADE et al., 2006; GOBERNADO et al., 2007b; KEAH, 2007; KIFFER et al.,
2007; PIRES, 2007; SILVA, 2007).

A ITU pode ser classificada de acordo com o sitio acometido, assim a presenca
na bexiga é denominada cistite ou infeccdo baixa, enquanto, a presenca de
acometimento renal € dita pielonefrite ou infeccdo alta (FOXMAN, 2002). Em uma
revisao realizada nos EUA, com 3200 pacientes com episodio de pielonefrite primario,
a incidéncia anual foi de 12 a 13 casos por 10.000 mulheres (CZAJA et al., 2007).

Outra classificagdo comumente utilizada refere-se a forma como a ITU
apresenta-se quanto a sua sintomatologia, podendo se apresentar de duas formas,
sintomatica ou assintomatica, sendo a do tipo sintomatica definida de acordo com a
amplitude dos sintomas, podendo variar desde irritacdo, até bacteremia e sepse.
Enquanto, a assintomatica é definida como a presenca de bactérias na urina em
quantidades significativas, com auséncia de sinais e sintomas (FOXMAN, 2002).

Em sua maioria as ITUs, sdo consideradas ndo complicadas e acometem mais
mulheres adultas saudaveis. Enquanto, as ditas complicadas ocorrem associadas a
uma condicdo subjacente que aumenta o risco de falha terapéutica, tais como:
obstrucdo, anormalidade anatémica, disfuncdo urologica, uso de cateteres, individuos
imunocomprometidos ou ocasionada por um micro-organismo multirresistente. Esta
distincdo tem sido utilizada para guiar a escolha e a duragdo do tratamento

antimicrobiano, com espectro mais amplo de agentes e cursos mais longos de
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tratamento, muitas vezes recomendado para pessoas com infec¢coes complicadas do
trato urinario (FOXMAN, 2002; K. GUPTA et al., 2011; HOOTON, 2012).

1.3.1 - Epidemiologia das ITUs
ITU é considerada a infeccdo bacteriana mais comum, entretanto, sua

incidéncia ndo é bem avaliada, por se tratar de uma doenca que na maioria das
vezes, ndo € reportada e o diagnostico preciso depende da associacdo de
sintomatologia com uma cultura positiva. As ITUS afetam milhdes de pessoas
anualmente nos EUA e em outras partes do mundo e é responsavel por um nimero
consideravel de prescricbes de ATMs entre as infec¢des adquiridas na comunidade.
Devido a alta prevaléncia, sdo responsaveis por importantes implicacdes financeiras,
com um custo global estimado de cerca de US$ 2 bilhdes a cada ano (FOXMAN,
2002). No Brasil segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) as ITUs séao consideradas as mais comuns das infecgbes bacterianas,
superadas apenas pelas infecgcbes do trato respiratorio e sao responsaveis por

80/1.000 consultas clinicas/ano.

Mulheres

E descrito que a incidéncia de ITU em mulheres, pode variar de acordo com a
condicao socio-econbmica, presenca de doenca que leva ao imunocomprometimento
(ex.diabetes), condi¢des de higiene pds coito, presenca de automedicacédo e alteracéo
anatbmica no trato geniturinario.

A incidéncia anual de ITU em mulheres nos EUA é de 12%, cerca de 1/3 das
mulheres sdo acometidas de pelo menos um episédio de ITU. Ja os casos de cistites
acometem 0,70 episédios por pessoa/ano entre as mulheres jovens, com
possibilidade de recorréncia dentro de seis meses em aproximadamente 25% delas,
podendo ainda evoluir para pielonefrite numa propor¢cao estimada, de um caso para
cada 28 casos de cistites. Em mulheres na fase de pdés-menopausa, estima-se ocorrer
cerca de 0,07 episddio/ano (FOXMAN et al., 2000; HOOTON, 2012).

A chance de recorréncia de ITU nas mulheres que nédo recebem tratamento

adequado é estimada em 44%, dentro de 12 meses. Nestas infec¢des recorrentes em
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aproximadamente 67% é isolada a mesma cepa de E. coli, sugerindo existir um
reservatorio para elas (KATOULI, 2010).

Na Flérida, Czaja e colaboradores (2009) realizando um estudo com mulheres
com ITU recorrente, observou que 67% destas infeccées sdo causadas pela mesma
cepa de E. coli. O estudo concluiu que estas cepas podem estar presentes na
microbiota fecal de 78% das mulheres, sem, no entanto, explicar a dinamica desses
clones. Este e outros estudos apoiam a importancia da microbiota fecal como o
principal reservatorio para cepas associadas a ITU.

Mulheres gravidas

A ITU é considerada uma doenca benigna nos casos de ITU ndo obstrutiva,
ndo complicadas ou as que ocorrem nas mulheres gravidas adultas, onde
normalmente néo leva a consequéncias meédicas. Entretanto, os casos de ITUs de
repeticdo podem ser associados com risco de pielonefrite, parto prematuro,
mortalidade fetal, comprometimento da funcéo renal, doenca renal terminal entre as

criancas, além da necessidade de hospitalizacdo (FOXMAN, 2002).

Homens

Nos homens, a ocorréncia de infeccdo urinaria € menor por possuirem a uretra
longa, dificultando a contaminagcédo da bexiga por bactérias da regido perianal, além
da acao bactericida descrita dos fluidos prostaticos (SOARES; NISHI; WAGNER,
2006). Durante os primeiros meses de vida, ocorre maior susceptibilidade do que
entre as mulheres, entretanto, a taxa de incidéncia cumulativa por volta dos seis anos
de idade é maior entre as meninas (6,6%), que entre os meninos (1,8%) (MARILD;
JODAL, 1998).

Nos EUA é estimado que cerca de 20% das ITUs ocorrem em homens e
estima-se que em meédia ocorram anualmente, cinco a oito casos de cistite por 10.000
homens a cada ano, em sua maioria, resultantes de fatores obstrutivos
(malformacfes, célculos), diabetes mellitus e rim policistico (FOXMAN, 2002;
KUCHERIA et al., 2005; SOARES; NISHI; WAGNER, 2006).

Frequentemente as ITUs que ocorrem nos homens, sdo consideradas

complicadas, uma vez que a maioria ocorre em criangas ou idosos em associacao
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com anormalidades uroldgicas, tais como obstrucdo da bexiga (hiperplasia prostatica)
ou instrumentacdo. No entanto, ITUs descomplicadas agudas ocorrem em um
pequeno numero de homens entre 15 e 50 anos de idade. Fatores de risco
associados a estas infec¢gOes incluem coito anal e falta de circuncisdo (HOOTON;
STAMM, 1997).

Criancas

Entre as criangas a ITU é considerada uma das mais comuns doencgas
bacterianas. Assim, o conhecimento da epidemiologia da infeccdo urinaria €
importante na avaliagdo de uma crianca com suspeita de ITU. Nos primeiros seis
anos de vida a taxa de incidéncia cumulativa é alta e estimada em 6,6% entre as
meninas e 1,8% entre os meninos. Geralmente o prognéstico é considerado
excelente, mas existe possibilidade de complica¢cdes, entre elas a cicatriz renal, que
pode ocorrer num percentual que varia entre 10 a 40%. Além da cicatriz renal, outro
risco reconhecido € a possibilidade de recorréncia de ITU num prazo de um ano apos
0 primeiro episddio, variando de 30% para os meninos e 40% para as meninas
(BRAUNER; CHROMEK, 2007).

Os recém-nascidos estao entre 0os que apresentam maior risco de infeccées do
trato urinério, cerca de 10% dos acometidos nesta faixa etaria podem desenvolver
bacteremia concomitante (WILLIAMS, 2010).

Entre os lactentes, até 90 dias de idade, as ITUs aparecem como as infec¢des
mais incidentes, sendo que 0s meninos sdo mais susceptiveis, que as meninas. Apos
trés meses de idade, as ITUs apresentam maior prevaléncia em meninas. A
prevaléncia global da infeccéo urinaria € de aproximadamente 7% em lactentes febris
e criangas jovens, mas varia de acordo com idade, raca/etnia, sexo e estado de
circuncisdo (HOBERMAN et al., 1993; FOXMAN, 2002; KUCHERIA et al., 2005).
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ldosos

Pacientes idosos (11% a 25%) ndo submetidos a cateterismo adquirem ITU
assintomatica e cerca de 10% desenvolvem ITU bacteriana sintomética. Ja os que
utilizam cateter urinério, tém maior incidéncia de ITU, sendo relatado em estudos
incidéncia de 52% em mulheres, mostrando que homens idosos, ao contrario dos
homens mais jovens, sdo tdo susceptiveis quanto as mulheres (FOXMAN, 2002;
SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

A bacteridria assintomatica entre as mulheres na comunidade aumenta com a
idade, de cerca de 1% quando jovem, para >20% naquelas acima de 80 anos. Em
mulheres diabéticas a prevaléncia é de 8 a 14%, e, € geralmente correlacionada com
a duracéo e presenca de complicacbes da doenca (BENGTSSON et al., 1998; L. E.
NICOLLE, 2003).

Entre os homens acima de 75 anos residentes na comunidade a prevaléncia de
bacteridria assintomatica varia de 6 a 15%. Entre os diabéticos, diferentemente das

mulheres nao ocorre diferenca na prevaléncia (LIPSKY, 1989).

Fatores de risco

Nas ITUs ndo complicadas, o fator de risco considerado de maior importancia,
€ a relacdo sexual. A anatomia desempenha um importante papel, o que explica a
maior incidéncia de ITU entre as mulheres. O fato da proximidade do trato
geniturinario com o reto propicia a ascensdo das bactérias da uretra para a bexiga,
podendo ocorrer refluxo da urina da bexiga infectada para ureteres e rim. A rota
ascendente do sitio fecal € considerada como o principal meio de transmissao que
causa ITU (FOXMAN, 2002).

Na uretra masculina, o0 ambiente mais seco especialmente apds circuncisao,
protege 0 homem do crescimento das bactérias, 0 mesmo ndo acontecendo com a
uretra feminina. Outro fator protetor € a acdo antibacteriana exercida pelas secre¢cdes
prostaticas nos homens, bem como, a maior distdncia entre o anus e a uretra
(HOOTON, 2000; MOURA et al., 2009).

Nas mulheres a microbiota genital, exerce um fator de defesa contra as
invasdes, e em caso de desequilibrio da ecologia genital (uso de antimicrobiano),

pode ser observado um aumento da colonizacdo por uropatdégenos e consequente
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aumento do risco de infeccdo (HOOTON, 2000). Outro fator que pode interferir na
receptividade das células vaginais sdo as taxas hormonais, causando maior aderéncia
bacteriana no ciclo menstrual e na p6s-menopausa, em compara¢do com as mulheres
pré ou pds-menopausa em reposicdo de estrogeno, e assim, maior predisposi¢cao
para ITU recorrente (MOURA et al., 2009).

Outros fatores de risco associados a maior frequéncia das ITUs sédo: uso de
espermicidas (aumentam o pH vaginal, além de serem toxicos para os lactobacilos),
diafragmas (manipulagdo na colocagdo no colo do utero), historia prévia de infecgéo
urinaria, uso de absorvente, contraceptivos e parceiro novo no ultimo ano (GUIDONI;
TOPOROVSKI, 2001; SOARES; NISHI; WAGNER, 2006).

Estudos de caso-controle descrevem n&o existir associagdes significativas
entre ITU de repeticdo e padrdes miccionais pré-coital ou pds-coito, frequéncia do
consumo diario de liquidos, atraso ao urinar, uso de tampdes ou tipo de roupa intima.
Em relacdo a predisposicdo genética para ITU recorrente € sugerido que pode
ocorrer forte associacdo entre uma histéria de ITU em um ou mais parentes de
primeiro grau do sexo feminino e um aumento do risco de cistite recorrente e
pielonefrite. Entretanto, estes estudos reconhecem a existéncia de fatores que estao
comprovadamente associados ao aumento de risco na aquisicdo de ITU, e sao
relacionados a individuos com caracteristicas especificas, incluindo lactentes,
gravidas (1 a 4%), idosos, diabéticos, pacientes com esclerose multipla, lesdes
espinhal, uso de cateter vesicais, imunodeficiéncia adquirida e pacientes com

anomalias urolégicas.

1.3.2 - Patogénese
A patogénese da ITU é considerada complexa, ndo bem compreendida,

podendo ser influenciada por diversos fatores biolégicos e comportamentais de
acolhimento, e pelas propriedades dos uropatdégenos infectantes que apresentam
diferentes FVs (adesinas, toxinas, sideroforos, citocinas, hemolisinas, como ilustrados
na Figura 1). A presenca dos FVs é responsavel pela colonizagdo e invasdo do

sistema imunoldgico do hospedeiro. O mecanismo de ascensdo é incerto, mas
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acredita-se que a motilidade mediada por flagelos pode ser considerado um
importante fator (EJRNAES, 2011).

As principais vias através das quais 0s uropatdgenos chegam ao trato urinario
e causam ITU sao: via ascendente e hematogénica, sendo que em sua maioria ocorre
pela via ascendente. A colonizacdo da area peri-uretral por agentes patogénicos
entéricos é o primeiro passo no desenvolvimento de uma infeccdo urinaria . Esta
colonizacéo é considerada um pré-requisito para a infec¢cdo da bexiga, podendo estes
micro-organismos ascender até atingir o rim e causar pielonefrite (5% dos casos).
Provavelmente a motilidade por flagelos e pili tem alguma contribuicdo para esse
mecanismo ( WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2005).

Na maioria dos casos de ITU, os clones uropatogénicos sdo selecionados da
microbiota fecal, que colonizam o introito vaginal (como resultado da inoculacao direta
durante o ato sexual) e o tecido periuretral, alcancando o trato urinario pela via
ascendente (TIBA; YANO; LEITE, 2008; HOOTON, 2012). Uma vez no interior do
trato urinario, colonizam a bexiga e provocam cistite, podendo também alcancar os
rins, através dos ureteres, causando pielonefrite, que pode ocorrer também por
propagacdo de uma bacteremia para os rins (WILES; KULESUS; MULVEY, 2008;
HOOTON, 2012). A presenca da UPEC no trato urinario, normalmente estéril,
desencadeia reacfes inflamatérias, levando a producdo de citocinas, esfoliacdo das
células epiteliais da bexiga, producdo de nitrogénio reativo e outros compostos
antimicrobianos (WILES; KULESUS; MULVEY, 2008).

A capacidade adaptativa da UPEC levou a desenvolver estratégias para
contornar a resposta inflamatéria e permitir a colonizagdo e permanéncia do micro-
organismo. Além disso, a facilidade de se ligar ao tecido do hospedeiro é considerada
essencial para colonizac&o no trato urinario, a capacidade de suportar o fluxo urinario
e alcancar as ceélulas uroteliais. Uma vez, presentes nas ceélulas epiteliais séao
transportadas para membrana, alcangcam o lumem da bexiga, formando um biofilme
intracelular, o que leva o organismo a um processo de esfoliagdo das células epiteliais
da bexiga, tornando a camada subjacente mais susceptivel a infeccdo (WILES;
KULESUS; MULVEY, 2008).
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Diferentes mecanismos de defesa séo utilizados pelo hospedeiro para impedir
a entrada das bactérias na bexiga, entre eles: fluxo urinario, frequéncia urinaria, pH
acido, osmolaridade e acidos organicos. Outros pontos importantes neste mecanismo
de defesa sé@o os fatores de inibicdo de adesdo bacteriana encontrados na prépria
urina (mucopolissacarideos, imunoglobulina secretodria, proteinas que se ligam a
adesinas fimbriais na parede bacteriana, secrecdes prostaticas), além da propria
resposta inflamatéria do hospedeiro por polimorfonucleares e citocinas. Todos estes
fatores ajudam na eliminacéo da bactéria.

Embora as cepas de UPECs sejam geneticamente heterogéneas e apesar da
identificacdo e caracterizacdo de diferentes fatores de viruléncia associados com a
colonizacéo e persisténcia da bactéria no trato urinario, nenhum recurso unico pode
definir com precisdo este micro-organismo, necessitando de uma melhor
compreensao dos fatores de viruléncia e seu trajeto durante um curso de ITU,
objetivando melhor entendimento da evolu¢cdo da doenca (WILES; KULESUS;
MULVEY, 2008).
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Figura 1. Patogenia da ITU causada por E. coli (UPEC) em seus diferentes estagios.

Fonte: www.nature.com/reviews/micro - adaptada por Osugui (2008).
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1.3.3 — Aspectos microbiolégicos das ITUs

Apesar da E. coli responder por 70 a 90% dos isolados, nas cistites e
pielonefrites em mulheres, outras enterobactérias, podem ser isoladas nos casos de
ITU: Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e outras Enterobacteriaceae. Entre as
espécies de Gram positivas 0 Staphylococcus saprophyticus aparece como o0 mais
frequente, principalmente associados a episodios de ITU em mulheres jovens,
sexualmente ativas. Outras espécies Gram positivas e Gram negativas raramente sao
isoladas em ITUs descomplicadas. Portanto, padrdes locais de susceptibilidade aos
ATMs para E. coli em particular devem ser considerados na selecdo antimicrobiana
empirica para ITUs descomplicadas (ECHOLS et al.,, 1999; KAHLMETER, 2003;
HOOTON, 2012).

A cultura de urina € normalmente indicada em pacientes com sintomas de
urgéncia miccional, frequéncia ou disuria, em pacientes assintomaticos de alto risco e
para seguimento de terapia antimicrobiana. E um exame considerado de grande
importancia para o diagndéstico das ITUs, pois permite o isolamento do uropatogeno
infectante, além da determinacao do perfil sensibilidade aos ATMs.

Na maioria dos casos, urocultura é considerada positiva com contagem =10°
UFC/mL, muito embora, 30 a 50% das mulheres com cistite podem apresentar
contagem de coldnias na urocultura entre 10 e 10*UFC/mL, sendo necesséria nestes
casos, a interpretacdo da cultura com cautela pelos laboratérios, especialmente nas
mulheres com sintomas.

A cistite aguda ndo complicada é considerada uma condigdo benigna,
geralmente com rapida resolucéo da sintomatologia, em 25 a 42% dos casos. Apenas
em raros casos evoluem para forma complicada, ou seja, pielonefrite. Apesar de ser
considerada uma condi¢cdo benigna, a cistite é associada a uma consideravel
morbidade (HOOTON, 2012).

Nos casos de bacteridrias sintomaticas, o diagnostico deve basear-se sobre a
cultura de uma amostra de urina coletada de forma que minimize a contaminagao.
Para mulheres assintomaticas, o diagndéstico deve ser firmado com a coleta de duas
amostras de urina consecutivas e isolamento da mesma bactéria em contagens

quantitativas de 210° UFC/mL ou uma amostra de urina coletada por cateterismo com
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uma espécie bacteriana isolada em uma contagem quantitativa de =10? UFC/mL
(FOXMAN, 2002).

Adequada manipulacédo e processamento da amostra sdo cruciais para evitar
resultados falso-positivos. Isolamento de mais de uma espécie ou a presenca de
Lactobacillus ou Propionibacterium spp. pode indicar um espécime contaminado
(WANKE, 2012).

Isolamento, identificacdo e teste de sensibilidade aos antimicrobianos.

As amostras de urina foram processadas em um periodo inferior a duas horas,
qguando transportadas em temperatura ambiente ou refrigeradas até o momento do
processamento. Foi utilizada técnica de semeadura quantitativa (alca calibrada
1/1000) em meios de Agar sangue e Agar Macconkey. ApGs incubacdo por 18 a 24
horas as amostras consideradas positivas e suspeitas de ser E. coli foram
selecionadas para identificacdo e realizacdo do teste de susceptibilidade aos ATMs
pela técnica de microdiluicdo em placa, utilizando o sistema automatizado WalkAway
— Microscan® (Siemens - Califérnia) com painéis NUC 45 para trato urinario, seguindo
os critérios de padronizacédo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), as
cepas foram classificadas nas categorias sensivel e resistente (FOXMAN et al., 2000;
CLSI 2001; OPLUSTIL; ZOCCOLI; TOBOUTI, 2004; CLSI 2009).

Todas as etapas de identificacdo e teste de sensibilidade aos ATMs foram
validadas com a realizacdo do controle de qualidade utilizando a cepa E. coli ATCC

25922, seguindo a padronizacdo estabelecida pelo CLSI.

1.3.4 — Resisténcia bacteriana
Antes de 1990, o problema de resisténcia aos antibidticos ndo era considerado

uma ameaca para gestdo das doencas infecciosas. Entretanto, as falhas de
tratamento com utilizacdo de drogas de primeira linha, foram surgindo nas unidades
de saude. Na atualidade a resisténcia aos ATMs é um crescente problema global no
tratamento de doencgas infecciosas como maléria, tuberculose, doencas diarreicas,
infeccbes do trato urinario, dentre outras; representando um grande desafio para a

comunidade médica, no manejo da terapia adequada, além do forte impacto na
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morbidade e mortalidade. Inicialmente as infec¢bes bacterianas causadas por micro-
organismos resistentes eram restritas ao ambiente hospitalar, onde o uso de ATMs é
considerado mais amplo, em funcdo de caracteristicas proprias do ambiente e dos
pacientes, entre elas: falta de aderéncia as praticas de controle de infeccao,
hospitalizacéo prolongada, comorbidade dos pacientes, uso de dispositivos invasivos,
agrupamento dos pacientes, além da transferéncia de pacientes colonizados entre os
hospitais (BYARUGABA, 2004).

Entretanto, nos dltimos anos, tem sido observado um aumento da prevaléncia
de bactérias resistentes na comunidade, a exemplo de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA - AC) associados a pneumonias, infecces de tecidos,
entre outros. A possivel causa da mudanca no perfil de resisténcia destes isolados
pode ser associada a ma utilizacdo de antibidticos nos ambulatorios, além do
aumento de viagens nhacionais e internacionais, onde ¢é possivel acontecer
transmissdo de micro-organismos entre as localidades, visitadas por pacientes
oriundos de cidades com micro-organismos com altas taxas de resisténcia aos ATMs
(BYARUGABA, 2004; FURUYA; LOWY, 2006).

Outra possivel causa para o desenvolvimento de cepas resistentes aos ATMs
na comunidade, foi descrito desde 1950, onde alguns estudos ja chamavam a
atencdo da comunidade cientifica de que o uso de antibiéticos, como promotor de
crescimento, adicionados a racdo de animais poderia conduzir ao desenvolvimento de
cepas resistentes e esses isolados uma vez selecionados, poderiam transmitir
resisténcia para micro-organismos nao resistentes e assim, contribuir para o aumento
da resisténcia bacteriana (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

O aumento da resisténcia aos antibioticos entre 0s micro-organismos tem sido
considerado como um grave problema de salde publica e € uma das prioridades do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para a prevencédo de doencas
infecciosas emergentes. Este cenario tem sido apontado como causa da diminuicéo
da eficacia dos tratamentos, prolongamento das doencas e aumento do risco de
morbidades mais graves, além, de maior custo de reavaliacdo e retratamento,
maiores taxas de hospitalizacdo e maior uso de antibiéticos de amplo espectro e
consequentemente aumento da mortalidade (HOOTON et al., 2004; FOXMAN, 2007).
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Em suma, a resisténcia bacteriana €& atribuida a uma soma de fatores:
aguisicdo de genes de resisténcia, pressao seletiva e disseminacdo clonal. O uso
racional de ATMs tanto nos sistemas de saude, quanto no meio animal e industrial
pode ser considerado uma prioridade, ja que se avalia que a resisténcia aos ATMs
tem sido atribuida ao uso indevido e n&o controlado de muitos ATMs e tem se tornado
um importante problema mundial (MANIKANDAN et al., 2011).

Apesar de reconhecer que a utilizacdo de ATMs contribua para o surgimento
de resisténcia, através do efeito seletivo, competitivo e da subsequente transferéncia
de resisténcia, a outras populacdes bacterianas; a comunidade cientifica reconhece
gue a reducdo da resisténcia pode ser lenta ou minima. Estudos apontam para pontos
que poderiam contribuir para minimizar a resisténcia, tais como: a redugcédo do tempo
de uso e o ajuste de doses corretas ( WRIGHT, 2003; WAGENLEHNER; HOYME;
NABER, 2006).

1.3.4.1 — Mecanismos de Resisténcia aos antimicrobianos
As bactérias utilizam de estratégias para escapar das acdes dos ATMs, através

dos diversos mecanismos de resisténcias. A resisténcia pode ser resultado de uma
caracteristica intrinseca do micro-organismo ou adquirida através de alteracdo do seu
DNA, que pode ocorrer de duas formas: inducdo de mutagcbes no DNA nativo,
(evolucao vertical) que sdo eventos espontaneos envolvendo troca na sequéncia do
nucleotideo cromossomal ou de transferéncia de material genético extracromossomal
(evolucdo horizontal), podendo ocorrer entre diferentes géneros e espécies. Estes
genes adquiridos podem acarretar resisténcia aos micro-organismos por diversos
mecanismos: a) alteracdo da permeabilidade da membrana externa, através de
proteinas especiais, que estabelecem canais pelos quais as substancias podem
passar para alcancar o interior da célula (porinas), b) alteracdo do sitio alvo, através
de modifica¢des ou criacdo de novas PBPs (proteinas ligadoras de penicilina), estas
modificacdes no sitio alvo podem ser mediadas por genes adquiridos e transportados
por plasmideos ou transposons especificos que alteram a ligacdo do antibiotico, c)
bomba de efluxo, onde ocorre bombeamento do antibiético do meio intracelular para o

extracelular, d) mecanismo enzimatico, que é considerado o principal mecanismo de
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resisténcia bacteriana, onde a enzima acarreta degradacdo do antibidtico. Estas
enzimas (beta-lactamases) s&o codificadas em cromossomos ou sitios
extracromossOmicos através de plasmideos ou transposons, esta resisténcia pode

acontecer de forma constitutiva ou adquirida (ANVISA).

Mecanismos de resisténcia bacteriana

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE

ATM e ATM
'A.TH
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parede ]
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. — -
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Figura 02. Principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Fonte: www.anvisa.gov.br

Os mecanismos de mutacdo, selecdo e troca genética representam uma
ameaca para saude humana, pois facilitam a adaptacao bacteriana ao ambiente e a
ocorréncia de mutacdes adicionais que resultam na selacdo de micro-organismos
resistentes durante a terapia antimicrobiana. A resisténcia do tipo mutacional é
favorecida pelo uso de baixa e intermitente dosagem do antimicrobiano (F. C.
TENOVER, 2006; FOXMAN, 2007; MOURA et al., 2009). Estes mecanismos de
resisténcia ocasionam falha terapéutica, podendo ser responsavel por consequéncias
graves, especialmente em pacientes criticos ( TENOVER, 2006).

Relatos da literatura mundial apontam para o aumento nas Ultimas decadas do
uso inadequado de ATMs na medicina clinica e a consequente disseminacdo da
resisténcia bacteriana entre os micro-organismos isolados em diferentes infeccdes

bacterianas, incluindo as ITUs. O surgimento da resisténcia aos ATMs no tratamento
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das ITUs tem sido tratado como um grave problema de saude publica, em particular
nos paises em desenvolvimento, onde além do baixo nivel sécio-econdémico, falta de
praticas adequadas de higiene, ocorre alta prevaléncia de medicamentos sem boa
procedéncia (MANIKANDAN et al., 2011).

A resisténcia entre os isolados de E. coli frente aos ATMs cresceu
progressivamente, nos ultimos anos. Esse aumento tem comprometido o uso de
Ampicilina (AMP), Cefalosporinas, SXT e mais recentemente de Fluoroquinolonas.
Por isso, a escolha da terapia empirica para o tratamento de infec¢cbes do trato
urinario adquiridas na comunidade (ITU-AC) ndo complicada deve considerar o perfil
de susceptibilidade dos uropatégenos isolados na comunidade. A importancia da
vigilancia epidemioldgica na escolha da terapéutica empirica é compreendida quando
se avalia as taxas de resisténcias entre os isolados de diferentes paises e, até
mesmo, de diferentes estados de um mesmo pais. Em inUmeros estudos pode-se
notar o quanto essas taxas diferem de uma comunidade para outra (K. GUPTA;
HOOTON, T. M.; STAMM, W. E., 2001; K. GUPTA, 2002).

O tratamento das ITU-AC envolve um curso de curta duracdo de um
antimicrobiano, tal como SXT que por longa data foi considerado droga de escolha em
varias regides geograficas. Durante a ultima década, a prevaléncia de resisténcia de
E. coli as drogas antes consideradas de escolha, aumentou, complicando manejo
dessas infec¢cdes. Uma preocupacao mais grave tem sido o aumento gradual da
resisténcia as drogas da classe das fluoroquinolonas (por exemplo, ciprofloxacina)
entre os isolados de ITU (A. R. MANGES, ET AL., 2001).

Os estudos de vigilancia epidemioldgica mostram que existem diferentes taxas
de resisténcia entre as comunidades e até entre os paises ( GUPTA; HOOTON, T.
M;; STAMM, W. E, 2001). Existe também uma consideravel variedade geografica da
susceptibilidade in vitro de E. coli. Em quatro grandes estudos, as taxas de resisténcia
foram maiores nos EUA que no Canada e superior em Portugal e na Espanha do que
outros paises europeus (KAHLMETER, 2003; ZHANEL et al., 2006). Em geral,
resisténcia a AMP com taxas de 20% foram relatados em todas as regibes e em
muitas regides o trimetoprim (com ou sem sulfametoxazol). As taxas de resisténcia a
fluoroquinolonas foram 10% na maior parte da Europa e América do Norte, mas havia

uma clara tendéncia para aumentar a resisténcia ao longo do tempo. Taxas de



47

resisténcia para cefalosporinas orais de primeira e segunda geracdo e
amoxacilina/acido clavulanico regionalmente séo variaveis, girando em torno de 10%.
Nitrofurantoina, fosfomicina tinham boa atividade in vitro em todos os paises
investigados. Esses padrdes sugerem ATMs apropriados para a terapia empirica na
maioria das regides (KAHLMETER, 2003; ZHANEL et al., 2006).

No Brasil, diferentes estados apresentaram variacfes nas taxas de resisténcias
dos isolados de E. coli aos antibidticos de interesse clinico: 11,9% para ciprofloxacina
(CIP) e 33,7% para SXT em Séo Paulo (SP) (KIFFER et al., 2007). No Rio Grande do
Sul (RS) 13,0% e 46,1% para CIP e SXT, respectivamente (KOCK et al., 2008) e em
Brasilia, 9,1% para CIP e 49,4% para SXT (PIRES, 2007).

Resisténcia aos antibiéticos em linhagens de E. coli isoladas em humanos,
animal e fontes ambientais € uma preocupacao de saude publica. O exemplo das E.
coli produtoras de ESBL que tem sido responsavel pelas principais infec¢des, seja em
nivel hospitalar ou de comunidade. Os genes que codificam ESBL sdo encontrados
em plasmideos que podem carrear genes de resisténcia para outros antibiéticos.

Todos estes dados evidenciam a necessidade de uma melhor compreenséo
dos mecanismos responsaveis pela resisténcia das UPECs aos ATMs, visando
aperfeicoar estratégias de tratamento para as ITUs e controle da propagacédo de

micro-organismos multiresistentes (MOURA et al., 2009).

Resisténcia de E. coli as fluoroquinolonas

As quinolonas sédo consideradas bactericidas e agem diretamente no DNA e
RNA, inibindo sintese de DNA, diretamente na replicacdo e transcricdo, levando a
morte bacteriana. Nas bactérias Gram negativas a DNA girase é o alvo principal,
enquanto nas Gram positivas, a topoisomerase IV é mais afetada. O acido nalidixico
foi a primeira quinolona disponivel clinicamente, sendo utilizada apenas para
tratamento de Gram negativos. Outras fluoroquinolonas com espectro mais ampliado
e melhor penetragdo em tecidos foram surgindo, e foram sendo indicadas para uma
variedade de infecg¢bes, inclusive em ITUs complicadas e ndo complicadas, sendo em
muitos casos consideradas agentes de primeira escolha para tratamento de ITU,
especialmente em isolados de E. coli, aonde a prevaléncia de resisténcia a SXT vem
aumentando (MOURA et al., 2009).
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A resisténcia a fluoroquinolonas pode ser ocasionada por varios mecanismos
entre eles destacamos modificacdo do alvo da DNA girase e a topoisomerase |V;
bomba de efluxo, perda de porinas e aquisicdo de plasmideos, mediada por genes
gnr (gnrA, gnrB e gnrS), além de AAC(6’) e gepA. E. coli e outros micro-organismos
requerem Varios mecanismos mutacionais para desenvolver resisténcia, embora seja
descrito que a resisténcia as fluoroquinolonas ocorre devido a mutacées pontuais em
regibes de gyrA, gyrB, ParC e ou ParE, que se encontram fixados no cromossomo
bacteriano, entretanto, ndo é bem conhecida a relagéo entre tipos de mutacdes e as
caracteristicas demograficas dos isolados (UCHIDA et al., 2010).

As fluoroquinolonas sdo ATMs considerados de amplo espectro e utilizados
com boa eficacia para uma grande variedade de infec¢des clinicas e veterinérias,
além de ser um grupo de ATMs considerado de escolha para tratamento de infecgdes
invasivas gastrointestinais em adultos, em varias regiées do mundo (HOPKINS;
DAVIES; THRELFALL, 2005).

ApoOs a década de 1990, a frequéncia de isolados de E. coli resistentes a
fluoroquinolonas, tem aumentado significativamente em todo mundo. A exemplo do
Reino Unido, onde a resisténcia em cepas isoladas de sangue, liquido
cefalorraquidiano e urina, no periodo entre 1991 e 1996 mostrou um aumento de 90%
dos isolados com concentracdo inibitéria minima (CIM) = 2 mg/L. Uma das
explicacbes plausiveis seria 0 aumento do uso das fluoroquinolonas, ja que em 2002,
1381 kg de produto contendo a fluoroquinolona como o ingrediente ativo foi vendido
no Reino Unido para uso da medicina humana, medicina veterinaria, producdo animal
e agricultura. Varios estudos clinicos tém associado o uso de fluoroquinolonas, como
um importante fator de risco para o surgimento de resisténcia e falha terapéutica,
especialmente no ambito hospitalar (HOPKINS; DAVIES; THRELFALL, 2005).

Entre as infeccOes bacterianas, a ITU € considerada uma das maiores causas
de prescricbes de antibioticos. Dados publicados em varias regides, apontam para o
uso crescente de fluoroquinolonas em lugar da SXT, como terapia antimicrobiana
para o tratamento de ITUs em mulheres em ambulatério, que em sua maioria sé&o
acometidas de cistite aguda sem complicacfes. Consequentemente temos assistido
um aumento da prevaléncia de resisténcia das fluoroquinolonas entre os
uropatégenos (COLGAN et al., 2008).
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Estudos realizados em diversas partes do mundo relatam um aumento
significativo da resisténcia de E. coli uropatogénica a CIP. Na Nigéria, Aboderin e
colaboradores (2009) observaram taxas de resisténcia as fluoroquinolonas (ofloxacina
e levofloxacina) extremamente altas (76% e 85%) respectivamente. Outro estudo no
Japao revelou uma prevaléncia de resisténcia a fluoroquinolona crescente, passando
de 46,6% para 59,4%. J4 no Senegal, entre 0 ano de 2004 e 2006 foi registrado um
aumento significativo para CIP (15,5%), 23,9% para acido nalidixico e 23,9% para
norfloxacina (ABODERIN et al., 2009).

Contrastando estas taxas, estudos realizados nos EUA e Canada, mostram
gue as taxas de resisténcia a CIP, permanecem em niveis muito confortaveis variando
entre 2% a 4%, o que faz da CIP um antimicrobiano recomendado para tratamento
das ITUs nestas regifes. As altas taxas de resisténcia a CIP na Nigéria sao atribuidas
a pressao seletiva pelo uso livre de antibiéticos (ABODERIN et al., 2009).

Na Espanha, Fabrega e colaboradores (2008) descrevem que o0 uso de
quinolonas em animais tem uma importante participacdo na aquisicdo de resisténcia
em bactérias de origem alimentar (tais como Salmonella spp., Campylobacter spp. e
E. coli) e isso pode levar a uma reducéo na eficacia de tais ATMs no tratamento de
infeccbes em humanos. Notoriamente, a resisténcia a quinolonas vem aumentando
nos ultimos anos e estas bactérias que adquirem resisténcia, podem transferir este
mecanismo a partir de alimentos, para os seres humanos.

Estudos realizados por Drews e colaboradores (2005) indicaram que
resisténcia a quinolona em UPEC é associada com reducdo da prevaléncia ou
expressdo de fatores de viruléncia quando comparadas com cepas sensiveis a
quinolona (DREWS et al., 2005).

No Brasil alguns estudos também enfatizam o crescimento da resisténcia dos
uropatogénos tanto no ambito hospitalar como comunitario. Um estudo de vigilancia
realizado em S&o Paulo envolvendo outros paises da América Latina, aponta para
taxas de resisténcia altas para antibioticos de uso comum no tratamento das ITUs,
tais como: AMP de 54%, CIP (23%), SXT (40%). Estas taxas foram maiores que taxas
encontradas na Europa e EUA. Outro estudo realizado com 32.530 isolados de ITU
adquirida na comunidade apresentou taxa de resisténcia de E. coli, para cefalotina

(CF) (14%), SXT (34%), ja para fluoroquinolona a taxa foi de 12%, sendo que em
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pacientes maiores que 60 anos a taxa de resisténcia foi de 24%, ja para AMP 43% e
outros ATMs variando 1% a 34% (K.; GUPTA; HOOTON, T. M;; STAMM, W. E, 2001;
ANDRADE et al., 2006; KIFFER et al., 2007).

Em nossa comunidade Moreira e colaboradores, 2001, realizando um estudo
em dois hospitais, observaram uma taxa de resisténcia de 12% para CIP, AMP de
20%, SXT (43%). Enfatizando que existe diferenca dos perfis de sensibilidade em
diferentes areas geograficas e a necessidade de mais estudos para avaliar a
prevaléncia e perfil de sensibilidade dos uropatégenos aos ATMs.

A resisténcia dos isolados de ITU as fluoroguinolonas, € de grande
preocupacdo, tendo em vista, que sdo considerados antibiéticos de escolha para
tratamento empirico das ITUs complicadas ou ndo, nas unidades de saude onde a
resisténcia a SXT é superior a 20%. Este aumento de resisténcia, ndo pode ser
unicamente relacionado ao aumento do consumo, também pode ser associada a
fatores inerentes ao paciente, tais como: anomalias do trato urinario, sondagem e
idade, que podem contribuir para o aumento desta resisténcia (ARSLAN et al., 2005).

O aumento da resisténcia bacteriana aos ATMs tem sido atribuido a um
conjunto de caracteristicas bacterianas, pressao seletiva pelo uso de antibioticos,
mudancas sociais e tecnoldgicas que contribuem para transmissao e disseminacao de
micro-organismos resistentes. Assim sendo, prevencdo e controle de bactérias
multirresistentes, pode exigir a descoberta de novos antibiéticos, prudéncia no uso

dos existentes e producédo de vacinas (MOURA et al., 2009).

Resisténcia de E. coli a sulfametoxazol/trimetoprim (SXT)

Diversas diretrizes no mundo, incluindo a da Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (SADI), recomendam SXT como droga de primeira linha para tratamento
das cistites agudas, entretanto, devido ao aumento progressivo da resisténcia, existe
uma grande preocupacao sobre seu papel como droga empirica para o tratamento de
ITU (HOOTON et al.,, 2004). Este fato desencorajou a comunidade médica a
considerar esta droga para tratamento empirico, em mulheres sem fatores de risco
subjacentes, tais como, idade e diabetes ( GUPTA, K.; HOOTON, T. M;; STAMM, W.
E, 2001).
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O declinio da utilizacdo de SXT tem sido ocasionado pelas taxas crescentes de
resisténcia apresentadas entre as UPECs. A grande preocupacédo entre estes dados
apresentados é a possibilidade de parte destas amostras, pertencerem a amostras
hospitalares, baseadas apenas em laboratérios de microbiologia e assim, podem nao
refletir com preciséo a prevaléncia de resisténcia a SXT, entre as mulheres saudaveis
procedentes dos ambulatérios, além de que, em alguns casos ndo sdo realizadas
culturas e nem perfil de susceptibilidade. Assim, estas taxas podem ter seus
resultados desconhecidos ou superestimados (COLGAN et al., 2008).

As taxas de resisténcia a SXT para E. coli isoladas das ITUs apresentam uma
variacado entre as diversas regifes geograficas locais, entre os paises desenvolvidos
variam de 20 a 40%. Enquanto, na América do Norte as faixas de resisténcia variam
entre 18 a 25%, e acredita-se que tenha uma relagdo com a propagagéo clonal. Em
relacdo aos paises em desenvolvimento, especialmente os da Africa, as taxas variam
entre 67 a 85%. Estas altas taxas estdo associadas ao uso extensivo e facil
disponibilidade de ATMs e sao considerados fatores que contribuem para os relatorios
de tendéncias de resisténcia aos ATMs em isolados de E. coli uropatogénica. Outra
hip6tese € que as E. coli resistentes encontradas em humanos sdo provavelmente
transmitidas a partir de animais, por exemplo, uso de antimicrobiano em criatérios de
aves e nao foram originadas a partir da conversdo de cepas sensiveis em cepas
resistentes em humanos, pos uso de ATMs (WARREN et al., 1999; ABODERIN et al.,
2009).

Dados de perfis de susceptibilidade aos ATMs para tratamento de ITU por E.
coli, indicam que os mecanismos de rotina devem ser estabelecidos em pacientes
com ITU adquirida na comunidade, para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana de
uropatégenos e que o regime padrdo para a terapia empirica deve ser reavaliado
periodicamente em funcdo da evolugcdo dos padrées da resisténcia bacteriana
(WARREN et al., 1999).

Resisténcia de E. coli aos B-lactamicos
Os antibidticos da classe B-lactamicos constitui a maior classe de ATMs
utilizados para tratamento das infeccbes bacterianas. A resisténcia a esta classe de

ATMs é considerada uma grande preocupacdo na comunidade cientifica, por ser
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reconhecido como o mecanismo mais comum de resisténcia a drogas, em especial
entre os Gram negativos. Trés mecanismos principais de resisténcia sao descritos
entre os B-lactamicos: diminuicdo de ligagdo com o sitio alvo (PBPs- proteinas
ligadoras de penicilina), producdo de enzimas que degradam o antibiético
(penicilinases, cefalosporinases e B-lactamases) e alteracdo da permeabilidade da
membrana (porinas) (WANKE, 2012).

A resisténcia a cefaloporinas € mediada por plasmideo, sendo as principais
enzimas envolvidas: TEM-1, TEM-2 ou SHV-1 que hidrolizam B-lactamicos, entre eles
as cefalosporinas. Algumas cepas sofrem mutacfes e aumentam seu espectro de
resisténcia, tornando-se produtora de ESBL (TENOVER, 2006).

A ocorréncia crescente das B-lactamases, transmitidas por plasmideos entre as
enterobactérias, conferindo resisténcias as cefalosporinas € considerado uma
preocupagao mundial. Entre as B-lactamases descritas, as mais prevalentes e
conhecidas sdo as da Classe A de Amber ESBLs, especialmente as TEM, SHV e
CTX-M, sendo que a do tipo CTX-M ocorre mais frequentemente, em especial na
Europa, EUA, além de outras areas do mundo. O segundo tipo de B-lactamase é a do
tipo AmpC, classificada como Classe C de Amber, podendo se apresentar com
resisténcia do tipo plasmidial e cromossomal. Entre as AmpCs a CMY-2 é
considerada como mais frequente nas diversas areas geograficas, hidrolisam
penicilinas, cefalosporinas e monobactamas e ndo séo inibidas pelo acido clavulanico
(DALLENNE et al., 2010; VOETS et al., 2012).

Outras enzimas [-lactamases de grande importancia e com constante
aumento, sdo as carbapenemases do tipo: metalo-beta-lactamases (MBLs), KPC e as
do tipo OXA, muito encontrada em bactérias Gram negativas do tipo néo
fermentadores, tais como: P. aeruginosa, Acinetobacter spp. (DALLENNE et al.,
2010).

A resisténcia aos B-lactamicos em E. coli até a década de 90 estava envolvidas
basicamente dois tipos de enzimas do tipo B-lactamases de espectro ampliado
(ESBLs) as do tipo TEM e SHV, consideradas ceftazidimases, codificadas por
plasmideos. As enzimas do tipo CTX-M, foram descritas na Africa do Sul, nos meados
de 90, adquiridas por transferéncia de elementos genéticos moveis de bactérias

ambientais. Estas enzimas sdo da classe das cefotaximases e apresentam maior
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atividade hidrolitica para cefotaxima de que as SHV e TEM. As CTX-M séo
consideradas prevalentes entre as B-lactamases em diversos paises, inclusive Brasil,
especialmente a variante CTX-M-15 e tem sido envolvida na resisténcia de E. coli a -
lactamicos em infeccdo do trato urinério, tanto no ambiente hospitalar como na
comunidade (NARCISO; et al., 2010).

As enterobactérias, em especial E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.,
estdo entre 0s micro-organismos mais isolados nas ITUs, infeccdes de corrente
sanguinea, pneumonias, infec¢des intra-abdominais, entre outras. Nesse grupo de
bactérias a resisténcia aos B-lactamicos, em geral é estendida a outras classes de
antibioticos, a despeito das fluoroquinolonas e aminoglicosideos e os membros desta
familia evoluiram para se tornar cada vez mais resistentes aos ATMs disponiveis,
sendo considerado um importante problema mundial. Este evento exige a
intensificacdo de medidas para controle da disseminacdo destes micro-organismos,
principalmente pela melhoria na administracdo de antibidticos e estratégias para
controle das infec¢cdes (PATERSON, 2006; NARCISO; et al., 2010).

Embora sejam descrito numerosos mecanismos de resisténcia entre as
bactérias, a epidemiologia molecular desses mecanismos € em grande parte
desconhecida, pois 0s grandes inquéritos em sua maioria sdo limitados a
determinadas espécies (E. coli, K. pneumoniae), determinadas amostras (sangue,
urina) ou em ambiente especifico (hospitalar ou comunitario) (DALLENNE et al.,
2010).

1.3.4.2 — Disseminacao da resisténcia bacteriana
O problema da multi-resisténcia entre as bactérias € considerado como uma

das ameacas futuras, mais significativas para a resisténcia aos antibioticos utilizados
como tratamento nas unidades de saude publica no mundo.

Uma bactéria que se torna resistente a antibidticos, pode, em seguida,
transferir esta resisténcia para as bactérias que causam doencas em humanos,
mesmo entre espécies diferentes. A maior proporcéo de transferéncia de genes entre
as bactérias é realizada com o auxilio de elementos genéticos moveis conhecidos

como plasmideos conjugativos, uma parte do DNA bacteriano. Um plasmideo
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carreando gene de resisténcia pode ser transferido para outra célula e dessa forma se
disseminar entre outras bactérias (SAURINA et al., 2000; OKEKE; EDELMAN, 2001).

Embora o0s micro-organismos multirresistentes envolvidos nas infec¢des
adquiridas no ambiente hospitalar e na comunidade sejam em muitos casos
diferentes, muito pode ser feito através da notificacdo epidemioldgica das infeccdes
nosocomiais causadas pelas bactérias multirresistentes, especialmente para se evitar
a propagacdo destes micro-organismos entre as diferentes instituicbes de saude.
Alguns fatores que contribuem para as infec¢gdes nosocomiais sdo: deficiéncia dos
laboratorios de microbiologia, portadores assintomaticos, reservatorios ambientais,
transferéncia inter e intra-hospitalar de pessoas colonizadas, inadequado controle de
infeccOes e a ndo aderéncia a lavagens das méaos pelos profissionais (SAURINA et
al., 2000; OKEKE; EDELMAN, 2001).

Assim como ocorre entre as diferentes unidades de saude, a pressdo de
selecdo de bactérias multirresistentes difere entre as areas geograficas. As
comunidades que apresentam maior prevaléncia de resisténcia, geralmente
costumam apresentar probabilidade para o risco de aquisicdo de resisténcia
semelhante ao ambiente hospitalar. Estas caracteristicas incluem: uso indiscriminado
ou excessivo de ATMs, alta densidade populacional, inadequada fiscaliza¢cdo do meio
ambiente como reservatorio e deficiente controle das infec¢cdes (OKEKE; EDELMAN,
2001).

Além do uso indiscriminado, a automedicacdo, também é considerada como
importante fator responsavel pelo aumento progressivo das taxas de resisténcia
antimicrobiana nos uropatdégenos. Apesar de muitos estudos reconhecerem a
importancia desses fatores no aumento das taxas de resisténcia nos hospitais, as
causas do aumento de resisténcia bacteriana na comunidade ndo sdo tdo aparentes,
sendo necessario o esclarecimento da contribuicdo de outros fatores que poderiam
estar relacionados ao aumento e disseminacdo de micro-organismos resistentes
nesta situacdo (FOXMAN et al., 2000; NICOLLE, L. et al., 2006).

A magnitude do problema é relatada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS): “A resisténcia antimicrobiana é um problema global que afeta paises
desenvolvidos e em desenvolvimento e que se espalha rapidamente entre

continentes, através das viagens internacionais” (OKEKE; EDELMAN, 2001).
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1.3.4.3 — Presséo seletiva dos antimicrobianos

A existéncia dos micro-organismos na terra data de mais de 3,8 bilhdes de
anos e apresentam a maior diversidade genética e metabdlica. Os micro-organismos
desenvolvem mecanismos de resisténcia que os habilitam a responder as pressoes
exercidas pelo ambiente e garantir sua sobrevivéncia. Estes mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos tém sido considerados uma
ameaca global a gestdo das unidades de saude (BYARUGABA, 2004).

Logo ap6s a descoberta do primeiro antibiético e sua utilizacdo de forma ampla
(1940), teve inicio a resisténcia bacteriana e a percepcao da possibilidade de falha
terapéutica devido a pressao seletiva exercida pelos antibiéticos. Assim, ao longo dos
anos tem sido observado um aumento da prevaléncia de resisténcia em diferentes
areas geograficas do mundo, incluindo os paises desenvolvidos. Esta tendéncia tem
sido atribuida as caracteristicas microbianas, presséo seletiva dos ATMs e mudancas
sociais e tecnoldgicas que se acredita serem responsaveis pela transmissao de micro-
organismos resistentes aos ATMs (BYARUGABA, 2004).

A pressao seletiva ocorre como resultado do impacto da utilizacdo dos ATMs
em uma determinada populacdo de micro-organismos, onde 0S micro-organismos
resistentes ao antimicrobiano exercem uma vantagem sobre o0s sensiveis e
sobrevivem. Esta populacdo de resistentes € selecionada e passam a sobrepor a
populacdo comensal, podendo passar a ser reservatorio e ocasionar uma infeccao
futura (FURUYA; LOWY, 2006).

Segundo Hotoon e colaboradores (2004) a pressao seletiva exercida pelos
ATMs nos ambientes, tais como: asilos, hospitais e outros ambientes fechados,
contribui para selecdo e disseminacdo de clones resistentes, aumentando o nivel de
resisténcia dos micro-organismos, 0 que pode representar um Sério risco no
tratamento das infec¢des bacterianas.

Moura e colaboradores (2009) realizando estudo sobre antibioticoterapia em
ITU ndo complicada em Portugal, sugerem que varias combinacdes de caracteristicas
microbianas, pressdo seletiva pelo uso de ATMs, mudancas sociais e tecnoldgicas,
tem contribuido para o aumento da resisténcia bacteriana nas ITUs, ocasionando uma

mudanca acentuada no tratamento destas infeccdes.
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Todos estes fatores levam a uma diminuicdo da eficacia de agentes ATMs
disponiveis, tornando mais dificil de controlar e tratar as infeccbes. Ha
consequentemente interferéncia no controle da disseminagdo destes micro-
organismos, contribuindo assim para elevagdo da morbidade e mortalidade de
doencas infecciosas anteriormente trataveis, como a tuberculose, a malaria, doencas
respiratorias agudas e diarreia (BYARUGABA, 2004).

Acredita-se que a resisténcia bacteriana aos ATMs é causada pelo mecanismo
de pressao seletiva dos ATMs, ocasionado pela administracdo de antibiéticos, sendo

desta forma previsivel, porém inevitavel ( WRIGHT, 2003).

Uso de antibioticos em humanos

O uso humano de antibiéticos pode ser categorizado de duas formas: uso
hospitalar e uso na comunidade. Considera-se que o0 uso hospitalar ocorre de forma
ampla, continua, em pacientes mais susceptiveis a procedimentos invasivos em uma
populacdo em ambientes restritos como enfermarias e unidades de tratamento criticos
(UTIs). O uso na comunidade € considerado descontinuo, em populacdo de menor
namero, em locais independentes e em area dispersa.

No ambiente hospitalar o uso pouco criterioso e indiscriminado favorece a
selecdo de micro-organismos resistentes e a pressdo seletiva nestes ambientes é
considerada efetiva e tem como consequéncia o aumento da prevaléncia de
resisténcia, secundaria a selecdo dos micro-organismos (ANVISA; SANTOS, 2004;
SOTO, 2009) J4 na comunidade, é provavel que o aumento das taxas de resisténcia
seja secundario a pressao seletiva existente, resultante do uso amplo na populacéo,
sem que seja possivel mensurar, especialmente nos paises em desenvolvimento,
devido a pratica de uso inadequado e em subdoses (KUNIN; LIU, 2002).

Estudos realizados em diferentes areas geograficas que tentam comprovar a
existéncia de uma correlacdo entre consumo de antibiéticos e aumento das taxas de
resisténcia, sdo discordantes, quanto a evidéncia de uma associagdo positiva
(BARTOLONI et al., 2004; COLGAN et al., 2008).

Avaliando a relagdo entre consumo de antibidticos e aumento de resisténcia
bacteriana, os estudos realizados em pacientes hospitalizados e da comunidade

apresentam dados favoraveis e contraditorios. Estudo realizado nos EUA descreve
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que o uso amplo de CIP estava associado a maior resisténcia entre as
enterobactérias isoladas em pacientes em ambiente hospitalar. J& no Reino Unido,
Livermore e colaboradores (2002) estudando tendéncia de resisténcia a CIP em
pacientes com infeccdo de corrente sanguinea, ndo encontrou diminuicdo da
resisténcia de E. coli as fluoroquinolonas, apesar da diminuicdo de prescricdo, o
mesmo acontecendo com a diminuicdo de sulfametoxazol/trimetoprim (ENNE et al.,
2001; MUTNICK et al., 2004). Porém, outros estudos mostraram uma associacao
entre 0 uso ambulatorial das fluoroquinolonas e a resisténcia a essas drogas
(GOETTSCH et al., 2000; MACDOUGALL et al., 2005).

No Brasil poucos estudos sao realizados neste ambito. Em 2010, Jacoby e
colaboradores avaliando aumento de producdo de beta-lactamases do tipo ESBL
(beta-lactamase de espectro estendido) e Staphylococcus aureus meticilina resistente
(MRSA), apresentaram dados que mostravam que 0 aumento do uso de
cefalosporinas e fluoroguinolonas, além de procedimentos invasivos, poderia ter uma
relacdo direta com o surgimento de S.aureus MRSA e enterobactérias produtoras de
ESBL.

Uso de antibiéticos na agricultura e veterinaria

As zoonoses que ocorrem principalmente em paises industrializados, ou seja,
doencas infecciosas transmitidas de animais vertebrados para o homem sao de
origem alimentar causadas por bactérias presentes no trato gastrointestinal de
animais destinados a alimentagcdo. Os principais géneros envolvidos sdo Salmonella
spp., Campylobacter spp., Yersinia spp., Listeria spp. e E. coli, especialmente E. coli
do grupo enterohemorragicas.

A maioria das infeccbes de origem alimentar é procedente da contaminacéo
fecal durante as varias etapas do processo de abate (por exemplo, evisceracao) e
tratamento subsequente de tecido animal (A ARESTRUP; WEGENES, 1999).

O uso de ATMs de forma desorganizada na producédo de alimentos de origem
animal, profilaxia e como promotores de crescimento, ocasiona uma selecao de
bactérias resistentes que podem ser transferidas para seres humanos através de
alimentos ou pelo contato direto com animais. Este uso tem sido amplo,

especialmente em paises em desenvolvimento e muito pouco tem sido investido para
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conter o problema do surgimento da resisténcia bacteriana, considerado um problema
global e que certamente exige esforcos entre as nacbes para estabelecer um
programa educacional para o uso responsavel dos agentes ATMs disponiveis, seja
em humanos ou na agroveterinaria (SCHROEDER et al., 2002; BYARUGABA, 2004).

O quanto a utilizacdo de ATMs em animais pode contribuir no aumento da
resisténcia bacteriana, ainda € muito discutido, embora se reconheca que 0s
alimentos de origem animal podem servir de fonte para infeccdes alimentares
bacterianas (SCHROEDER et al., 2002).

N&o sb nos criatérios de animais, como também na industria, agricultura, o uso
de antibiéticos é bem difundido. Nestes meios os antibiéticos sdo pulverizados para
eliminar bactérias de superficie e na industria, por exemplo, os antibiéticos sdo
aplicados para evitar crescimento bacteriano, principalmente no interior de locais para
armazenamento de 6leo. O uso é em subdoses e por tempo prolongado (semanas a
meses) para fins ndo terapéuticos, e sdo usados 0s mesmos antibidticos de
categorias similares aos que sao utilizados em seres humanos. Acoplado as situacdes
descritas, ainda existe a ndo regulamentacdo do uso. Todo este cenario se mostra
perfeito para selecédo de bactérias resistentes e disseminacéo tanto em animais, como
em seres humanos (FURUYA; LOWY, 2006; SONDERHOLM, 2008).

Em 1999 Collignon, descreveu existir um amplo consenso cientifico sobre o
uso de antibidticos em alimento animal e os efeitos nocivos & saude do homem.
Podemos citar o exemplo da avoparcina utilizado como promotor de crescimento,
levando a um aumento da resisténcia de enterococos a vancomicina (VRE) que
carreia o gene VanA e pode levar a colonizacdo da populacdo por esta bactéria,
conforme descrito em estudos na Europa. O grupo de Collignon, realizando estudos
na Holanda em carne de frango, observou que 70% da carne vendida no varejo,
continuava colonizada por VRE mesmo ap0s o abate. A presenca de VRE em
hospitais e na comunidade € motivo de grande preocupacdo na medicina, pois a
vancomicina é considerado um antibidtico de “Ultima linha” para algumas infecgdes
hospitalares e este tipo de resisténcia também oferece um grande risco de
transferéncia dos genes de resisténcia a vancomicina para Staphylococcus aureus
(MRSA) (OKEKE; EDELMAN, 2001).
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Em relacdo aos S. aureus com resisténcia a meticilina (MRSA), € descrito um
namero crescente de derivados de animais, especialmente carne de suinos com
MRSA, causando infecgbes humanas na comunidade. Estudos realizados na Holanda
em criatérios de porcos e avaliando colonizagcdo em narinas, além de infec¢des entre
humanos que lidavam com estes animais, apontam a presenca de clones comuns
associados a colonizacdo dos animais e humanos, além de infec¢des. O S.aureus
também pode causar infec¢cdes em outros animais, incluindo aves e bovinos.

Nos EUA, Europa e outras partes do mundo, a resisténcia a CIP para
Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli, estd associada ao uso de
enrofloxacina, antibiético semelhante a CIP. Em paises onde fluoroquinolonas séo ou
foram frequentemente usadas em animais de producgéo (ex. Espanha, China e EUA),
as taxas mais elevadas de resisténcia s&o observados entre os isolados em alimentos
derivados de animais e em seres humanos. Nestes Ultimos paises, 0s niveis de
resisténcia aumentaram muito rapidamente, coincidindo com a introducédo do uso de
fluoroquinolonas em animais destinados a alimentagdo (SONDERHOLM, 2008;
COLLIGNON et al., 2009). Na Australia existe uma proibicdo para este uso e com
isso, as taxas de resisténcia de E. coli giram em torno de 4%, mesmo em isolados de
infeccbes nosocomiais, enquanto, nos EUA as taxas sao registradas na faixa de 30%
e na China 60% (SONDERHOLM, 2008).

O uso amplo de cefalosporinas de 32 e 4 2 geracfes em aves também é
relatado nos EUA. Aproximadamente 25% dos oito bilhdes/ano de frangos destinados
a producdo de carne, é injetada com ceftiofur (antibidtico de uso veterinario,
correspondente a uma cefalosporina de terceira geracdo), elevando a resisténcia as
cefalosporinas e consequentemente ocasionando o0 aparecimento de E. coli
produtora de ESBL, predominantemente na comunidade, com ou sem contato com
cefalosporinas (COLLIGNON, 2009).

Publicacdo do ano de 2001 relata que a producdo anual global de antibioticos
nos EUA é de 17,5 milhdes de quilos. Destes, 12,5 milhGes de quilos sédo utilizados
para fins ndo terapéuticos na producado pecuaria e 1,5 milhdes de quilos sdo utilizados
para a terapia médica humana. Ja a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano

1998 aponta que as quinolonas séo liberadas para uso em animais de producao na
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Asia, América do Sul e Africa e estima-se que na China o consumo em animais,
chegue a 470 toneladas/ano (MELLON; BENBROOK; BENBROOK, 2001).

Desde a década de 90 que o uso de antibidticos em animais, seja para
tratamento ou como promotor de crescimento, tem chamado a ateng¢ao dos cientistas
e estudos foram realizados na Holanda e Reino Unido, mostrando que o consumo de
antibioticos em animais apenas com a finalidade de promover crescimento era quatro
vezes mais que em adultos humanos, chegando a uma estimativa de 300.000 Kg/ano
para animais contra 80.000kg/ano em humanos. Na Dinamarca, estima-se que cerca
de 35 toneladas/ano de antibidticos sao utilizadas para terapia humana, 53
toneladas/ano sdo utilizadas em animais na terapia e profilaxia e 107 toneladas para
promocdo de crescimento (AARESTRUP; WEGENES, 1999). Estes dados mostram
que a pressao seletiva exercida pelo uso veterinario de antibiético sobre a microbiota
bacteriana nos animais € da mesma ordem de magnitude que a exercida pelo uso
humano sobre sua microbiota bacteriana. Essa pressédo seletiva tem aumentado
amplamente, devido a ampla exposi¢cdo dos animais aos antibiéticos como agentes
promotores de crescimento. No entanto, existe uma relativa escassez de dados sobre
a extensdo da resisténcia antimicrobiana entre E. coli de origem alimentar
(SCHROEDER et al., 2002).

A prevaléncia da resisténcia antimicrobiana em bactérias comensais de
humanos e animais é usada como um indicador da pressao seletiva pelo uso de
ATMs (MURRAY, 1992). E descrito que, os antibiéticos fazem parte dos residuos de
produtos alimentares e permitem a selec¢éo de bactérias resistentes apds o consumo
do alimento, sendo liberado no meio ambiente por animal e efluentes humanos. Estas
bactérias resistentes dos animais podem causar infeccdo no homem pelo contato
direto ou através de alimentos de origem animal, podem também colonizar os seres
humanos ou transferir sua resisténcia para outras bactérias da microbiota humana,
atraves de genes de resisténcia (ANNA F'ABREGA et al., 2008).

No Reino Unido, Woodford e colaboradores (2007) realizaram estudos
buscando uma possivel ligacdo entre o aumento de E. coli produtoras de ESBL e
producdo de alimento animal. Foi sugerido que a possivel fonte seria frango
importado, embora, ndo tenha sido possivel identificar uma relacao direta entre E. coli

ESBL positiva, frango e humanos. Entretanto, em Minnesota, outros investigadores
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encontraram evidéncias para uma ligacdo entre a resisténcia as drogas e genotipos
de E. coli extra-intestinal (EXPEC) em animais, produtos alimentares e infeccbes
humanas (MANGES, et al., 2001).

Em outro estudo realizado no Canada, Vicent e colaboradores (2010),
analisando isolados de E. coli de amostras clinicas humanas, restaurantes e carne
vendida a varejo, obtidas no mesmo periodo, identificaram isolados de frango e outros
alimentos, que apresentavam perfis genéticos indistinguiveis ou relacionados aos
isolados de ITU. Os autores levantam a hip6tese de que, a presenca dessas cepas
causando surtos sugere que fontes ambientais, carne e outros alimentos, podem
contribuir para disseminagdo de cepas de E. coli intimamente relacionadas. Se
produtos alimentares de origem animal servem como reservatorios para ExXPEC,
provavelmente o uso de ATMs na producao desses alimentos pode levar a selecdo de
EXPEC com resisténcia aos ATMs ( MANGES, et al., 2001).

O uso de antibidticos e produtos similares utilizados como promotores de
crescimento e tratamento em animais de abate tornou-se uma caracteristica da
pecuaria moderna, e a0 mesmo tempo, uma preocupacdo pela possibilidade de
selecdo e disseminacdo de cepas resistentes. Embora muitos produtos utilizados
como promotores do crescimento tenham pouca ou nenhuma aplicacdo na medicina
humana, os utilizados na profilaxia e terapia s&o, muitas vezes, intimamente
relacionados aos antibidticos utilizados na pratica clinica: B-lactamicos (penicilinas e
cefalosporinas); sulfonamidas associadas ou ndo ao trimetropim; tetraciclinas;
macrolideos; lincosaminas e quinolonas (incluindo fluoroquinolonas). Portanto, essa
pratica pode exercer uma pressao seletiva importante na comunidade (I. PHILLIPS et
al., 2004).

E bem descrito que o uso de ATMs é o fator mais importante na selecdo da
resisténcia em bactérias, e este fato, leva a crer que existe uma relagéo estreita entre
a taxa de desenvolvimento de resisténcia e as quantidades de agentes ATMs
utilizados quer seja no ser humano ou em animais e este desenvolvimento de
resisténcia em bactérias zoonéticas constitui um risco para a saude publica,
especialmente no que diz respeito ao aumento do risco de falhas no tratamento
(AARESTRUP; WEGENES, 1999).
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A emergéncia da resisténcia aos antibioticos na medicina veterinaria e no setor
agricola apresenta padrbes semelhantes aos dos humanos. Utilizam-se grandes
quantidades de medicamentos anti-infecciosos ndo s6 para tratar animais doentes,
mas também como suplementos regulares para prevenir infeccdes. Na Unido
Europeia como lider mundial neste contexto, existe atualmente uma legislacdo que
impede o0 uso de antibidticos utilizados nos humanos como promotores de
crescimento nos alimentos para animais.

Existe um consenso cientifico de que o uso de antibiéticos nos alimentos para
animais, em algumas ocasifes, tem efeitos nocivos na saude humana, aonde quer
gue o0s antibidticos sejam usados, as mais importantes consequéncias sao o0
desenvolvimento e propagacdo de bactérias resistentes, seja em pessoas ou animais.
Se animais carreiam bactérias resistentes, alimentos produzidos a partir destes
animais, vao conter estas bactérias. Apds ingestdo dos alimentos, as pessoas podem
se colonizar ou se infectar com estas bactérias (SONDERHOLM, 2008).

Uma forte evidéncia do aparecimento de cepas de E. coli resistentes aos ATMs
entre humanos e alimentos derivados de animais, especialmente aves, seria 0
aumento desproporcional do consumo pelo homem de frango a retalho, observado
nos ultimos 30 anos, e que provavelmente acarretou mudancas na metodologia de
producéo, incluindo o aumento do uso de ATMs como promotor de crescimento,
prevencdo e tratamento de infeccbes. Todas essas mudancas poderiam ter
influenciado na selecdo de E. coli multirresistente, que a partir de alimentos para
animais, ou de produtos a base de carnes destinada a alimento humano, poderiam
colonizar o intestino do consumidor e em determinadas circunstancias causar
infeccdo extra intestinal, como por exemplo, ITU ( MANGES; JOHNSON, 2012).

Diante de todas as evidéncias nos diversos estudos revisados, 0s autores
ressaltam a importancia de se identificar as fontes ou reservatérios potenciais de
EXPEC associados as infec¢des humanas, como forma de reduzir a transmissao ou

pelo menos, reduzir a disseminacao de resisténcia ( MANGES; JOHNSON, 2012).
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1.3.5. — Epidemiologia Molecular

Epidemiologia molecular é definida como o estudo das doengas como ocorre
nas populacdes humanas, tendo como objetivo avaliar as doencas em relacdo as
caracteristicas genéticas do micro-organismo causador da doenca, através do uso de
observacgbes planejadas para identificar caracteristicas microbianas, a fim de predizer
a ocorréncia, gravidade, ou manifestagbes clinicas das infec¢bes, ou ainda,
particularidades importantes do hospedeiro, tais como, idade, sexo e fatores
predisponentes. Os estudos epidemiolégicos moleculares tem como objetivo conhecer
as bases moleculares para estudar viruléncia, ocorréncia, gravidade, relacdo do
hospedeiro com o0s patdgenos, como também identificar patdgenos e vias de
transmissao visando um maior entendimento da dindmica e prevencéo das infeccdes
(JOHNSON; RUSSO, 2005).

Entre os aspectos analisados nos micro-organismos na epidemiologia
molecular, estdo sequéncia de DNA, genes, operons, plasmideos e ilhas de
patogenicidade, clones, grupos clonais e grupos filogenéticos. Entre os métodos
utilizados, a técnica mais discriminatoria e com maior reprodutibilidade, que pode ser
utilizada na tipagem de diversas espécies bacterianas, é a eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE), no qual o DNA bacteriano total & eletroforeticamente
separado apdés digestdo com uma endonuclease de restricdo que reconhece um
namero limitado de sitios gendémicos. A partir das bandas geradas no gel de
eletroforese é feita uma andlise comparativa entre os fragmentos buscando a
identificacdo de clones (JOHNSON; RUSSO, 2005).

A andlise genotipica dos patdgenos € considerada de grande importancia nas
investigagcbes epidemiologicas dos agentes de doencas infecciosas. A genotipagem
destes isolados sdo passiveis de validagdo em doencgas que ocorrem em forma de
surtos, como as causadas por Salmonella spp. e E. coli O157:H7. O empasse ocorre
quando se trata de caracterizar micro-organismos associados as doencas que nao
sédo reconhecidamente causadoras de surtos, como no caso das ITUs por E. coli.
Entretanto, estudos recentes pesquisando UPEC, sugerem que ITUs adquiridas na

comunidade poderiam ocorrer em forma de surtos (TARTOF et al., 2005).
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1.3.5.1 - Teste genotipico para avaliacdo de clonalidade
As técnicas moleculares sdo aplicadas a epidemiologia, objetivando a

estratificacdo e refinamento dos dados de forma confiavel, facilitando as investigacdes
epidemiologicas (FOXMAN; RILEY, 2001).

A capacidade de identificar um micro-organismo no nivel de espécie e de
discriminar entre individuos da mesma espécie € realizada através da tipagem destes
micro-organismos, com metdédos que tem somado grandes avancos nos ultimos anos.
Estas metodologias utilizadas parte da proposicdo de que os isolados relacionados
epidemiologicamente sdo oriundos da expansao clonal de um antecedente Unico e,
que apresentam caracteristicas que diferem dos isolados considerados nao
relacionados. Com o0 desenvolvimento destas técnicas tornou-se possivel o
conhecimento de importantes informacdes a serem utilizadas na vigilancia
epidemioldgica e controle das doencas infecciosas (MASLOW; MULLIGAN; ARBEIT,
1993).

A escolha da metodologia genotipica adequada para ser utilizada na tipagem
dos micro-organismos, deve se basear na sua tipabilidade, reprodutibilidade, poder
discriminatério, estabilidade e concordancia epidemiol6gica, bem como a
possibilidade da adequacdo da técnica para a espécie a ser estudada. Outras
consideracfes que devem ser avaliadas sdo: acessibilidade, flexibilidade, rapidez,
custos, adequacdo dos resultados para informatizacdo e qualificacdo profissional
(VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH, 2000; VAN BELKUM et al., 2007).

Entre as técnicas padronizadas para tipagem de micro-organismos, o PFGE &
considerado uma técnica de facil execucdo e rapidez, apesar da baixa
reprodutibilidade que apresenta entre as corridas e entre os laboratérios, além de
apresentar certa dificuldade no momento da interpretacéo dos padrbes de ampliacido
e dos critérios para definicdo dos clones (VAN BELKUM et al., 2007).

Eletroforese em gel de campo pulsado — PFGE

E considerado o método de escolha em estudos epidemiolégicos com bactérias
de importancia médica. E uma técnica utilizada para determinacdo de grupos clonais
e identificacdo, baseando-se na avaliacdo visual dos padrbes similares por numero

absoluto de diferencas de bandas eletroforéticas, dentro do isolados existentes. E
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considerada altamente discriminatoria, onde o DNA bacteriano é separado por
eletroforese apos digestdo com endonucleases de restricdo, que reconhecem um sitio
limitado de sitios gendmicos. ApGs a separacdo das bandas no gel, realiza-se uma
analise comparativa entre os fragmentos, para identificacdo de clones existentes.

O meétodo apresenta uma reprodutibilidade e capacidade discriminatoria
superior para UPEC, quando comparado com outros métodos de tipagem, podendo
ser utilizado para diversas espécies bacterianas, sendo considerado assim padrao-
ouro entre os testes moleculares de genotipagem em estudos epidemioldgicos de
isolados bacterianos (JOHNSON; RUSSO, 2005; TARTOF et al., 2005).

1.3.5.2 - Clonalidade das amostras de E. coli

Os métodos de tipagem séo utilizados para identificacdo de clones ou grupos
clonais. O PFGE no qual o DNA bacteriano é separado ap0s digestdo com uma
enzima de restricdo e tem a capacidade de reconhecer um nimero limitado de locais
gendbmicos, é um teste utilizado para identificar cepas com o mesmo perfil
eletroforético de separacao de bandas de DNA ou clone (F. C. TENOVER, et al, 1995;
J. R. JOHNSON; KUSKOWSKI, M. A. et al., 2005).

A disseminacédo clonal diz respeito a propagacdo de clones distintos de um
micro-organismo através de uma comunidade. Estes clones sdo considerados
carreadores de genes de resisténcia e sao disseminados com maior facilidade

(FURUYA; LOWY, 2006).

1.3.5.3 — Distribuic&o clonal de cepas de E. coliem ITU
Um fato que pode contribuir de forma significativa para a ocorréncia de

infeccBes extra-intestinais por E. coli, incluindo ITU, € a disseminacdo de cepas
patogénicas. Apesar da ITU ndo ser normalmente considerada uma doenca
associada a surtos na comunidade, certas linhagens tém revelado um comportamento
epidémico, a exemplo do surto ocorrido no sul de Londres, em pacientes da
comunidade, onde foi isolado nos casos, um grupo clonal de E. coli O15: K52: H1,
associada a casos de cistites, pielonefrites e septicemia, e que apresentavam um

padrdo de sensibilidade incomum, com resisténcia a varios antibidticos. Estas



66

caracteristicas sugerem uma epidemia com uma cepa virulenta de E. coli a partir de
uma fonte comum na comunidade (I PHILLIPS et al., 1988).

Ao longo das ultimas décadas tem sido relatado em varios paises infec¢des
extra-intestinais na comunidade, decorrentes de grupos clonais (grupos
geneticamente relacionados), a exemplo dos surtos de ITU por E. coli. Entre estes
casos podemos citar surto na Dinamarca, por E. coli O78: H10; no Canada surto
causado por E. coli produtora de B-lactamase de especto estendido, onde a maioria
dos isolados era de ITU. Espanha, e Reino Unido surtos comunitarios também tem
sido documentados (OLESEN et al., 1994; PITOUT et al., 2005).

Na Califérnia, Manges colaboradores (2001), relataram que um unico clone de
E. coli, designado grupo clonal A (CgA), foi responsavel por cerca da metade dos
isolados de E. coli com resisténcia a SXT, em 47 mulheres com ITU. Também
concluiu que isolados pertencentes a este grupo clonal eram associados a resisténcia
aos ATMs para ITUs em comunidades universitarias em Michigan e Minnesota, bem
como resisténcia de SXT em casos de pielonefites em varios estados dos EUA.
Curiosamente estes isolados clonais CgA eram relacionados com o clone 015: K52:
H1, responsavel pelo surto documentado em 1986 a 1987 em Londres (JOHNSON et
al., 2002).

Em 2006, Manges e colaboradores, observaram que os grupos clonais
encontrados em estudos anteriores, apresentavam resisténcia aos ATMs utilizados
em ITU-AC em varias regifes. As evidéncias encontradas pelos autores sugeriram
gue o0 aumento da resisténcia entre os uropatogenos em lugares distintos, seria
atribuivel a um numero limitado de grupos clonais de E. coli uropatogénicas,
especialmente o grupo designado CgA e o grau de homogeinidade genética entre
estes isolados em regides geograficas distintas, poderia sugerir a existéncia de um
fator comum, como por exemplo, um produto alimentar contaminado que poderia ser
responsavel pela disseminacgéao clonal.

Boczek e colaboradores (2007) realizando uma revisdo bibliografica apontam
para os relatos de emergéncia de um unico grupo clonal (CgA) em diversos estudos
epidemioldgicos, entre isolados E. coli de ITU resistentes a SXT. Nestes estudos o
grupo CgA representa até 50% dos isolados de E. coli isoladas a partir ITU nao

complicada e pielonefrite, afetando mulheres. A ocorréncia de forma disseminada de
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E. coli do grupo CgA em algumas comunidades tem levantado questdes a respeito da
disseminacao desses clones e levanta a hipotese que a exposi¢cdo a alimentos ou
agua contaminada pode representar uma forma de propagacdo desses patdégenos
(BOCZEK et al., 2007).

Em Minnesota Bockek e colaboradores (2007) analisando aguas de esgoto em
sete regides diferentes dos EUA, evidenciou a presenca de E. coli clonal (CgA)
apresentando resisténcia a SXT (39%). Os autores concluem chamando atengéo para
o fato de que as taxas de resisténcia coletadas apenas em pacientes com ITU podem
nao ser representativas da verdadeira prevaléncia de resisténcia na comunidade
estudada e que estudos no meio ambiente poderiam contribuir para avaliacdo do perfil
de resisténcia de cepas de E. coli presentes na populacao local.

A homogeinidade genética observada nos estudos de Manges e colaboradores
levaram os autores a supor que estes grupos clonais, circulantes entre os seres
humanos em diferentes regides geograficas, poderiam funcionar como reservatério
intestinal e estariam contribuindo em grande parte para as ITUs comunitarias,
embora, apresentassem uma diversidade genética entre eles. Estima-se que cerca de
10 a 20% destas infeccdes estudadas poderiam ser causadas por um grupo clonal
pequeno de EXPEC e que apresentavam resisténcia a mais de um antimicrobiano (A.
R. MANGES et al., 2008).

Em 2008, Smith e colaboradores estudando a composi¢cdo clonal de 584
isolados de E. coli de ITU em quatro periodos diferentes, encontraram 35 grupos
clonais distintos, com predominio dos grupos: CgA, CgC, CgH, com maior predominio
do grupo CgA. Este estudo compartilha com resultados de outros estudos, em que
descrevem que um nuamero limitado de grupos clonais, sdo responsaveis pela maioria
das ITUs de comunidade que apresentam resisténcia aos ATMs.

Na Dinamarca, Skjgt-Rasmussen e colaboradores (2013), ressalvam a
evidéncia de que E. coli do grupo CgA, em sua maioria resistente a SXT tem uma
distribuicdo mundial endémica, concentrada principalmente no mundo ocidental. Estas
cepas associadas a infec¢cdo do trato urinario e outras infeccbes extra-intestinais,
podem ser responsaveis por epidemias na comunidade e foram identificadas como
uma causa de ITUs-AC evidenciadas em surtos desde 2001, conforme descrito por

Manges e colaboradores.
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Outro estudo realizado pelo mesmo grupo, (Skjgt-Rasmussen e colaboradores)
investigaram a prevaléncia do grupo clonal CgA em isolados de E. coli de bacteremia
com origem no trato urinario. Foram avaliadas 196 amostras de E. coli isoladas de
sangue e 195 de urina de pacientes internados em quatro hospitais, alguns
considerados com infeccdo adquirida na comunidade. Realizando PFGE das
amostras, encontraram 30 (15%) isolados de sangue e em 27 amostras de urina dos
mesmos pacientes, pertencentes ao grupo clonal CgA e em sua maioria isoladas em
bacteremia consideradas de origem comunitaria, sendo que 97% foram isolados em
mulheres. Entre estes isolados 50% eram resistentes a SXT em comparacdo a 12%
das amostras ndo CgA. Entretanto, quando avaliaram amostras de carne nha
comunidade, ndo encontram relacao clonal com estes isolados.

No Rio de Janeiro, Dias e colaboradores (2009), em um estudo de clonalidade
entre amostras de E. coli isoladas em ITU-AC, utlizando a técnica de ERIC,
encontraram 19 grupos clonais distintos, sendo que o CgA foi visto em maior nimero.
Estes achados concordam com alguns dados mundias, como nos EUA, estudos
realizados em mulheres jovens com cistite (A. R. MANGES, et al., 2001). Também
observaram que os grupos clonais apresentavam 82% de resisténcia a SXT e foram
responsaveis por 52% das ITUs, entretanto, ndo puderam concluir como o grupo CgA
foi introduzido e possivelmente disseminado no Rio de Janeiro.

A constatacdo da existéncia de um grupo clonal em diferentes estudos
realizados em &reas geogréaficas distintas, apontam que o grupo clonal CgA é
distribuido de forma heterogénea e mais prevalente nos EUA que outros paises. Um
grupo caracterizado com clonal pode afetar popula¢des diversas, incluindo adultos e
criangas, podendo causar infec¢ao no trato urinario e infecgdes em outros sitios e tem
forte associacdo com resisténcia a SXT. Outra caracteristica importante é a presenca
de um perfil de viruléncia sugerindo viruléncia extraintestinal. A combinag¢do de
resisténcia e viruléncia pode contribuir para emergéncia de epidemia clonal (clone
epidémico) ( JOHNSON, J.R.; KUSKOWSKI, M. A. et al., 2005).

Os isolados de E. coli associados a esses grupos clonais, presentes nos surtos
documentados, foram reconhecidos devido a presenca de um fendtipo de resisténcia

considerado incomum nas infec¢cbes adquiridas na comunidade, além de
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apresentarem em alguns casos resisténcia multiplas aos ATMs e associacdo com
infeccbes graves.

Apesar dos diversos estudos que tentam esclarecer a rota de transmisséao e
fonte destes grupos clonais, ainda néo foi possivel descrever de forma clara, como
acontece essa transmissdo e disseminacéo clonal, embora ja tenha sido descrito a
presenca de colonizag&o do trato gastrointestinal em cepas de E. coli resistentes aos
ATMs em individuos procedentes de regides com alta prevaléncia de resisténcia.
Acredita-se ser relacionado a contaminacdo alimentar ou outros fatores ambientais
(BOCZEK, et al.,2007; MANGES, et al., 2008).

A andlise dos surtos citados ndo revelou qualquer evidéncia de que a
transmissdo pudesse acontecer pessoa-a-pessoa, mas sugere a possibilidade da
transmissdo por alimentos ou pela agua contaminada, no entanto, limitados dados
epidemioldgicos disponiveis impedem conclusdes definitivas em relacdo a
transmissao de pessoa para pessoa ou de uma fonte externa.

Portanto, estudos que comparam populacbes definidas, homogéneas de
diferentes localidades s&o necessérios para maior entendimento da distribui¢édo clonal
e mecanismos de resisténcia aos ATMs dos micro-organismos envolvidos nas
infecgbes bacterianas, especialmente E. coli isoladas em ITU-AC. Nosso estudo
predende determinar e avaliar a distribuicdo clonal de E. coli isoladas em ITU-CA
resistentes aos ATMs em dois periodos diferentes (2001 a 2002 e 2008 a 2009)

procedentes de pacientes de hospitais da rede publica e privada em Salvador,Bahia.
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2.0 - RACIONAL

O aumento da resisténcia dos micro-organismos envolvidos nas ITUs,
especialmente a resisténcia aos ATMs utilizados rotineiramente no tratamento
empirico das ITUs, tais como: cefalosporinas, AMP, aminoglicosideos, SXT e
fluoroquinolonas, é preocupante e sugere a necessidade de identificar a origem, o

reservatorio e as vias de transmissédo destas infeccdes.

Varios estudos indicam que um grupo clonal de E. coli (CgA), causador de ITU,
esta globalmente disseminado e € associado a isolados apresentando resisténcia aos
ATMs, especialmente SXT. Os resultados destes estudos sugerem a possibilidade do
ser humano servir como hospedeiro e o0s alimentos consumidos, especialmente
carnes de frango, servirem de reservatério e fontes de disseminacdo de cepas
resistentes aos ATMs, dificultando o tratamento destas infeccdes e acarretando

custos aumentados ao sistema de saude.

Diante deste cendério, estudos buscando caracterizar a distribuicdo clonal de
cepas de E. coli isoladas de ITU-AC podem contribuir para o entendimento dos
mecanismos de aquisicdo e disseminacao de resisténcia aos ATMs em isolados de E.

coli na comunidade.
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3.0 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

1.

Determinar a distribuicdo clonal de cepas de E. coli isoladas em ITU-AC,
de acordo com o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, no
periodo de 2001 a 2009 em Salvador, Bahia.

3.2 — Objetivos Especificos

1.

2.

3.

4.

Subtipar as cepas de E. coli isoladas em ITU-AC, utilizando técnica de

alto poder discriminatorio;

Analisar a composicado clonal de E. coli, de acordo com o perfil de

susceptibilidade aos antimicrobianos, nos dois periodos do estudo.

Comparar a composic¢ao clonal das cepas resistentes de E. coli isoladas

em ITU-AC em Salvador entre os dois periodos estudados.

Identificar mudancas na distribuicdo clonal das cepas de E. coli

resistentes aos antimicrobianos no periodo de 2001 a 2009.
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4.0 - METODOLOGIA

4.1 — Local de Estudo
Laboratério de Epidemiologia Molecular e Bioestatistica e Laboratério de

Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ,
Salvador, Bahia.

4.2 — Desenho do Estudo
Trata-se de um estudo de corte-transversal para avaliar a composicao clonal

das cepas de E. coli isoladas de ITU-AC em pacientes ambulatoriais atendidos em
Salvador, Bahia.

4.3 - Populacao

Amostras consecutivas de cepas de E. coli isoladas de urocultura de pacientes
ambulatoriais atendidos em servicos da rede publica e privada no periodo
compreendido entre 2001 a 2002 e da rede privada no periodo entre 2008 a 2009.

4.3.1 - Critérios de Incluséo
Foram incluidas cepas de E. coli isoladas de ITU em pacientes de ambos os

sexos, sem restricdes quanto a idade e com ITU definida por urocultura positiva (>10°

Unidades Formadoras de Coldnias-UFC/mL).

4.3.2 — Critérios de Exclusao
Pacientes com histéria de internamento ou procedimento urolégico hospitalar
nos ultimos 30 dias e pacientes com episodio de ITU que ja tenham sido incluidos no

estudo.
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4.3.3 — Escolha dos isolados para subtipagem
Foram selecionadas para realizagdo subtipagem por PFGE: uma amostra

aleatoria dos isolados de E. coli nos seguintes grupos: i) cepas susceptiveis a todos
ATMs testados em 2001 a 2002 (n=57/155) e em 2008 a 2009 (n=62/160), ii) cepas
sensiveis a CIP e resistentes a SXT em 2001 a 2002 (n=60/125) e 2008 a 2009
(n=56/119), iii) todas as cepas resistentes a CIP e SXT e (n=65 em 2001 a 2002 e
n=35 em 2008 a 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma das amostras selecionadas aleatoriamente para

realizacéo de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE).
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4.4 — Manutencdo das Amostras de E. coli

Apés o isolamento, cada uma das amostras obtidas foi repicada em agar
Macconkey para avaliar a pureza da cultura e, em seguida, congelada em tubos tipo

criotubos em caldo de BHI com 10% de glicerol em freezer a - 80°C.

4.5 — Genotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado - (PFGE)
A subtipagem dos isolados de ITU-AC foi realizada utilizando um protocolo

modificado para subtipagem de E. coli (O157:H7) por PFGE, estabelecido pelo CDC
(BENDER et al., 1997). Como controle de qualidade utilizamos a cepa ATCC 25922
(cepa padrdo) em todas as corridas. Para realizacdo do PFGE, cada isolado foi
inicialmente repicado por duas vezes em Agar Columbia e incubado em estufa a 37°C
por 18 a 24 horas. ApoOs esse periodo foi feita uma suspenséo bacteriana em 500pL
de “PIV’ (NaCl 1M em 10 mM de Tris-HCI, pH 7,6) e ajustada a escala 1,0 de
MacFarland, onde adicionou-se 500uL de agarose “Low Melting Point” a 2% a 56°C
para o preparo dos “plugs”. Apds solidificagdo, os “plugs” foram tratados com
proteinase K (25mg/mL) “overnight” — 1mL do tampédo ES (EDTA tetrassodico 1M, pH
8,0; sarcosil 5%) e 40uL de proteinase K . Durante trés dias, os “plugs” foram lavados
sucessivamente com tampao “TE” (10 mM Tris, 1ImM EDTA pH 8,0) em temperatura
ambiente. Apds as lavagens, foi realizada a restricdo enzimatica (temperatura de
37°C “overnight”) com a enzima Xbal (12U/uL).

Na corrida eletroforética, foi utilizado o CHEF-DR® I, sob as condicdes de
tempo inicial de 2,2 segundos e final de 54,2 segundos, voltagem de 6 V/cm e tempo
de corrida de 17 horas. ApGs a corrida o gel foi corado com brometo de etidio. Para
determinacdo de perfil de mobilidade eletroforética, foi utilizado o programa Gel
Compar 1I® (Bio-Rad). A comparagdo das amostras foi realizada a partir de

dendrograma utilizando o coeficiente de Dice com tolerancia de 1,5%.
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4.5.1 — Definicdo de grupo clonal
Os grupos clonais foram caracterizados com base nos critérios utilizados por

Tenover e colaboradores (1995), onde os isolados que apresentaram padrdo de
PFGE idénticos foram considerados geneticamente indistinguiveis, 0s que
apresentaram 1 a 3 bandas diferentes foram caracterizados como intimamente
relacionados e finalmente os que apresentaram quatro a seis bandas diferentes foram
considerados possivelmente relacionados. Grupo clonal foi definido como = 2 isolados
mostrando padrdes similares (TENOVER, et al, 1995).

4.5.2 - Andlise Estatistica (PFGE)
A significancia estatistica das diferencas na distribuicdo das propor¢cdes dos

grupos clonais foi avaliada através do teste do Qui-quadrado. Foram considerados
significativos estatisticamente os resultados com p<0,05 (bi-caudal). Todas as

analises foram realizadas no programa estatistico Stata versao 11 ®.

4.6 - Consideracdes Eticas
Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Centro de Pesquisa Goncalo Moniz (Parecer n° 180/2008). A analise dos dados e
todos os testes do protocolo foram realizados sem conhecimento da identidade dos
participantes por parte da equipe de investigadores. Dessa maneira, foi preservada a
confidencialidade das informacdes e a privacidade dos individuos incluidos no

protocolo.
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5.0 - RESULTADOS

No total, 874 cepas de E. coli foram isoladas de pacientes com ITU-AC em
Salvador, em dois periodos diferentes, sendo 463 no primeiro periodo (2001 a 2002) e
411 no segundo periodo (2008 a 2009). As amostras foram isoladas em ITU-AC em
pacientes procedentes de emergéncias e ambulatérios de dois hospitais publicos e
um hospital da rede privada em Salvador, Bahia.

As prevaléncias de resisténcia para os 463 isolados de E. coli em 2001 a 2002
estdo sumarizadas na Tabela 1. As maiores taxas de resisténcia foram para AMP
(49%) e SXT (42%). Quatorze por cento dos isolados avaliados apresentaram
resisténcia a CIP. Para a maioria dos ATMs testados, a prevaléncia de resisténcia foi
semelhante entre homens e mulheres. Entretanto, os individuos de sexo masculino
apresentaram taxa significativamente maior de resisténcia para os seguintes ATMs:

nitrofurantoina, acido nalidixico e CIP.
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Tabela 1 - Prevaléncia (%) de resisténcia antimicrobiana em 463 Escherichia coli isoladas de infec¢ao
do trato urinario adquirida na comunidade estratificado por sexo, Salvador, Bahia, 2001 a 2002.

Mulheres Homens Total Valor de p*

n=378 % n=85 % n=463 %
Amicacina 8 2 4 5 12 3 0,16
Ampicilina 189 50 39 46 228 49 0,58
Cefepime 4 1 1 5 1 0,91
Cefoxitina 8 2 4 5 12 2 0,12
Ceftazidima 4 1 1 0,73
Ceftriaxona 4 1 0 0 4 1 0,53
Cefalotina 42 11 11 13 53 12 0,61
Cloranfenicol 83 22 15 18 98 22 0,36
Ciprofloxacina 45 12 20 24 65 14 0,009
Gentamicina 8 2 4 5 12 2 0,12
Acido nalidixico 57 15 22 26 79 17 0,02
Nitrofurantiona 8 2 9 10 16 4 0,001
Norfloxacina 49 13 17 20 66 14 0,10
Sulfametoxazol-Trimetoprim 159 42 33 39 192 42 0,65
Tetraciclina 155 41 31 37 186 40 0,54

* Teste Qui-quadrado
Nota: Dentre estes isolados 155 (33.5%) eram sensiveis a todos os antimicrobianos testados

Na Tabela 2, apresentamos o perfil de sensibilidade dos 411 isolados de E. coli
no segundo periodo do estudo (2008 a 2009). As taxas de resisténcia para os ATMs
testados nao diferiram significativamente entre homens, mulheres e criancas, apesar
dos nossos dados sugerirem que as taxas de resisténcia a fluoroquinolonas sejam
menores entre as criancas (1%) comparadas aos homens (10 a 11%) e mulheres (9 a
10%).
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Tabela 2 - Prevaléncia (%) de resisténcia antimicrobiana em 411 Escherichia coli isoladas de infec¢ao
do trato urinario adquirida na comunidade estratificado por sexo, Salvador, Bahia, 2008 a 2009.

Mulheres Homens Criangas Total Valor de p*

n=290 % n=52 % n=69 % n=411 %
Amicacina 0 0 0 0 1 1 1 1 0,083
Ampicilina 136 47 28 54 36 52 200 49 0,092
Cefepime 0 0 0 O 0 O 0 0 0,811
Cefuroxima 0 0 0 0 1 1 0,083
Ceftazidima 0 0 0 O 0 0 -
Ceftriaxona 0 0 0 O 0 0 -
Cefalotina 93 32 18 34 26 37 137 33 0,707
Ciprofloxacina 29 10 6 11 1 1 35 9 0,063
Gentamicina 3 1 1 2 3 6 2 0,488
Nitrofurantiona 3 1 2 4 1 1 6 2 0,165
Sulfametoxazol-Trimetoprim 107 37 14 27 26 38 147 36 0,676
Tetraciclina 75 26 13 25 13 19 101 26 0,460

* Teste Qui-quadrado

Nota: Dentre estes isolados 160 (38.9%) eram sensiveis a todos os antimicrobianos testados.

De forma geral, as maiores taxas de resisténcia foram encontradas para AMP
(49%), SXT (36%), CF (33%), tetraciclina (26%) e CIP (9%). Na Tabela 3,

comparamos a prevaléncia de resisténcia aos ATMs nos isolados de E. coli de acordo

com sexo nos diferentes periodos do estudo. Verificamos que as taxas de resisténcia

nao mudaram de forma significativa para a maioria dos ATMs testados, exceto para

CF cuja prevaléncia aumentou de duas a trés vezes e para amicacina, cuja taxa de

resisténcia diminuiu entre as mulheres no intervalo de tempo avaliado.
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Tabela 3. Prevaléncia (%) de resisténcia a antimicrobianos em cepas de Escherichia coli
isoladas em pacientes com infec¢ao do trato urindrio adquirida na comunidade em
Salvador, comparagao de dois periodos: 2001 a 2002 e 2008 a 2009.

Mulheres Homens
Antimicrobianos 2001-2002 2008-2009 p-valor 2001-2002 2008-2009 p-valor
(n=378) (n=290) (n=85) (n=52)
Amicacina 2 0 0,040 6 0 0,193
Ampicilina 51 47 0,287 47 54 0,403
Cefepime 1 0 0,233 1 0 *
Ceftriaxona 1 0 0,233 0 0 *
Cefalotina 11 32 0,001 14 34 0,004
Ciprofloxaxina 11 10 0,705 24 11 0,065
Gentamicina 2 1 0,499 5 2 0,718
Nitrofurantoina 2 1 0,499 11 4 0,286
Sulfametoxazol+trimetoprim 43 37 0,102 40 27 0,131

*N3o foi possivel calcular, valor esperado menor que 1.

Na Tabela 4, apresentamos a distribuicdo de resisténcia na populacdo
estudada. Apesar do aumento do percentual de micro-organismos considerados
multirresistentes (resistentes a trés ou mais classes de antibioticos) nos dois periodos

avaliados, esta diferenca ndo apresentou significancia estatistica.

Tabela 4. Distribuicdo (%) de resisténcia aos antimicrobianos em Escherichia coli isoladas
em pacientes com infec¢do do trato urindrio adquiridas na comunidade, Salvador, Bahia,
2000 a 2001 (n=463) e 2008 a 2009 (n=411).

n° de resisténcias a n (%) n (%) Valor de p?
antimicrobianos 2001-2002 2008-2009
0 155 (34) 160 (39)
1 62 (13) 44 (11) 0,551
2 79 (17) 35 (9)
>3 167 (36) 172 (46)

® Qui-quadrado
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Do total de 335 cepas de E. coli selecionadas, 275 (82,1%) foram cultivadas
com sucesso a partir das aliquotas congeladas para realizacdo de tipagem através de
PFGE. O restante dos isolados néo estava mais viavel. Na figura 4, apresentamos a

distribuicdo das amostras selecionadas e tipadas.

2001-2002 2008-2000
(n=145,/T=18&2) (n=130,/T=153)

i B . i )
Sensiveis a todos os Sensiveis a todos os
ATMs (n=50,/T=57) ATM= (n=50/T=62)

r Y o
Senciveis a (P & A Sensiveis a CIP
recictentes a SXT resistentes a SKT
(n=50,/T=60) (n=50,/T=56)
Recistentes a CIP e SXT Resistentes a CIP e SXT
(n=45/T=65) (n=30/T=35)

Figura 4. Distribuicdo do niumero de amostras de E. coli selecionadas inicialmente
para realizacdo de PFGE e do numero final de amostras tipadas.

O dendrograma na Figura 5, gerado pela andlise da tipagem das cepas no
programa Gelcompar®, apresenta os diferentes grupos com respectivos padrbes
clonais. Entre os isolados analisados, 75 eram resistentes a CIP e SXT, 100 eram
sensiveis a CIP e resistentes a SXT e 100 eram sensiveis a todos os ATMs testados.

A andlise genotipica das 275 cepas de E. coli pela técnica de PFGE permitiu
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caracterizar a presenca de 31 grupos clonais distintos, que correspondiam a 142
cepas (52% de todas as cepas tipadas). Os padrdes de restricdo resultantes foram
identificados com letras, da seguinte forma: os isolados que apresentaram padrdes de
restricdo indistinguiveis foram designados com a mesma letra, por exemplo, a letra A;
0s que eram considerados possivelmente relacionados a grupos clonais segundo o
critério de TENOVER (1995) foram considerados subtipos e designados como: Al,
A2, etc. Padrdes que diferiram substancialmente dos padrbes uns dos outros foram
classificados como nédo pertencentes a grupos clonais, e assim, foram classificados

com outras letras como: B, C, D, AC, etc.
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Figura 5. Padrdes de PFGE (Xbal) das 275 cepas (total estudado) de Escherichia coli,

Salvador, 2001 a 2009.
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Figura 5. Padrbes de PFGE (Xbal) das 275 cepas (total estudado) de Escherichia coli,
Salvador, 2001 a 2009 (continuagao).
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Na analise da distribuicédo clonal das cepas segundo os fenoétipos de resisténcia
aos ATMs (Figura 6), inicialmente comparamos 0s grupos clonais que apresentaram
resisténcia a trés ou mais classes de ATMs (incluindo CIP e SXT), considerados
multidroga resistentes. Nas amostras isoladas no periodo de 2001 a 2002, os grupos
clonais mais frequentes foram: CgE (18%), CgD (9%), CgT (7%) e CgN (4%),
correspondendo a 38% das amostras tipadas, o restante dos isolados (n=28, 62%) foi
considerado ndo agrupavel. J& no segundo periodo (2008 a 2009), o grupo clonal
CgA foi identificado em 19 das 30 amostras tipadas, correspondendo a 63% do total,
seguido pelos grupos CgC (13%), CgBT (7%) e CgE (3%). Vale ressaltar que 86%
das amostras se concentraram em quatro grupos clonais e que o CgA isoladamente
correspondeu a 73% de todas as amostras agrupaveis. As demais amostras (14%)
foram consideradas ndo agrupaveis por apresentarem apenas um isolado de cada
(Tabela 5)

Tabela 5. Distribui¢ao clonal (%) de 75 cepas de Escherichia coli multidroga resistentes
(MDR) isoladas em pacientes com infec¢do do trato urindrio adquirida na comunidade,
Salvador, Bahia, 2001 a 2009.

MDR

Grupo clonal 2001-2002 2008-2009

n=45 n=30
Grupo A 0 (0)° 19 (63)
Grupo C 0(0) 4 (13)
Grupo BT 0 (0) 2(7)
Grupo E 8 (18) 1(3)
Grupo D 4(9) 0 (0)
Grupo T 3(7) 0 (0)
Grupo N 2 (4) 0(0)
Ndo agrupaveis 28 (62) 4 (14)

°n (%)
R= Resistente
MDR= Resisténcia a > 3 classes de antimicrobianos (incluindo CIP e SXT)
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FIGURA 6. Padrdes de PFGE (Xbal) de 75 cepas de Escherichia coli apresentando
multidroga resisténcia, Salvador, 2001 a 2009 (em destaque 0s principais grupos clonais).
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Na avaliacdo da distribuicdo clonal dos isolados que apresentaram
sensibilidade a CIP e resisténcia a SXT (Figura 7), podemos constatar que houve
maior diversidade clonal. No primeiro periodo (2001 a 2002), 40% das cepas
correspondiam a nove grupos clonais, os mais comumente encontrados foram: 12%
no grupo clonal Cgl, 6% no CgO e CgJ, 4% no CgF e CgQ. Entre as amostras
tipadas, 30 (60%) foram consideradas ndo agrupaveis. No segundo periodo (2008 a
2009), houve também grande diversidade clonal, 14% pertenciam ao grupo CgB, 12%
ao CgP e CgO, 6% ao CgH e 4% aos grupos CgG, CgL, CgM e CgS. As amostras
consideradas nao agrupaveis ocorreram num percentual inferior (36%) quando

comparadas com as amostras do periodo de 2001 a 2002 (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo clonal (%) de 100 cepas de Escherichia coli sensiveis a
ciprofloxacina e resistentes a sulfametoxazol-trimetoprim isoladas de ITU-AC, Salvador,
Bahia, 2001 a 2009.

Ciprofloxacina (S) e Sulfametoxazol/trimetoprim (R)

2001-2002 2008-2009

Grupo clonal n=50 n=50
Grupo B 0(0)? 7 (14)
Grupo 0 3(6) 6(12)
Grupo P 0(0) 6(12)
Grupo H 0(0) 3(6)
Grupo G 0(0) 2 (4)
Grupo L 1(2) 2 (4)
Grupo M 0(0) 2 (4)
Grupo S 0(0) 2 (4)
Grupo El 1(2) 1(2)
Grupo R 0(0) 1(2)
Grupo E 1(2) 0(0)
Grupo F 2 (4) 0(0)
Grupo | 6(12) 0(0)
Grupo J 3(6) 0(0)
Grupo Q 2 (4) 0(0)
Grupo Z 1(2) 0(0)
N3o agrupaveis 30 (60) 18 (36)

°n (%)
R = Resistente, S = Sensiveis
ITU-AC = Infeccdo do trato urinario adquirida na comunidade
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FIGURA 7. Padrbes de PFGE (Xbal) de 100 cepas de Escherichia coli apresentando

sensibilidade a ciprofloxacina e resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim, Salvador,

2001 a 2009 (em destaque os principais grupos clonais).
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Na Tabela 7, analisando a composi¢cao clonal das amostras de E. coli que
apresentavam sensibilidade a todos ATMs testados (Figura 8), observamos
novamente heterogenicidade clonal. Identificamos a presenca de seis diferentes
grupos clonais no primeiro periodo (2001 a 2002): 4% no CgAE e 2% em cada um
dos seguintes grupos CgE, CgR, CgZ, CgAB e CgES. Ja no segundo periodo (2008-
2009), detectamos um maior numero de grupos clonais (9), assim distribuidos: CgAD
e CgV (12%), CgU e CgAC (10% cada), CgX, CgZ e CgAP (4% cada) e CgES e
CgAB (2% cada). No total, 30 amostras foram consideradas agrupaveis (60%) e 20
nao agrupaveis (40%). Este percentual foi menor do que no periodo anterior, quando

43 (86%) foram consideradas ndo agrupaveis.

Tabela 7. Distribuicdao clonal (%) de 100 cepas de Escherichia coli sensiveis a todos
antimicrobianos isoladas em pacientes com ITU-AC no periodo de 2001 a 2009,
Salvador,Bahia.

Sensivel a todos ATMs testados

Grupo clonal 2001-2002 2008-2009

n=50 n=50
Grupo V 0(0) 6(12)
Grupo AD 0(0) 6(12)
Grupo AC 0(0) 5(10)
Grupo U 0(0) 5(10)
Grupo AP 0(0) 2(4)
Grupo X 0(0) 2(4)
Grupo Z 1(2) 2(4)
Grupo ES 1(2) 1(2)
Grupo AB 1(2) 1(2)
Grupo AE 2(4) 0(0)
Grupo E 1(2) 0(0)
Grupo R 1(2) 0(0)
N3o agrupdveis 43(86) 20(40)
®n (%)

R = Resistente, S = Sensivel
ITU-AC = Infecgdo do trato urinario adquirida na comunidade
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FIGURA 8. Padrdes de PFGE (Xbal) de 100 cepas de Escherichia coli apresentando
sensibilidade a todos os antimicrobianos testados, Salvador, 2001 a 2009 (em

destaque os principais grupos clonais).
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Em seguida, apresentamos a distribuicdo clonal dos isolados, segundo o perfil
de sensibilidade aos ATMs em cada periodo estudado. Iniciando pela tabela 8, onde
exibimos as 145 amostras tipadas por PFGE no periodo de 2001 a 2002. Podemos
observar maior diversidade clonal entre as cepas sensiveis a todos os ATMs,
comparadas as cepas com alguma resisténcia e as cepas multidroga resistentes.
Entre as cepas sensiveis, 86% foram consideradas ndo agrupaveis comparados a
60% e 62% entre as cepas com alguma resisténcia e as multirresistentes,
respectivamente. Além disso, quatro grupos clonais representavam 38% do total das
cepas multidroga resistentes e nove grupos clonais compreendiam 40% do total das
cepas com alguma resisténcia. Ja nas cepas que apresentaram sensibilidade a todos
ATMs, encontramos seis grupos clonais diferentes com percentuais variando de 2 a

4% entre as amostras agrupaveis.

Tabela 8. Distribui¢cdao clonal de 145 cepas de Escherichia coli isoladas de ITU-AC, de acordo
com o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, Salvador, Bahia, 2001 a 2002.

Grupo clonal CIP (R) e SXT (R) CIP (S) e SXT (R) Sensiveis a todos ATMs
Grupo E 8 (18) 1(2) 1(2)
Grupo D 4(9) 0(0) 0(0)
Grupo T 3(7) 0(0) 0(0)
Grupo N 2 (4) 0(0) 0(0)
Grupo | 0(0) 6(12) 0(0)
GrupoJ 0(0) 3(6) 0(0)
Grupo 0 0(0) 3(6) 0(0)
Grupo Q 0(0) 2(4) 0(0)
Grupo F 0(0) 2 (4) 0(0)
Grupo El 0(0) 1(2) 0(0)
Grupo L 0(0) 1(2) 0(0)
Grupo Z 0(0) 1(2) 1(2)
Grupo AE 0(0) 0(0) 2(4)
Grupo AB 0(0) 0(0) 1(2)
Grupo ES 0(0) 0(0) 1(2)
Grupo R 0(0) 0(0) 1(2)
Grupo AP 0(0) 0(0) 0(0)
N3o agrupaveis 28(62) 30(60) 43(86)
"n (%)

R = Resistente
S = Sensivel
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Avaliando a composicao clonal de acordo com o perfil de sensibilidade aos
ATMs nas amostras do segundo periodo do estudo (Tabela 9), observamos um maior
predominio clonal, particularmente entre as amostras consideradas multidroga
resistentes. Neste grupo, 19 das 30 amostras (63%) pertenciam a um mesmo clone,
denominado CgA, seguido pelo CgC (13%), CgBT (7%) e CgE (3%), totalizando 86%
das cepas nesta categoria. Apesar da alta prevaléncia do CgA nas amostras do
periodo de 2008 a 2009, este clone ndo foi identificado nas cepas analisadas no
periodo anterior de 2001 a 2002. Os isolados que apresentavam resisténcia a SXT e
mantinham sensibilidade para CIP se concentraram em dez diferentes grupos clonais,
totalizando 64% das amostras. Verificamos também uma diversidade clonal nos
isolados multissensiveis, onde 60% das amostras se agruparam em nove grupos

diferentes, semelhante ao observado no periodo inicial do estudo.
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Tabela 9. Distribui¢ao clonal de 130 cepas de E. coli de acordo com o perfil de sensibilidade

aos antimicrobianos, isoladas de ITU-AC no periodo de 2008 a 2009, Salvador, Bahia.

Grupo clonal CIP(R) eSXT(R) CIP(S)eSXT(R) Sensiveis a todos ATMs
Grupo A 19 (63) 0(0) 0(0)
Grupo C 4 (13) 0(0) 0(0)
Grupo E 1(3) 0(0) 0(0)
Grupo BT 2(7) 0(0) 0(0)
Grupo B 0(0) 7(14) 0(0)
Grupo 0 0(0) 6(12) 0(0)
Grupo P 0(0) 6(12) 0(0)
Grupo H 0(0) 3(6) 0(0)
Grupo G 0(0) 2 (4) 0(0)
Grupo L 0(0) 2 (4) 0(0)
Grupo M 0(0) 2 (4) 0(0)
Grupo S 0(0) 2(4) 0(0)
Grupo R 0(0) 1(2) 0(0)
Grupo El 0(0) 1(2) 0(0)
Grupo AD 0(0) 0(0) 6(12)
Grupo V 0(0) 0(0) 6(12)
Grpo AC 0(0) 0(0) 5(10)
Grupo U 0(0) 0(0) 5(10)
Grupo AP 0(0) 0(0) 2(4)
Grupo X 0(0) 0(0) 2(4)
Grupo Z 0(0) 0(0) 2(4)
Grupo AB 0(0) 0(0) 1(2)
Grupo ES 0(0) 0(0) 1(2)
N&o agrupaveis 4(14) 18(36) 20(40)
®n (%)

R = Resistente
S = Sensivel
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6.0 — DISCUSSAO

O presente estudo avalia a prevaléncia da resisténcia de amostras de E. coli
isoladas de pacientes com ITU procedentes da comunidade, no periodo de 2001 a
2008, na cidade de Salvador, Bahia. Foram analisadas as taxas de resisténcia aos
ATMs mais usualmente utilizados no tratamento empirico das ITUs. Avaliamos
também a distribuicdo clonal dos isolados de E. coli de acordo com o perfil de

resisténcia aos ATMSs.

Encontramos uma alta prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos como AMP,
CF e SXT. Esses achados implicam na contraindicacdo do uso destes ATMs no
tratamento empirico de ITU-AC na comunidade estudada. Nossos achados s&o
similares aos encontrados por Kiffer e colaboradores (2007) em S&o Paulo. Neste
estado, avaliando 31.716 isolados de ITU em pacientes ambulatoriais, as taxas de

resisténcia de E. coli a AMP e SXT foram de 43% e 34%, respectivamente.

A alta prevaléncia de resisténcia a AMP no nosso estudo (49%) também tem
sido descrito por outros autores no Brasil e em outras partes do mundo (CAMARGO;
et al., 2002; V. GUPTA; YADAYV; JOSHI, 2002; ALOS et al., 2005; ARSLAN et al.,
2005; DROMIGNY et al., 2005; ANDRADE et al., 2006; MOREIRA et al., 2006;
GOBERNADO et al., 2007b; KIFFER et al., 2007; DE BACKER D et al., 2008;
KOTHARI; SAGAR, 2008). As taxas de resisténcia a SXT (36 a 42%) na nossa
populacao de estudo sao similares as taxas globais reportadas, que variam de 15% a
22% na América do Norte (DYER; SANKARY; DAWSON, 1998; MANGES, et al.,
2001; KARLOWSKY et al., 2002; KARLOWSKY et al., 2003; ZHANEL et al., 2006), de
23 a 61% na América Latina (CAMARGO et al.,, 2002; ANDRADE et al., 2006;
MOREIRA et al., 2006; KIFFER et al., 2007), de 14 a 26% na Europa (ALOS et al.,
2005; GOBERNADO et al., 2007a; DE BACKER D et al., 2008; LOBEL et al., 2008) e
de 36 a 76% na Asia ( GUPTA, 2002; ARSLAN et al., 2005; AKRAM; SHAHID;
KHAN, 2007; KOTHARI; SAGAR, 2008). Diante das altas taxas de resisténcia a SXT

na populacdo estudada, o uso deste antimicrobiano ndo esta indicado para o
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tratamento empirico das ITU-AC. A causa da variacdo das taxas de resisténcia nos
diferentes trabalhos publicados ndo é aparente, mas pode refletir diferencas nas
metodologias empregadas e na selecdo das amostras. Segundo Gupta e
colaboradores, 2001, o uso difundido de SXT como terapia profilatica para pacientes
com infec¢cdo por HIV ou AIDS ou como profilaxia para outras doencas infecciosas

pode ter levado ao aumento das taxas de resisténcia a SXT.

Encontramos taxas de resisténcia a CIP relativamente altas, variando de 9% a
14%, especialmente quando comparadas aquelas em estudos realizados em ITU-AC
nos EUA (DYER; SANKARY; DAWSON, 1998; KARLOWSKY et al., 2002; SMITH;
FRATAMICO; GUNTHER, 2007) e no Canada (ZHANEL et al., 2000). Nestes paises,
as taxas variaram de 0 a 3%. Numa revisdo dos dados publicados no Brasil, estudos
realizados por Andrade e colaboradores (2006) e Kiffer e colaboradores (2007)
reportaram taxas de resisténcia a CIP compardveis a nossa, 10% e 12%
respectivamente. Taxas ainda mais elevadas tem sido reportadas, 31 a 72% no
México , 25% na Argentina, 28% na Venezuela (ANDRADE et al., 2006), 18% na
Espanha (GOBERNADO et al., 2007b), 17 a 25% na Turquia (ARSLAN et al., 2005),
19% no Senegal (DROMIGNY et al., 2005) e 38 a 72% na india (V. GUPTA; YADAV;
JOSHI, 2002; ARSLAN et al., 2005; DROMIGNY et al., 2005; ANDRADE et al., 2006;
AKRAM; SHAHID; KHAN, 2007; GOBERNADO et al., 2007b; KOTHARI; SAGAR,
2008). No entanto, os critérios de inclusdo na maioria destes trabalhos, ndo foram
suficientemente restritivos para que apenas casos de ITU-AC fossem incluidos.
Portanto, ndo podemos afastar a possibilidade da inclusdo de casos de ITUs
adquiridas no ambiente hospitalar inadvertidamente, levando a superestimagédo das

taxas de resisténcia a CIP.

Apesar de recentemente as fluoroquinolonas terem sido padronizadas como
uma classe de antibiéticos de primeira escolha para o tratamento empirico das ITU-
AC e até das ITUs de origem hospitalar, taxas elevadas de resisténcia também séo
descritas em outras partes do mundo (ARSLAN et al., 2005; ANDRADE et al., 2006;
GOBERNADO et al.,, 2007a). Segundo Colodner e colaboradores (2008), o uso
intensivo das fluoroquinolonas no tratamento de infecgcdes em humanos e animais tem

levado a disseminacdo da resisténcia bacteriana. O aumento da prevaléncia de
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infeccbes causadas por bactérias resistentes aos antibioticos torna o tratamento
empirico destas infeccdes mais dificil. Dados locais sobre os padrbes de
susceptibilidade de patdgenos para agentes ATMs podem levar a uma melhor
adaptacao de protocolos de tratamento empirico (LAPCHIK, 1995).

A elevacao da prevaléncia de resisténcia as fluoroquinolonas, especialmente
entre as E. coli (UPEC), é preocupante, alertando para a necessidade de identificar
sua origem, reservatorio e vias de disseminacdo. Nossos achados sinalizam que este
antibiético ainda tem indicacdo no tratamento empirico da ITU-CA, ja que a
sensibilidade a estes ATMs variou de 80 a 90%. Entretanto, a taxa de resisténcia
encontrada ja € maior do que em outras comunidades e deve ser monitorada para a
deteccao de eventual aumento que limite a utilizacdo deste antimicrobiano na terapia
empirica de ITU-AC.

Comparando as taxas de resisténcia aos ATMs nos dois periodos estudados
observamos que a prevaléncia de resisténcia dos isolados n&o mudou
significativamente neste periodo para a maioria dos ATMs testados. Apesar da taxa
de resisténcia a SXT ter diminuido significamente, passando de 43% para 36%, ela
ainda permanece muito elevada para permitir a inclusdo deste antibiético no
tratamento empirico das ITUs na comunidade estudada. Houve também uma reducao
significativa da taxa de resisténcia a amicacina, entretanto, este antibidtico ndo é
utilizado rotineiramente no tratamento de ITU-AC. Constatamos ainda que ocorreu
uma mudanca na prevaléncia de resisténcia a CF, que aumentou quase trés vezes
em relacdo ao periodo anterior estudado, passando de 13% para 33%. Este aumento
no periodo de 2008 a 2009, alcancou taxas mais elevadas do que as descritas em
outros estudos brasileiros, onde as estimativas variaram de 13 a 14% (KIFFER et al.,
2007). Contudo é inferior a outros trabalhos que reportam taxas de resisténcia a CF
entre 42 e 46% (CAMARGO et al., 2002; KOCK et al., 2008). E possivel que a
resisténcia a CF observada no nosso estudo reflita o amplo uso de cefalosporinas em
outras infec¢Oes bacterianas, que néo ITU, tais como, amigdalite, faringite, infec¢des
respiratérias baixas, infec¢éo de pele, tecidos moles, entre outras.
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Na analise da distribuicdo clonal de cepas de E. coli isolados em ITU-AC foram
identificados 31 grupos clonais distintos. Alguns clones (CgA, CgC e CgBT)
predominaram entre os isolados considerados multidroga resistentes. Houve maior
homogeneidade genética entre as cepas consideradas multidroga resistentes,
apresentando resisténcia a classe dos B-lactamicos (AMP, CF), das fluoroquinolonas
(CIP) e das sulfas (SXT). E importante destacar que nossos isolados foram
analisados por técnica amplamente utilizada (PFGE) nos diversos estudos realizados
nesta linha de pesquisa ( MANGES, et al., 2001; JOHNSON; RUSSO, 2005; TARTOF
et al.,, 2005; MANGES, et al., 2006; MOREIRA et al., 2006; MANGES et al., 2008;
DIAS et al.,, 2009). Todas as amostras clonais do grupo CgA foram identificadas
somente no segundo periodo do estudo (2008 a 2009), caracterizando portanto, o
surgimento de um grupo clonal novo nesta comunidade. Estudos realizados nos EUA
por Manges e colaboradores mostram a presenca de clones definidos de E. coli
causando ITU em mulheres jovens. Estes autores descreveram o predominio de um
grupo clonal designado CgA, apresentando altas taxas de resisténcia a SXT (50%). O
aparecimento de cepas de E. coli uropatogénicas, pertencentes ao mesmo grupo
clonal e associadas com resisténcia a SXT foi documentado também em outros
estudos realizados nos EUA e Europa, bem como no Brasil ( MANGES, et al., 2001;
MANGES, et al., 2006; MANGES, et al., 2008; DIAS et al.,2009; SKJOT-
RASMUSSEN et al.,2013). A presenca de altas taxas de resisténcia a CIP entre os
uropatdégenos, exibindo fenotipo multidroga resistente (MDR) e a difusdo mundial
destes isolados, sugere a existéncia de propagacao clonal, especialmente em E. coli
causando ITU-AC.

Quanto a forma de aquisicdo e disseminacdo de resisténcia em isolados
pertencendo ao mesmo grupo clonal, tem sido sugerido que os clones uropatogénicos
séo selecionados da propria microbiota fecal dos pacientes (TIBA, YANO E LEITE
DDA, 2008). A fonte de disseminacdo ainda é pouco conhecida, porém existe a
hipétese que estas cepas podem ser veiculadas através de agua e alimentos
contaminados, especialmente carne de aves. Mais recentemente, estudos realizados
também nos EUA, Manges e colaboradores (2007), sugeriram que estes grupos

clonais poderiam se disseminar através de uma fonte comum, possivelmente
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alimentos. Adicionalmente, a presenca destes grupos clonais nos afluentes de
esgotos poderia funcionar como fonte de disseminacéo, conforme descreve Boczek e
colaboradores (2007). A introducdo na comunidade de alimentos contaminados por
um unico clone de E. coli resistente pode modificar de forma abrupta a prevaléncia de
resisténcia de cepas de E. coli uropatogénicas na comunidade e se estender as

infeccbes com maior gravidade (bacteremias).

Na Europa Skjgt-Rasmussen e colaboradores (2013) realizaram uma
investigacdo em amostras pareadas de urina e sangue de pacientes hospitalizados e
amostras de urina de pacientes com ITU-AC. Eles observaram a presenca de grupos
clonais, especialmente o CgA, com resisténcia a SXT (38%), de forma concomitante
em alguns pacientes hospitalizados, confirmando a origem da infeccdo no trato
urinario. Estes grupos clonais denominados CgA também foram encontrados nas
amostras de urina da comunidade, apontando para a possibilidade de uma linhagem
clonal secundéria a uma fonte comum de E. coli EXPEC, causando n&do so ITU, como
também infeccdo mais grave (bacteremia). Portanto, € imperativo limitar e controlar a
utilizagdo de antibioticos para evitar o surgimento de micro-organismos resistentes
(RAMCHANDANI, et al., 2005; GIUFRE, et al., 2012).

No Brasil, na cidade do Rio de Janeiro, Dias e colaboradores (2009),
descreveram pela primeira vez a presenca do grupo CgA em isolados de E. coli
procedentes de pacientes com ITU-AC na América Latina. Eles reportaram a
presenca de quatro grupos clonais em 43% das amostras. Os autores sugerem que 0
encontro de um grupo com padrdes idénticos, pode ser associado a presenca de um
ancestral comum fazendo parte da propria microbiota intestinal dos pacientes, mesmo

antes da aquisicéo da infeccdo e uso de antibidticos.

Embora a grande maioria das publicacbes descreva a presenca de um clone
predominante e, possivelmente endémico, associado a presenca de altas taxas de
resisténcia aos ATMs (em especial a SXT e a CIP) em uropatogenos isolados de ITU-
AC, estes trabalhos ndo sdo todos concordantes. Alguns autores ndo apontam a
expansdo clonal como um fator determinante no aumento ou diminuicdo da

prevaléncia de resisténcia aos ATMs entre os isolados de E. coli nha comunidade
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(FRANCE et al., 2005; SOLBERG; AJIBOYE; RILEY, 2006; UCHIDA et al., 2010). No
nosso estudo houve homogeneidade genética entre as cepas da E. coli apresentando
resisténcia multipla aos ATMs. E sabido que a resisténcia a ATMs € um processo
resultante da pressao da selecdo do uso de ATMs (WRIGHT. 2003; HOTOON, et
al.,2004, FURUYA;LOWY,2006). Nossos resultados sugerem que a pressao seletiva
gue gerou a resisténcia seria associada ao uso amplo e continuo de ATMs, o que nao
ocorre no uso humano na comunidade, em geral, disperso e descontinuo.
Adicionalmente, para que a resisténcia aumente e se dissemine em determinados
ambientes, é necessario que ela traga vantagem ou favorecimento para as cepas

resistentes.

Em hospitais, a presenca de pacientes colonizados e o uso amplo e continuo
de ATMs permitem que a pressédo seletiva favoreca a emergéncia e, sobretudo, a
disseminagcdo de cepas resistentes. Nesta situacdo, clones homogéneos de micro-
organismos sao selecionados devido a vantagem biolégica de apresentarem
resisténcia. Na comunidade, o uso humano de antibioticos ocorre de maneira mais
dispersa e descontinua, ndo sendo, geralmente, suficiente para produzir o mesmo tipo
de pressao seletiva como acontece no uso hospitalar (KUNIN; LIU, 2002; SANTOS,
2004; SOTO, 2009). Assim, o0 esperado é o surgimento de maior diversidade clonal
entre 0S micro-organismos resistentes, portanto, resultando em maior

heterogeneidade genética.

7

Na atividade agro-veterinaria, o uso de ATMs é realizado de maneira
continuada, ostensiva e indiscriminada, além de ocorrer em ambientes circunscritos, a
exemplo dos criatorios de aves e suinos. Nestes locais, a racdo e a agua fornecida
aos animais sdo acrescidas de ATMs de varias classes como: CIP, B-lactamicos,
colistinas, sulfas, lincosamidas e macrolideos, entre outros de uso comum também na
medicina humana (PHILLIPS et al.,, 2004; COLLIGNON et al., 2009). Esta pratica
poderia selecionar grupos clonais entre 0s micro-organismos que colonizam frangos e
suinos. Os alimentos assim produzidos sao distribuidos amplamente, alguns criatérios
suprem comunidades inteiras, alcancando varias cidades diferentes e até outros
paises. A introducdo dessas cepas na comunidade humana se daria por via oral,

através do consumo da carne comercializada no varejo. Se os produtos alimentares
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de origem animal servirem de reservatério para cepas de EXPEC com resisténcia
bacteriana, o consumo destes produtos pelo homem, possibilitaria a colonizacdo do
trato gastrointestinal por estas cepas consideradas 0s principais agentes etioldgicos
das ITUs. Isto poderia representar a fonte de disseminacdo comunitaria de clones

selecionados através da presséao seletiva do uso agroveterinario de ATMs.

A possivel ligacdo entre E. coli Expec causando infecgcdo humana e a E. coli
encontrada nos derivados de carnes, especialmente de frango, é apoiada pela
compatibilidade de padrdes de resisténcia aos ATMs e/ou genes de resisténcia de E.
coli presentes nestas fontes (SKYBERG et al., 2006). Estudos realizados nos EUA
reportam a identificacdo de E. coli isoladas em alimentos distribuidos na comunidade,
apresentando caracteristicas genéticas indistinguiveis ou relacionas as E. coli
isoladas em ITUs de pacientes com ITU-AC. Diante destes achados, os autores
levantam a hip6tese que a carne vendida no varejo, pode servir de reservatorio para
cepas de E. coli, principal agente etiolégico das infec¢des extra-intestinais humanas.
(MANGES, et al.,, 2001; RAMCHANDANI et al., 2005; MANGES et al., 2008;
SONDERHOLM, 2008; VINCENT et al., 2010; SKJOT-RASMUSSEN et al., 2013).

E importante analisar a distribuicio dos clones e 0s mecanismos de
disseminacdo da resisténcia aos ATMs entre as E. coli uropatogénicas (UPEC) na
comunidade. Dados publicados sugerem que estes grupos clonais estdo circulando
nos seres humanos, provavelmente, como parte do reservatorio intestinal, podendo
contribuir para uma fracdo consideravel de resisténcia nas ITU-AC. S80 necessarios
mais estudos para indicar as origens, os mecanismos de viruléncia, a distribuicdo

geografica, o impacto clinico e os modos de disseminacdo do grupo clonal CgA.
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7.0 — MERITOS E LIMITACOES

Entre os méritos do presente trabalho, destacamos a sele¢cdo criteriosa e
representativa de pacientes com ITU-AC, minimizando a possibilidade de inclusédo
inadvertida de casos de ITU nosocomial. Além disso, nosso estudo incluiu uma
amostra grande de pacientes ambulatoriais procedentes de servicos diferentes

(publico e privado) em dois periodos distintos, abrangendo um intervalo de oito anos.

A auséncia de informacfes clinicas detalhadas é uma das limitacdes,
impossibilitando a avaliacdo de possiveis rotas de transmissdo de E. coli nas
infeccdes comunitérias, além de ndo permitir determinar fatores de risco para infeccao

na comunidade por cepas com caracteristicas genotipicas indistinguiveis.
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8.0 - CONCLUSOES

1 — A alta prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos comumentes usados (SXT,
CIP e AMP) nas cepas de E. coli causando ITU-AC contra indica a utilizacdo destas

drogas no tratamento empirico destas infecc¢oes.

2 — A taxa de resisténcia a CIP nos isolados de E. coli das ITU-AC foi relativamente
alta em comparacdo com as estimativas globais. Portanto, € necessario monitorar as
taxas de resisténcia as fluoroquinolonas na nossa comunidade, ja que a disseminacao
da resisténcia a esta classe de ATMs teria um impacto no custo e tornaria mais dificil
o tratamento empirico das ITU-AC.

3 — Né&o houve mudancas significativas, do ponto de vista clinico, nas taxas de
resisténcia das cepas de E. coli causando ITU-AC na populacdo estudada no periodo

de oito anos avaliados.

4 — O clone CgA predominou entre os isolados de E. coli apresentando multidroga
resisténcia nas ITU-AC. Este grupo clonal sé foi detectado no final do periodo de
estudo, portanto, parece ter sido introduzido mais recentemente na nossa

comunidade.

5 — A diversidade clonal diminuiu nos isolados com maior prevaléncia de resisténcia,
sugerindo ser resultado de pressédo seletiva pelo uso amplo e indiscriminado de

ATMs, como ocorre no uso humano intra-hospitalar e no uso agro-veterinario.
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6 — Adicionalmente, a maioria das E. coli multiresistentes pertencia a um dnico grupo
clonal (CgA), consistente com a possiblidade de disseminac¢éo da resisténcia em ITU-
AC através de um reservatdrio comum como fontes alimentares, conforme sugerido
em outros estudos. Alguns alimentos (carne de frango e porcos) estao sujeitos a
pressdo seletiva do uso agro-veterinario de ATMs e podem ser fonte de cepas

resistentes com potencial de causar doenca em humanos na comunidade.

7 — Novos estudos de vigilancia devem ser realizados para caracterizacao genética de
cepas de E. coli isoladas de pacientes da comunidade e de fontes alimentares, a fim
de testar se a resisténcia bacteriana na comunidade pode ser resultado da introducao
de grupos clonais selecionados pelo uso agro-veterinario. Estas fontes séo
importantes pelo elevado potencial de disseminacdo da resisténcia bacteriana na

populacao.
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