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TÍTULO. 

Caracterização fenotípica e genética de Escherichia coli de origem urinária 

resistente aos antibióticos, isolados em Quito, Equador. 

RESUMO 

Escherichia coli é o principal agente causador das infecções urinárias de 

origem comunitária e hospitalar, frequentemente associado à multirresistência 

antibiótica. O objetivo do presente estudo foi a caracterização genética de 

Escherichia coli uropatogênica com perfil de resistência fenotípica aos antibióticos 

betalactâmicos, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos, procurando o clone 

pandêmicos ST131, em 156 amostras de origem comunitária e hospitalar isolados 

na cidade de Quito, Equador, no período janeiro a dezembro de 2011. O perfil de 

resistência foi determinado através de difusão em ágar, para a detecção fenotípica 

de β-lactamases de espectro estendido (ESBLs) usando o método de disco de 

aproximação (Jarlier) em Ágar Muller Hinton e as recomendações do CLSI 2013, 

adicionando-se cefoxitina para detecção de β-lactamases tipo AmpC. A detecção 

genotípica de resistência foi realizada através de PCR e sequenciamento, e a 

similaridade clonal por Multilcus Sequence Typing (MLST) e Pulsed Field Gel 

Electrophoresis (PFGE). Os resultados da resistência fenotípica foram, 

Amoxicilina/ácido clavulânico 32,6% (51/79), ampicilina 87,8% (137/156), aztreonam 

14,7% (23/156), cefalotina 48,1%(75/156), cefoxitina 7,6%(12/156), cefepima 7,7% 

(12/156), cefotaxima 19,2% (30/156), ceftazidima 12,5% (20/156), ciprofloxacina 

50,6% (79/156), gentamicina 21,7% (35/156), amicacina 5,7% (9/156), 

trimetoprim/sulfametoxazole 77,5% (121/156), salientando que todas as amostras 

foram 100% suscetíveis para ertapenem. Enquanto à produção de ESBL, 22,4% 

(35/156) dos isolados foram produtores. Na análise genética, os genes ESBL 

caracterizados foram: blaCTX-M 60% (21/35) (dezessete CTX-M-15, três CTX-M-14 e 

um CTX-M-2), blaSHV 68.6% (2/35), blaTEM 37,1% (13/35) e blaAmpC 11,4% (4/35, 

variante CMY-2). Na resistência às fluoroquinolonas, os genes caracterizados foram 

aac(6´)-Ib-cr 54,4% (43/79) e o gene qnrB19 60,8% (48/79); e na resistência para os 

aminoglicosídeos, os genes encontrados foram aac(6`)-Ib 74,3% (29/39), aac(3´)-IIa 

71,7% (28/39) e o gene ant(2´´)-Ia em 5,1% (2/39). Finalmente, a tipagem genotípica 

por PFGE demonstrou o grande polimorfismo genético nas cepas estudadas e, o 

MLST por Atchman identificou o clone ST131-B2 de E. coli produtor de CTX-M-15 

em todos os ST43 identificados pelo Instituto Pasteur. Concluindo, este estudo 

demonstra o alto grau de resistência para os antibióticos de primera escolha no 

tratamento empírico das infecções do trato urinário, e a disseminação de genes de 

resistência e clones patogênicos como ST131-B2 E. coli nos ambientes comunitárias 

e hospitalares. 

Palavras-Chave: Escherichia coli, Resistência, β-lactâmicos. 

Aminoglicosídeos, Fluoroquinolonas, Tipagem Molecular. 
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TITLE 

Phenotypic and genetic characterization Escherichia coli of urinary origin resistant to 

antibiotics, isolated in Quito, Ecuador. 

ABSTRACT 

Escherichia coli is the main causative agent of urinary tract infection in 

community and hospital settings and frequently associated with antibiotic 

multiresistance. The aim of this study was analyse the genetic characterization of 

uropathogenic E. coli with phenotypic resistance profile to antibiotics beta-lactam, 

fluoroquinolones and aminoglycosides, searching for clone ST131 pandemic, in 156 

samples of community and nosocomial isolates in Quito, Ecuador, from January to 

December 2011. The resistance profile was determined by disk diffusion agar. The 

phenotypic detection of β-lactamase extended-spectrum (ESBLs) was performed 

using disk-approximation method (Jarlier) in Mueller Hinton Agar, according to 

recommendations CLSI 2013. A disk of cefoxitin was used for the detection of β-

lactamase AmpC type. Genetic detection of resistance was performed by PCR and 

sequencing, and for clonal similarity for Multilcus Sequence Typing (MLST) and 

Pulsed Field gel Electrophoresis (PFGE). The results of phenotypic resistance were: 

amoxicillin-clavulanic acid 32,6% (51/79), ampicillin 87,8% (137/156), aztreonam 

14,7% (23/156), cefalothin 48,1% (75/156), cefoxitin 7,6% (12/156), cefepime 7,7% 

(12/156), cefotaxime 19,2% (30/156), ceftazidime 12,5% (20/156), ciprofloxacin 

50,6% (79/156), gentamicin 21,7% (35/156), amikacin 5,7% (9/156), trimetoprim-

sulphametoxazole 77,5% (121/156), and all samples were 100% susceptible to 

ertapenem. While ESBL production, 22.4% (35/156) of the isolates were producers. 

The genetic analysis showed that the ESBL genes were: blaCTX-M 60% (21/35), 

(seventeen CTX-M-15, three CTX-M-14, and one CTX-M-2), blaSHV 68.6% (2/35), 

blaTEM 37,1% (13/35) and blaAmpC 11,4% (4/35, CMY-2-type). The resistance genes 

for fluoroquinolones were aac(6´)-Ib-cr 54.4% (43/79) and the gene qnrB19 60.8% 

(48/79), resistance genes for aminoglycoside were aac(6`)-Ib 74.3%(29/39), aac(3´)-

IIa 71.7%(28/39) and the gene ant(2´´)-Ia in 5.1% (2/39). Finally, the genotypic typing 

by PFGE showed the great genetic polymorphism in the studied strains. MLST 

Atchman scheme confirms the presence of the pandemic clone ST131-B2 

Escherichia coli CTX-M-15-producing in all ST43 isolates obtained by the Institute 

Pasteur scheme. In conclusion, this study demonstrate the high level of resistance to 

antibiotics of first choice for the empirical treatment of urinary tract infections, and the 

spread of resistance genes and pathogenic clones as ST131-B2 E. coli in the 

community and hospital settings. 

Keywords: Escherichia coli, Resistance, Beta-lactams, Aminoglycosides, 

Fluoroquinolones, Molecular Typing 
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PFGE Eletroforese em campo pulsado (tradução do inglês de Pulsed Field 

Gel Electrophoresis) 

PMQR    Determinantes de resisténcia às quinolonas por plasmídeos  

 (tradução do inglês Plasmid-Mediated Quinolone Resistance) 

RNA Ácido ribonucleico 

SAT Toxina secretora autotransportadora 

SDS Dodecil sulfato de sódio ou lauril sulfato de sódio 

SIM Sulfato/Indol/Motilidade 

STEC Escherichia coli produtora de toxina Shiga 

SXT Sulfametoxazol/Trimetoprim 

TBE Tampão tris-borato-EDTA 

TE Tampão tris-EDTA 

Tris Tris (hidroximetil) aminometano 

TSB Caldo de soja tríptica  

TSI  Agar tríplice açúcar-ferro 

TSPE4.C2  Fragmento de DNA anônimo 

TTC Cloreto de Trifeniltetrazólico 

TZ Ceftazidima 
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TZB Tazobactam 

UFC Unidade formadora de colônias 

UPEC Escherichia coli uropatogênica 

UV Luz ultravioleta  

VO Via oral 

yjaA Proteínas não caracterizadas no genoma de Escherichia coli K-12 

% porcentagem 

°C grau Celsius ou centígrado 

µg micrograma  

µL microlitro 

cm centímetro 

Kb kilobase 

L litro 

M molar 

Mb megabase 

mM milimolar 

mg miligrama 

mL mililitro 

nº número 

pb pares de base 

pH potencial hidrogeniônico 

pmol picomol 

rpm rotações por minuto 

UN unidade 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Infecções do trato urinário (ITU) 

A infecção do trato urinário (ITU) consiste na colonização e multiplicação de 

microrganismos no tecido de qualquer estrutura do aparelho urinário, geralmente na 

parte inferior e associada à infecção por bactérias, principalmente as Gram 

negativas do trato entérico, podendo estar acompanhada de bacteriúria e piúria 

(POLETTO & REIS 2005). O termo “bacteriúria” se define como a presença de 

bactérias na urina, em quantidade maior ou igual a 105 unidades formadoras de 

colônias por mL (UFC/mL). Já a “piúria” é definida como a presença de células 

brancas de defesa do hospedeiro, e.g., leucócitos, na urina. A presença destes dois 

parâmetros laboratoriais na análise de urina de um paciente com história clínica de 

disúria, polaciúria, urgência miccional, dor abdominal baixa e/ou lombar associada 

ou não à resposta inflamatória sistêmica, deve indicar ITU. Temos também o 

conceito de “bacteriúria assintomática”, que é a presença de bactérias na urina com 

contagem maior ou igual a 105 UFC/mL (cultura positiva) em pacientes sem 

sintomas associados à ITU, sendo este padrão clínico característico de algumas 

doenças, grupos etários e de certas condições fisiológicas, como por exemplo a 

gravidez (CHUNG et al. 2010). 

 1.1.1 Epidemiologia  

A ITU é a infecção mais comum, perde apenas para as infecções respiratórias 

e gastrintestinais, além de despontar também como a infecção de maior ocorrência 

em pacientes hospitalizados (NAJAR et al. 2009). No Brasil, cerca de 80% das 

consultas clínicas devem-se à ITU, principalmente por cistite, que é mais frequente 

em mulheres (POLETTO & REIS 2005). 

As ITUs são observadas em todas as faixas etárias. Na infância, são mais 

frequentes abaixo dos seis meses no sexo masculino e acima dos seis meses no 

sexo feminino (BIASSONI & CHIPPINGTON 2008, MEKITARIAN & CARVALHO 

2015). Estima-se que 8% das meninas e 2% dos meninos desenvolvem ao menos 

um episódio de infecção urinária durante a infância (MOHKAM et al. 2008). Em 

geral, a incidência da ITU na infância varia de acordo com a idade e sexo, com 

incidência acumulativa de 1,8% em meninos e 6,6% em meninas até os cinco anos, 
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ressaltando que, durante o primeiro ano, a incidência em meninos e meninas é igual 

a 4,2%, diminuindo até 0,8% nos meninos e permanecendo nessa faixa durante os 

anos seguintes. As ITUs reincidem na adolescência, com o início da atividade 

sexual, com predominância no sexo feminino (ALAMO-SOLIS 2000).  

Na idade adulta, o sexo feminino é o mais vulnerável para ocorrência de ITU. 

Aproximadamente 60% das mulheres apresentam pelo menos um episódio de ITU 

em suas vidas, com maior prevalência nas mulheres sexualmente ativas (HOOTON 

et al. 2004, JARBAS et al. 2010). Durante o período gestacional, 2 a 7% das 

mulheres apresentam ITU em alguma etapa da gravidez ou ITU recorrentes durante 

todo o período gestacional. Além disso, 17 a 20% das mulheres grávidas 

apresentam bacteriúria assintomática, com maior frequência no segundo trimestre 

da gravidez, sendo o mais frequente a pielonefrite aguda, o que leva ao aumento da 

morbidade na gestante com risco de parto prematuro (VALLEJOS et al. 2010). Na 

população idosa, a ITU é a segunda maior causa de infecção, e apresenta 

bacteriúria assintomática em 50% das mulheres e 30% dos homens (FOXMAN 

2002). Nesta faixa etária, a ITU pode aparecer como uma complicação decorrente 

do dano fisiológico do aparelho urinário devido à cirurgia prévia, anomalia anatômica 

ou doença neurológica (NICOLLE 2001, MAGLIANO et al. 2012).   

 1.1.2 Classificação das Infecções do Trato Urinário 

A infecção urinária é classificada tradicionalmente de acordo o sítio de 

infecção e nível de gravidade. De acordo com o sítio de infecção se classifica em 

infecção do trato urinário inferior, envolvendo bexiga (cistite), uretra (uretrite) ou 

próstata (prostatite) e infecções do trato urinário superior, acometendo os ureteres 

ou o parênquima renal, causando pielonefrite. De acordo com o grau de severidade, 

podem ser divididas em ITUs complicadas ou não complicadas.  

A ITU não complicada ocorre em pacientes saudáveis com função normal do 

aparelho urinário. Os patógenos geralmente são susceptíveis aos antimicrobianos e 

são erradicados por uma terapia empírica de baixo custo. Este tipo de infecção 

urinária pode ser encontrado nas seguintes situações:  mulher não gravida, ausência 

de alterações anatômicas do trato urinário, ausência de alterações funcionais do 

trato urinário, ausência de cateteres urinários, ausência de alterações na imunidade, 
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em geral, são infecções adquiridas na comunidade (SCHAEFFER 2001, VIEIRA 

2003, CHANG & SHORTLIFFE 2006) 

A ITU complicada está associada a anormalidades anatômicas, funcionais ou 

metabólicas do trato urinário que dificultam as defesas naturais. Estas 

anormalidades podem ser intrínsecas, dentre elas a hiperplasia prostática benigna 

(anormalidade intrínseca obstrutiva), as anormalidades congênitas como bexiga 

neurogênica e fístulas, ou extrínsecas, associadas ao uso de cateteres ou corpos 

estranhos. As infecções associadas à obstrução por litíase renal são resolvidas após 

a correção da anormalidade (remoção do cálculo). Uma característica da ITU 

complicada é a grande variedade de organismos causadores, que são 

multirresistentes geralmente de origem hospitalar (NICOLLE 2001, SCHAEFFER 

2001, VIEIRA 2003, CHANG & SHORTLIFFE, 2006). 

As infecções do trato urinário podem ser classificadas em mais duas 

categorias. ITUs recorrentes, que são reinfecções (bactérias diferentes, sendo cada 

infecção um novo evento) definidas por três episódios nos últimos doze meses ou 

dois episódios nos últimos seis meses e, ITUs redicivantes, resultantes da 

persistência do mesmo agente etiológico no trato urinário, que volta a aparecer 

antes das duas semanas do término da terapêutica, o que sugere falha do 

tratamento. As ITUs recorrentes ou redicivantes ocorrem em aproximadamente 10% 

a 40% das mulheres (VIEIRA, 2003; VALDEVENITO 2008, WURGAFT 2010). 

 1.1.3 Etiologia e Diagnóstico das ITUs 

As infecções clinicamente mais importantes são produzidas por bactérias. 

Entretanto fungos, vírus e parasitos também podem causar ITUs. Desta forma, 

infecções urinárias não associadas às bactérias incluem a cistite hemorrágica 

causada pelos adenovírus e a infecção por Candida nos pacientes com deficiência 

do sistema imunitário (ZORC et al. 2005).  

Os patógenos bacterianos mais comumente causadores das ITUs pertencem 

à família Enterobacteriaceae. Os membros dessa família incluem Escherichia coli, 

Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus mirabilis. 

Entre os agentes causadores da ITU temos também as bactérias Gram-positivas 

como Enterococcus spp., Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus e 

Streptococcus do grupo B (Quadros 1.2 e 1.2). Dentre estes, estima-se que a 
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Escherichia coli é responsável por 85% a 90% dos casos de ITUs comunitárias e por 

50% dos casos de ITUs hospitalares (NICOLLE 2001, ZORC et al. 2005; NICOLLE 

et al. 2006, ECHEVARRÍA-ZARATE et al. 2006, WORLD HEALTH ORGANIZATION 

2014, GLASER & SCHAEFFER 2015). 

Quadro 1.1 Percentual de agentes causadores das ITU complicadas 

Espécie  Percentual 

Gram Negativos 
 

Escherichia coli 21,0 – 50,0 

Klebsiella pneumoniae 1,9 – 17,0 

Enterobacter sp. 1,9 - 9,6 

Citrobacter sp. 4,7 - 6,1 

Proteus mirabilis 0,9 - 9,6 

Providencia sp. 18,0 

Pseudomonas aeruginosa 2,0 – 19,0 

Outros 6,1 – 20,0 

Gram Positivos 
 

Enterococcus sp. 6,1 – 23,0 

Streptococos do grupo B 1,2 - 3,5 

Staphylococos coagulase negativo 1,4 - 3,7 

Staphylococcus aureus 0,9 - 2,0 

Candida sp. 0 - 5,0 

Fonte, NICOLE 2001 

 

Quadro 1.2 Percentual de agentes causadores das ITU não complicada 

Especie bacteriana Percentual 

Escherichia coli 91,8 

Klebsiella sp. 3,0 

Enterobacter sp. 0,9 

Proteus mirabilis 2,0 

Citrobacter sp. 0,7 

Pseudomona aeroginosa 0,3 

Outros 0,5 

Fonte, NICOLLE et al. 2006. 

 

No diagnóstico da ITU, consideram-se os seguintes parâmetros: presença de 

fatores de risco, história clínica, exame físico e testes laboratoriais onde a análise da 

urina e a urocultura são considerados o “padrão ouro” para o diagnóstico (ZORC et 

al. 2005, FOSTER 2008, WURGAFT 2010). 
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1.2 Escherichia coli 

Escherichia coli pertence à classe Proteobacteria, subclasse Gamma, família 

Enterobacteriaceae (STACKEBRANDT et al. 1988). É uma bactéria bacilar Gram-

negativa, anaeróbia facultativa, não esporulada, medindo entre 0,5 µm de diâmetro e 

1-3 µm de comprimento. Apresenta flagelos peritríquios, sendo comumente móvel 

em meios líquidos. São indol-positivas, não utilizam citrato como fonte de carbono, 

não apresentam a enzima urease, possuem a enzima lisina descarboxilase, podem 

ou não possuir arginina e/ou ornitina descarboxilase, são fermentadoras de glicose e 

outros açúcares, produzem gás, são catalase positivas, oxidase negativas e 

reduzem nitrato a nitrito. No meio eosina-azul de metileno (EMB), as colônias de E. 

coli apresentam coloração negro-esverdeadas com brilho metálico (ORSKOV & 

ORSKOV 1992, MURRAY et al. 1999, KONEMAN et al. 2006). 

A E. coli é encontrada normalmente na microbiota entérica (intestino) de aves 

e mamíferos. Nos seres humanos, normalmente colonizam o trato gastrintestinal 

dentro de algumas horas após o nascimento, quando bactérias presentes na 

mucosa vaginal e na pele da mãe, além provenientes de fontes ambientais, são 

adquiridas pelo recém-nascido. (KAPER et al. 2004, TENAILLON et al. 2010). É uma 

bactéria comensal no trato intestinal (sem potencial patogênico) e permanece sem 

causar dano. Em casos especiais como no déficit imunológico ou dano das barreiras 

gastrintestinais, as cepas comensais podem tornar-se infecciosas (WILES et al. 

2008, TENAILLON et al. 2010). Embora 90% das cepas de E. coli sejam comensais 

e não patogênicas, aproximadamente 10% são patogênicas, podendo causar 

infecções intestinais e infecções extra-intestinais (KAPER et al. 2004, SANTOS et al. 

2009).  

1.2.1 Classificação de E. coli 

A E. coli é um dos agentes mais importantes nas infecções extra-intestinais 

em humanos (KARISIK et al. 2008) e a segunda espécie mais prevalente em 

bacteremias (BIEDENBACH 2004). As estirpes de E. coli de importância biológica 

para os seres humanos podem ser classificados em: i) cepas comensais, ii) cepas 

patogênicas intestinais ou diarreiogênicas e iii) cepas patogênicas extra-intestinais 

denominadas de ExPEC - extraintestinal pathogenic E. coli (RUSSO & JOHNSON 

2000, PITOUT 2012). 
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As cepas de E. coli patogênicas intestinais, são denominadas de DEC 

“Diarrheagenic Escherichia coli” – E. coli diarreiogênica –, e podem ser classificadas 

nos patótipos: ETEC (E. coli enterotoxigênica), STEC (E. coli produtora de toxina 

Shiga), EIEC (E. coli enteroinvasora), EAEC (E. coli enteroagregativa), DAEC (E. coli 

que adere difusamente), EPEC (E. coli enteropatogênica), A-EPEC (E. coli 

enteropetogênica atípica) e EHEC (E. coli enterohemorrágica) (RUSSO & JOHNSON 

2000, KAPER et al. 2004, SANTOS et al. 2009, CROXEN & FINLAY 2010). 

A designação ExPEC (E. coli patogênica extra-intestinal) abrange os 

seguintes patótipos: UPEC (E. coli uropatogênica), SePEC (E. coli associada à 

septicemia), MNEC (E. coli associada à meningite neonatal) e APEC (E. coli 

patogênica para aves) (KAPER et al. 2004, KOHLER & DOBRINDT 2011, 

JAHANDEH et al. 2015). As ExPECs têm capacidade de colonizar o trato 

gastrointestinal e formar parte da microbiota intestinal sem causar doença na 

população saudável (WILES et al. 2008). A figura 1.1 demonstra os sítios de 

colonização da Escherichia coli patogênica nos seres humanos. 

 

Figura 1.1 Locais de colonização de E. coli patogênica 

Fonte, Adaptado de CROXEN & FINLAY 2010 

 

1.2.2 Filogenia em populações bacterianas de E. coli. 

Os estudos filogenéticos mostram que as populações bacterianas de E. coli 

podem ser classificadas em quatro grupos filogenéticos principais, designados 

MNEC (E. coli associada a 
meningite neonatal 

UPEC (E. coli uropatogénica) 

 

UPEC (E. coli uropatogénica) 

MNEC (E. coli associada a meningite neonatal 

EHEC (E. coli entrohemorrágica), EIEC (E. coli 
enteroinvasora), EAEC (E. coli enteroagregativa) 

 

ETEC (E. coli enterotoxigênica), DAEC (E. coli que adere 
difusamente), EAEC (E. coli enteroagregativa) 

UPEC (E. coli uropatogénica) 
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como, A, B1, B2 e D (HERZER et al. 1990, CLERMONT et al. 2000), e seis 

subgrupos Ao e A1 (grupo filogenético A), D1 e D2 (grupo filogenético D) e B22 e B23 

(grupo filogenético B2) (ADIB et al. 2014). As ExPECs pertencem em sua maioria ao 

grupo filogenético B2 e, em menor escala, ao grupo D, os quais possuem maiores 

fatores de virulência que os grupos filogenéticos A e B1 (YAMAMOTO 2007, 

KARISIK et al. 2008). As cepas comensais (sem potencial patogênico) pertencem 

aos grupos filogenéticos A e B1, enquanto que as amostras patogênicas intestinais 

agrupam-se igualmente nos grupos filogenéticos A, B1 e D (CLERMONT et al. 2000, 

KARISIK et al. 2008, SANTOS et al. 2009, KOHLER & DOBRINDT 2011). Na Figura 

1.2 observsa-se a relação entre os patótipos e os grupos filogenéticos de E. coli.  

 

Figura 1.2. Patotipos de E. coli e grupos filogenéticos 

 Fonte: FERREIRA 2010. 

 

Para esta classificação filogenética de E. coli, Clermont et al (2000) 

desenvolveram um protocolo baseado na amplificação simultânea de sequências 

genéticas específicas, utilizando dois genes - chuA (outer membrane hemin 

receptor), yjaA (uncharacterized protein yjaA genome of E. coli K-12) - e um 

fragmento de DNA denominado TspE4.C2 (anonymus DNA fragmente) como 

marcadores específicos desses grupos filogenéticos. 

O gene chuA está presente nos grupos B2 ou D e ausente nos grupos A e B1, 

permitindo a distinção entre estes pares de grupos filogenéticos. O gene yjaA 

possibilita a distinção entre os grupos B2 e D sendo detectado apenas no grupo B2. 

A presença do fragmento TspE4.C2 caracteriza a amostra como pertencendo ao 

grupo B1, enquanto a sua ausência está associada ao grupo filogenético A. A figura 
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1.3 apresenta o esquema da classificação filogenética por amplificação de 

sequências específicas. 

 

  
Figura 1.3. Árvore da classificação dos grupos filogenéticos de E. coli na 

presença e ausência dos genes chuA, yjaA e do fragmento TspE4.C2 

Fonte: CLERMONT et al. 2000 

As amostras que se classificam nos grupos filogenéticos B2 ou D são 

frequentemente responsáveis por infecções agudas do trato urinário (KARISIK et al. 

2008). 

1.2.3 Fatores de virulência de E. coli uropatogênica. 

Os fatores de virulência nas UPEC podem ser divididos em dois grupos: (i) 

fatores de virulência associados com a superfície da célula bacteriana e, (ii) fatores 

de virulência que são secretados no sítio de ação (BIEN et al. 2012). 

No grupo dos fatores de virulência associados à superfície da célula 

bacteriana, temos as estruturas que promovem a união da bactéria aos tecidos no 

trato urinário. Neste grupo estão as fímbrias e adesinas. As fímbrias tipo 1, 

associadas às ITU baixas, a fímbria P, associada às ITU altas (pielonefrite), a fímbria 

S, as adesinas da família Dr, como as adesinas fimbriais e as afimbrais (AFA I-II-III-

IV) e o flagelo, que é responsável pela motilidade da bactéria. As fímbrias e 

adesinas possuem uma função importante na patogênese da ITU, contribuindo à 

união das bactérias às células uroepiteliais na iniciação da infecção urinária. Neste 

grupo também se incluem os antígenos capsulares tipo K1, K5, K12 e os 

lipopolissacarídeos (LPS) (YAMAMOTO 2007, OLIVEIRA et al. 2011, BIEN et al. 
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2012, PITOUT 2012). E. coli uropatogênica tem sido encontrada formando biofilme 

bacteriano, que confere importantes vantagens, como resistência à desidratação e à 

oxidação, e maior tolerância aos detergentes e antibióticos (JUSTICE et al. 2004). 

No grupo dos fatores de virulência que são secretados no sítio de ação, cita-

se as toxinas, que são úteis na colonização do tecido uroepitelial, causando resposta 

inflamatória e aparecimento de sintomas. Entre as toxinas temos a alfa-hemolisina, o 

fator necrotizante citotóxico tipo I, a toxina secretora auto-transportadora (SAT), o 

antígeno O, os sistemas de consumo de ferro como a aerobactina e yersiniabactin e, 

fatores que aumentam resistência no soro (YAMAMOTO, 2007; WILES et al, 2008; 

OLIVEIRA et al 2011; BIEN et al. 2012, PITOUT 2012).  

1.3 Resistência bacteriana 

A resistência bacteriana pode ser definida como um conjunto de mecanismos 

de adaptação das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais aos quais estão 

sendo expostas (LIVERMORE 1995). Quando as células bacterianas são expostas a 

antimicrobianos inadequados ou em doses inadequadas, as cepas suscetíveis são 

destruídas e sobrevivem as resistentes, processo que se denomina  pressão seletiva 

(MARTÍNEZ-MARTÍNEZ 2006). Para que cada bactéria se defenda, ela pode utilizar 

mecanismos naturais de defesa, sofrer mutações que originam sua resistência ou 

adquirir genes de resistência de outras celulas (MARTÍNEZ-MARTÍNEZ 2006, 

MARTÍNEZ-MARTÍNEZ & CALVO 2010). 

A resistência a antimicrobianos mediada pelas bactérias ocorre devido às 

características codificadas geneticamente, podendo ser intrínsica (natural) ou 

adquirida. A resistência intrínseca é resultante da genética, estrutura e fisiologia 

natural no microrganismo e ocorre em grupos específicos (Quadro 1.3). Esta 

resistência intrínseca é util na escolha dos antimicrobianos a serem incluídos no 

teste de sensibilidade para determinados microrganismos (PÉREZ-CANO & 

ROBLES-CONTRERAS 2013). A resistência adquirida resulta da alteração de 

estrutura e fisiologia celular, causada por mudanças na genética normal do 

microrganismo, adquirida por mutação genética, aquisição de genes de outros 

microrganismos, ou uma associação de ambos. Ao contrário da resistência 

intrínseca, ocorre em apenas algumas cepas de um grupo ou espécie (MARTÍNEZ-

MARTÍNEZ 2006, PÉREZ-CANO & ROBLES-CONTRERAS 2013).  
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Quadro 1.3 Exemplos de resistência natural das bactérias aos antibióticos  

Microrganismo Antimicrobiano Mecanismos 

Bactérias Gram-negativas Glicopeptídeos Baixa acumulação intracelular 

Stenotrophomonas 

maltophilia 
Carbapenêmicos 

Presença de enzimas metalo-

β-lactamases 

Bactérias Gram-positivas Polimixinas Ausência de lipopolissacarídeo 

Enterococcus spp. Cefalosporinas Pouca afinidade das PBP 

Anaeróbios Aminoglicosídeos Ausência de transporte 

             PBP, proteína de ligação a penicilina 

Fonte, MARTÍNEZ-MARTÍNEZ 2006 

   

 1.3.1 Mecanismos de resistência. 

Ao longo do tempo, cada vez mais classes de antibióticos foram utilizadas de 

forma indiscriminada na terapêutica ou profilaxia, passando ainda pelo uso no 

crescimento animal e propósitos agrícolas (ECONOMOU & GOUSIA 2015). Isto faz 

com que os animais e vegetais para o consumo humano sejam atualmente uma 

fonte de difusão de material genético entre bactérias patogênicas e comensais 

(FURUYA & LOWY 2006). Porém, as bactérias desenvolveram variados 

mecanismos que conferem resistência aos antibióticos, de modo a conseguirem 

sobreviver na presença destes compostos. Existem quatro grandes mecanismos de 

resistência aos antibióticos: i) alteração da permeabilidade da membrana, ii) 

modificação ou proteção do alvo, iii) expulsão ativa do antibiótico e iv) modificação 

ou inibição enzimática do antibiótico (MARTÍNEZ-MARTINEZ 2006, PELEG & 

HOOPER 2010, PÉREZ-CANO & ROBLES-CONTRERAS, 2013).  

 
 1.3.2 Disseminação dos genes de resistência . 

A aquisição de genes de resistência por parte de um microrganismo pode ser 

feita por i) conjugação, ii) transformação, iii) transdução e iv) transposição (Figura 

1.4). A conjugação é o mecanismo mais comum de transferência de material 

genético, onde o contato com outras bactérias possibilita a transferência de genes 

presentes em uma molécula de DNA extra-cromossômica denominada plasmideo 

(MARTÍNEZ-MARTINEZ 2006, DAVIES & DAVIES 2010).  



11 

 

Figura 1.4 Representação ilustrada da transferência horizontal de genes. 

Fonte, Adaptado de FURUYA & LOWY 2006 

 
Atualmente, é cada vez mais frequente a emergência de estirpes 

multirresistentes aos antibióticos, principalmente devido à rápida disseminação de 

genes de resistência. Esta transferência horizontal de genes ocorre através de 

elementos móveis (transposões ou integrões) e/ou plasmídeos, contribuindo para a 

evolução e adaptação bacteriana ao meio ambiente (MULVEY & SIMOR 2009, 

FRIERI et al. 2016). 

  1.3.3 Integrons  

Os integrons são elementos genéticos que têm capacidade de reconhecer, 

capturar eficientemente e expressar genes cassettes exógenos, principalmente 

genes de resistência, por um sistema de recombinação sitio-específico (COLLIS & 

HALL 1995, ESCUDERO et al. 2015). São amplamente conhecidos por seu papel na 

disseminação da resistência, particularmente entre patógenos bacterianos Gram-

negativos. No entanto, desde a sua descoberta, tornou-se evidente que os integrons 

são um componente comum de genomas bacterianos e que tem uma longa história 

evolutiva (GILLINGS 2014). 

Estruturalmente os integrons  consistem em dois segmentos conservados 5´ e 

3´, e uma região central ou variável, constituída por uma diversidade de genes 

cassette (que geralmente são curtos, achados até oito cassettes genéticas), que 
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normalmente conferem resistência às diferentes classes de antibióticos (COLLIS & 

HALL 1995, BENNETT 2008, GILLINGS 2014). São constituídos por um gene intI 

que codifica a enzima integrasse, um local de recombinação (attl), onde pode 

ocorrer inserção ou excisão de cassetes genéticos, e um promotor (Figura 1.5) 

(GILLINGS 2014, BARRAUD & PLOY, 2015).  

 

Figura 1.5 Estrutura do integron. Fonte, SABATÉ & PRATS 2002. 

 

Os integrons de maior interesse clínico e epidemiológico são de classe 1, que 

são os mais comuns entre os isolados clínicos de bactérias Gram-negativas. Estes 

contêm genes cassette de resistência antibiótica integrados na região variável 

principalmente para antibióticos β-lactâmicos, aminoglicosídeos, cloranfenicol, 

rifampicina, trimetoprim/sulfametoxazol, quinolonas, estreptomicina e fosfomicina 

(SABATÉ & PRATS 2002, PARTRIDGE 2002, ESCUDERO et al. 2015). Na 

atualidade, mais de 130 genes cassette já foram identificados em integrons de 

classe 1 (GILLINGS 2014, ESCUDERO et al. 2015), sendo os mais conhecidos e 

caracterizados aqueles associados às bactérias Gram-negativas multirresistentes, 

nomeadamente Escherichia coli, Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., 

Proteus spp., Acinetobacter spp. e Salmonella spp. (PENG et al. 2007).  

1.4 Resistência aos antibióticos β-lactâmicos  

Os β-lactâmicos são os antimicrobianos mais administrados tanto na atenção 

primária como nos hospitais, dada a sua eficácia terapêutica e baixa toxicidade 

(MARÍN & GUDIOL 2003). Atuam inibindo a última etapa da biossíntese da parede 

celular bacteriana, interferindo com a síntese do peptideoglicano. Todos os 

compostos, naturais ou sintéticos, deste grupo (penicilinas, cefalosporinas, 

carbapenemos e monobactamos) são caracterizados por possuírem um anel beta-

lactâmico com uma cadeia lateral variada, que explica as características, espectros 
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de ação e resistências às beta-lactamases de cada antibiótico. (SUÁREZ & GUDIOL 

2009, GUIMARÃES et al. 2010). 

A resistência bacteriana aos β-lactâmicos é principalmente por: i) modificação 

da permeabilidade da membrana externa nos Gram-negativos, principalmente por 

alteração das porinas, ii) modificação dos alvos, mudanças nas PBPs, iii) produção 

de enzimas que vão hidrolisar e inativar o núcleo β-lactâmico de penicilinas, 

cefalosporinas e carbapenems (β-Lactamases), o qual constitui o principal 

mecanismo de resistência aos antibióticos β-lactâmicos,  iv) expressão de bombas 

de efluxo (MARÍN & GUDIOL 2003, WILKE et al. 2005, FERNANDES et al. 2013). 

 1.4.1 Enzimas β-lactamases  

A produção de ß-lactamases é o mais importante mecanismo de resistência 

aos antibióticos β-lactâmicos (WILKE et al. 2005, DALMARCO et al. 2006). Uma vez 

expressas, as ß-lactamases são secretadas no espaço periplásmico (em bactérias 

Gram-negativas), hidrolisam e inativam irreversivelmente o anel ß-lactâmico na 

ligação amida, impossibilitando a atividade antibacteriana do antibiótico (WILKE et 

al. 2005, MARTINEZ-MARTINEZ 2006). Determinados tipos de ß-lactamases podem 

ser produzidos por diferentes espécies bacterianas, mas uma única espécie também 

pode produzir diferentes tipos de β-lactamases (JUNIOR et al. 2004). A 

especificidade destas enzimas aos anéis β-lactâmicos determina a eficácia da 

hidrólise dos mesmos. A capacidade ou não das β-lactamases de conferir 

resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos de amplo espectro depende da 

quantidade de enzima produzida pelo microrganismo, da habilidade dessa enzima 

de hidrolisar o antimicrobiano e da velocidade com que o β-lactâmico penetra na 

membrana externa (LIVERMORE 1991). 

 1.4.2 Classificação das β-lactamases 

Em 1995 foi publicado pelo grupo de Bush, Jacoby e Medeiros uma 

classificação das β-Lactamases, baseando-se na preferência pelos substratos β-

lactâmicos e pela inibição do clavulanato (BUSH et al. 1995). No ano 2010, a 

classificação é atualizada, levando em conta o substrato e o mecanismo de inibição 

da β-lactamase para correlacionar com seu fenótipo (BUSH & JACOBY 2010). 

Entretanto, em 1980, Ambler propôs outra classificação, que divide as β-lactamases 

em 4 classes, baseadas em sua sequência de aminoácidos. São classificadas como 
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classe A aquelas que possuem como sítio ativo a serina; a classe B são metalo-beta 

lactamases, que requerem um metal bivalente, usualmente zinco, para sua atividade 

(presentes em Stenotrophomonas maltophilia); a classe C, também chamado AMP-

C; e a D que são as OXA-metalo-β-lactamases (AMBLER 1980). Na atualidade, têm 

sido consideradas as duas classificações, propostas por Ambler e por Bush, Jacoby 

& Medeiros (Quadro 1.4). 

Quadro 1.4. Classificação das β-lactamases 

Bush- 
Jacoby  
group 

Ambler 
Classe 

molecular 
Características  Enzimas selecionadas 

1 C 
Hidrolisa cefalosporinas, cefamicinas penicilinas. Não 
são inibidas por CLA e TZB. Afinidade elevada para 
aztreonam 

Escherichia coli e Pseudomonas 
aeruginosa AmpC. CMY-2, FOX-1, 
MIR-1 

1e C 
Hidrolisa penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas 
amplo espectro e monobactâmicos. Não inibida pelo 
CLA e TZB 

GC1, CMY-37 

2ª A 
Eficiente hidrólise de penicilinas. Inibida pelo CLA e 
TZB 

PC1 e outros estafilococos  
penicilinases 

2b A 
Hidrolisa penicilinas, cefalosporinas de primeira 
geração (cefazolina, cefalotina, cefaloridine). Inibida 
pelo CLA e TZB 

SHV-1, TEM-1, TEM-2, TLE-1 (TEM-
90) 

2be A 
Hidrólise eficiente de penicilinas, cefalosporinas amplo 
espectro, monobactâmicos.  
Inibida pelo CLA e TZB 

ESBLs: CTX-M-15, CTX-M-44 (Toho-
1), PER-1, SFO-1, SHV-5, TEM-10, 
TEM-26, VEB-1 

2br A 
Hidrólise eficiente de penicilinas e cefalosporinas de 
primeira geração. Inibição deficiente pelo CLA 

IRTs: TEM-30, TEM-76, TEM-103, 
SHV-10, SHV-26 

2ber A 
Hidrólise eficiente de penicilinas, cefalosporinas amplo 
espectro, monobactâmicos. Inibição deficiente pelo 
CLA e TZB 

CMTs: TEM-50, TEM-68, TEM-89 

2c A Hidrólise eficiente de carbenicilina. Inibida pelo CLA PSE-1, CARB-3 

2d D 
Hidrólise eficiente de cloxacilina ou oxacilina. 
Levemente inibida por CLA 

OXA-1, OXA-10 

2de D 
Hidrólise de penicilinas e cefalosporinas de amplo 
espectro. Levemente inibida por CLA 

ESBLs: OXA-11, OXA-15 

2df D 
Hidrólise de carbapenêmicos e cloxacilina ou oxacilina. 
Levemente inibida por CLA 

OXA-23, OXA-48 

2e A 
Hidrólise eficiente de cefalosporinas. Inibida pelo CLA 
e TZB, mas não pelo aztreonam. 

CepA 

2f A 
Hidrólise de carbapenêmicos, cefalosporinas e 
penicilinas e cefamicinas. Pobre inibição pelo CLA; 
baixa inibição por TZB 

IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1, GES-2 

3ª B 

Hidrólise de todos os b-lactâmicos exceto 
monobactâmicos. Inibida por EDTA e agentes 
quelantes de íons metálicos, não inibida pelo CLA e 
TZB. 

IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1 

3b B 
hidrolise para carbapenêmicos. Inibida por EDTA e 
agentes quelantes de íons metálicos, não inibida pelo 
CLA e TZB. 

CphA, Sfh-1 

CLA, ácido clavulânico; CMT, complexo mutante TEM; ESBL, β-lactamase de amplo 

espectro; IRT, resistência ao inibidor TEM; TZB, tazobactam.   

Fonte, Modificado de BUSH & FISHER, 2011 
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 1.4.2.1 β-Lactamases de Espectro Estendido, tipo AmpC   

AmpC a foi a primeira β-lactamase descrita na resistência à penicilina 

(JACOBY 2009), pertence às β-lactamases da classe molecular C de Ambler (grupo 

1 da classificação de Bush-Jacoby-Medeiros). São cefalosporinases codificadas de 

forma natural por cromossomos de bactérias da familia Enterobacteriaceae. Mais 

recentemente são descritas como possivelmente transmitidas por elementos móveis 

(transposões ou integrões) e/ou plasmídeos (PEIRANO et al. 2006, SERAL et al. 

2012). Hidrolisam cefalosporinas de primeira e segunda gerações, incluindo as 

cefamicinas, tem menor ação sobre cefalosprinas de terceira geração e são pouco 

eficazes sobre cefalosporinas de quarta geração e carbapenêmicos. A cloxacilina, 

aztreonam e o ácido borônico (ácido fenil borônico) inibem as β-lactamases tipo 

AmpC, enquanto os  inibidores de β-lactamases (ácido clavulânico, sulbactam e 

tazobactam) não inibem ESBL-AmpC (JACOBY 2009, BUSH & JACOBY 2010, 

NAVARRO et al. 2011). As ESBL-AmpC têm sido encontradas tanto em infecções 

nosocomiais, quanto em infecção na comunidade (SERAL et al. 2012).  

Diferenças nas sequências de aminoácidos deu origem às famílias de AmpC, 

entre os quais temos atualmente: CMY, 136 variantes; ACC, 5 variantes; ACT, 38 

variantes; CFE, 1 variante; DHA, 23 variantes; FOX, 12 variantes; LAT-1, 1 variante; 

MIR, 18 variantes; e MOX, 11 variantes. 

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1) (PÉREZ & HANSON 2002, JACOBY 

2009). A variante CMY-2, atualmente, é a mais distribuída no mundo (JURE et al. 

2011). 

 1.4.2.2 β-Lactamases de Espectro Estendido,  tipo SHV  

Foram as primeiras ESBLs descritas, em 1983 na Alemanha, em isolados de 

Klebsiella pneumoniae, do precursor comum SHV-1 (KNOTHE et al. 1983). A 

maioria das β-Lactamases SHV tem fenótipo ESBL, com exceção da SHV-4, SHV-

10 e SHV-11, e são caracterizadas pela substituição de uma serina por uma glicina, 

na posição 238 (PATERSON & BONOMO 2005). Por outro lado, as variantes 

relacionadas às ESBLs SHV-5 apresentam uma substituição da lisina por glutamato, 

na posição 240. O resíduo de serina é fundamental para a hidrólise eficaz da 

ceftazidima e o resíduo de lisina para a hidrólise eficaz da cefotaxima (BRADFORD 

2001). É importante salientar que SVH-38 tem fraca atividade carbapenemase e 

http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1
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produz moderados aumentos na concentração inibitória mínima (CIM) de imipenem; 

SHV-2 em cepas de K. pneumoniae deficientes de porinas pode causar uma 

diminuição na sensibilidade ao imipenem (MARTÍNEZ & CALVO 2010). Na 

atualidade temos 193 variantes de β-Lactamses tipo SHV 

(http://www.lahey.org/Studies/webt.asp#SHV). 

 1.4.2.3 β-Lactamases de Espectro Estendido, tipo TEM 

Foi descrita no ano 1986, na França, em isolados de Klebsiella pneumoniae, 

derivadas do precursor TEM-1 e TEM-2 (BRUN-BUISSON et al. 1987). A 

substituição de um único aminoácido na β-lactamase TEM-1 deu origem a um novo 

tipo, TEM-2. A modalidade TEM-3, originalmente descoberto em 1989, foi a primeira 

ß-lactamase que apresentou o fenótipo ESBL (BRADFORD 2001). Após isso, muitos 

outros derivados de TEM foram relatados, sendo alguns resistentes aos inibidores 

de β-lactamases e a grande maioria com fenótipos ESBL (LIVERMORE 1995, 

BRADFORD 2001).  

Atualmente existem 223 variantes das β-Lactamases de tipo TEM 

(http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp). As substituições de aminoácidos 

ocorrem entre as enzimas TEM em número limitado de posições e as combinações 

destas mudanças de aminoácidos resultam em várias alterações na hidrólise de 

oximino-cefalosporinas específicas, como cefotaxima e ceftazidima (BRADFORD 

2001). O fato de TEM-1 e outros derivados serem mediados por plasmídeos e 

transposons facilita a disseminação para outras espécies de bactérias (CARATTOLI 

2009, WOODFORD et al 2009). 

As β-Lactamases TEM são prevalentes nas estirpes de E. coli e K. 

pneumoniae, mas também são encontradas em outras espécies de bactérias Gram-

negativas como Enterobacter spp., Proteus spp., Salmonella spp. (BRADFORD, 

2001). 

 1.4.2.4 β-Lactamases de Espectro Estendido,  tipo CTX-M 

A β-Lactamase de espectro estendido, CTX-M (hidrolisa CefoTaXime), foi 

descrita pela primeira vez no Japão, no ano 1986, no isolamento de E. coli resistente 

à cefotaxima, e foi chamada de TOHO-1. Em 1989 na Alemanha, foi descrita outra 

cepa de E. coli resistente à cefotaxime e foi chamada de CTX-M-1 (BONNET 2004). 

Ao mesmo tempo, em 1992, na Argentina, foram também descritos isolados de 

http://www.lahey.org/Studies/webt.asp#SHV
http://www.lahey.org/Studies/temtable.asp
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Salmonella typhimurium resistentes à cefotaxima, enzimas chamadas de CTX-M-2 

(BAUERNFEIND et al. 1992, BONNET 2004). No Brasil, as primeiras CTX-M foram 

descritas na cidade do Rio de Janeiro, nos anos 90, principalmente, as enzimas 

CTX-M-2, CTX-M-8; CTX-M-9; CTX-M-14 e CTX-M-16 (BONNET, 2004). 

Na família de ESBLs plasmídicas, CTX-M, é mais frequente entre isolados de 

Salmonela enterica e E. coli, sendo observada também em outras espécies de 

Enterobacteriaceae. Esta enzima tem como substrato preferencial a cefotaxima e a 

ceftriaxona. As CTX-M-β-lactamases apresentam 40% de similaridade com as ß-

lactamases TEM e SHV. Provavelmente foram originadas a partir da enzima 

cromossômica AmpC de Kluyvera ascorbata, uma vez que possuem alto grau de 

homologia (BRADFORD 2001, BONNET 2004). Outra característica desta enzima é 

o fato de ser mais inibida pelo tazobactam do que sulbactam e/o ácido clavulânico 

(BONNET 2004). As CTX-M-β-lactamases são codificadas por genes transportados 

por elementos móveis, como sequências de inserção ISCcp1 - ISCR1 e plasmídeos 

(CARATTOLI 2009, WOODFORD et al. 2009, PEIRANO & PITOUT 2010). 

Estudos filogenéticos da família CTX-M, baseados na similitude de 

aminoácidos, reportam 5 sublinhagens ou grupos principais: CTX-M-1, CTX-M-2, 

CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25, e ultimamente, dois grupos foram reportados: CTX-

M-74 e CTX-M-75 (SENNATI et al. 2012, D'ANDREA et al. 2013, LAHLAOUI et al. 

2014). Atualmente existem mais de 172 variantes de CTX-M 

(http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1) que têm sido associadas a surtos de 

infecções diversas, tanto nos hospitais como na comunidade, sendo isoladas em 

vários tipos de bactérias, e mais frequentemente em E. coli (MATHERS et al. 2015, 

PITOUT & LAUPLAND 2008). 

Na atualidade, diferentes famílias dominantes de CTX-M têm sido 

encontradas: CTX-M-15 (grupo 1), é predominante na maior parte da Europa, 

América do Norte, Oriente Médio e Índia; CTX-M-14 (grupo 9) é mais comum na 

China, Sudoeste da Ásia, e na Espanha; e CTX-M-2 (grupo 2) é predominante na 

Argentina, Israel e Japão (HAWKEY & JONES 2009, LIVERMORE 2012), como 

sumarizado na Figura 1.6. 

http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1
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Figura 1.6 Distribuição mundial dos genótipos CTX-M. 

Fonte, Adaptado de HAWKEY & JONES 2009. 

Observa-se que o clone ST131, identificado por Multilocus Sequence Typing 

(MLST) relacionado à bactéria E. coli extraintestinal (ExPEC) produtora de ESBLs e 

associado ao grupo filogenético B2, foi descrito no ano 2008 e têm relação com a 

produção da enzima CTX-M-15 (WOODFORD et al. 2009, SCHEMBRI et al. 2015, 

MATHERS et al. 2015). Este clone O25b:H4/ST131-CTX-M-15 é altamente virulento, 

e está associado às infecções sanguíneas e trato urinário no ambiente hospitalar e 

comunitária (PETTY et al. 2014, SCHEMBRI et al. 2015) e apresenta resistência 

cruzada para antibióticos dos grupos das fluoroquinolonas, aminoglicosídeos e 

trimetroprim/sulfametoxasole (PEIRANO & PITOUT 2010, SCHEMBRI et al. 2015, 

MATHERS et al. 2015, STOESSER et al. 2016). 

Atualmente, o clone ST131-Escherichia coli se espalhou por todo o mundo 

(Figura 1.7) relacionados à  infecções nosocomiais e infecção na comunidade 

(PETTY et al. 2014, STOESSER et al. 2016). Esta bactéria  foi descrita em animais, 

alimentos, carne bovina entre outros, o que sugere uma disseminação geral deste 

clone (PLATELL et al. 2011, ROGERS et al. 2011, NOVAIS et al. 2012). Esta 

disseminação faz com que este clone seja considerado uma emergência em saúde 

pública, principalmente por apresentar multirresistência, presença de vários fatores 

de virulência (FimH30) e pela facilidade de transmissão genética envolvidos em 

elementos genéticos móveis (PETTY et al. 2014, MATHERS et al. 2015, STOESSER 

et al. 2016). Isto tem enorme significado clínico pela limitação na escolha de 

Colombia 
Ruiz, et al, 2011 

Brasil,  
Minarini et al. 2007, Peirano et 
al. 2011, Da Silva & Lincopan 
2012, Bonelli et al. 2014 Isolados fecales 

Uruguai 

Bado et al. 2016 
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antibióticos para o tratamento nos casos de infecções graves causadas por este 

clone (PETTY et al. 2014).   

 

Figura 1.7. Distribuição mundial do clone E. coli ST-131-CTX-M-15. 

Fonte, Adaptado de NICOLAS-CHANOINE 2014 

Estrela vermelha, amostras que produzem enzimas ESBL. Estrela azul, amostras 

resistentes às fluoroquinolonas não-produtoras de ESBL 

1.5 Resistência às fluoroquinolonas. 

 As quinolonas e fluoroquinolonas são fármacos bactericidas muito utilizados 

no tratamento de ITUs e também no tratamento de infecções causadas por 

microrganismos resistentes a outros agentes antibacterianos (GUIMARÃES et al. 

2010). Elas inibem a atividade da DNA girase ou topoisomerase IV, impedindo o 

processo de transcrição e replicação do DNA bacteriano. Em bactérias Gram-

positivas, sua ação dá-se principalmente pela inibição da topoisomerase IV, 

enquanto em Gram-negativas, sobrepõe-se a ação sobre a DNA-girase (NAEEM et 

al. 2016). 

Os mecanismos de resistência às quinolas são, principalmente: i) alteração 

do alvo, ii) redução da concentração intracelular do antibiótico, mediada por 

sistemas de efluxo, iii) proteção do alvo das quinolonas, mediada por peptídeos e, 

iv) degradação enzimática (RODRIGUEZ-MARTINEZ 2005, ROBICSEK et al. 2006, 
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RUIZ, 2012). Estes mecanismos são mediados por genes cromossômicos e por 

genes de localização plasmidial. 

 1.5.1 Mecanismos de resistência de origem cromossômico  

A resistência às fluoroquinolonas deve-se às mutações em regiões 

específicas dos genes estruturais DNA girase e topoisomerase IV, que fazem com 

que o antibiótico não se ligue ao alvo. Esta é a mutação mais comum encontrada na 

presença destes antibióticos. Nas bactérias Gram-negativas a DNA girase é o 

principal alvo de todas as quinolonas e nas bactérias Gram-positivas tanto pode ser 

a DNA girase como a topoisomerase IV, dependendo da fluoroquinolona utilizada 

(RODRIGUEZ-MARTINEZ 2005, RUIZ 2012). 

 1.5.2 Mecanismos de resistência plasmideais. 

Três mecanismos de resistência às quinolonas mediadas por plasmideos 

(PMQR) são conhecidos atualmente: i) proteção da DNA girase e a topoisomerase 

IV, mediadas pelos genes qnr, ii) acetilação mediada pelo gene aac(6`)-Ib-cr, alelo 

da enzima modificadora de aminoglicosídeos (EMAs) aac(6`)-Ib e iii) bombas de 

fluxo, mediadas pelos genes qepAB e oqxAB (STRAHILEVITZ et al. 2009, ANDRES 

et al. 2013, JACOBY et al. 2014). 

 1.5.2.1 Gene qnr, proteção do alvo. 

Até o ano de 1998, considerava-se que a resistência às quinolonas não era 

transferível. Neste ano, o primeiro determinante de resistência às quinolonas foi 

descrito, o gene qnr, em amostras de Klebsiella pneumoniae de origem urinária, na 

Universidade de Albama – USA (MARTÍNEZ-MARTÍNEZ et al. 1998). O gene qnr é 

um pentapeptideo que codifica a proteína que protege a DNA girase e a 

topoisomerase IV da inibição por quinolonas. Ele se fixa à estas enzimas em 

competição com o DNA bacteriano, resultando em altos níveis de resistência à  este 

grupo de medicamentos (STRAHILEVITZ et al. 2009, JACOBY et al. 2014). 

Atualmente são reconhecidas cinco variantes dos genes qnr, denominadas: 

qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, e qnrS, e cada uma delas apresenta vários alelos (ANDRES 

et al. 2013; JACOBY et al. 2014). O gene qnr tem sido achado em várias 

Enterobactérias, especialmente K. pneumoniae, E. coli e Salmonella enterica, e em 
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bactérias não-fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii e Stenotrophomonas maltophilia. A sua facilidade de mobilização está 

ligada a elementos móveis, principalmente plasmídeos. Assim, o qnrA é carreado na 

ISCR1, qnrB1 na IS26, qnrB2-4-6-10 n aISCR1, e,  o qnrB19 é carreado por três 

elementos: i) plasmídeo associado a ISEcp1C-based transposon, ii) IS26, e iii) 

plamideo pequeno ColE1-type (JACOBY et al. 2014) 

 1.5.2.2 Gene aac(6`)-Ib-cr, inativação do antibiótico. 

No ano de 2005, foi reportado um novo mecanismo de resistência às 

quinolonas mediados por plasmídeos, o gene aac(6´)-Ib-cr,  o qual é responsável 

pela inativação enzimática principalmente de ciprofloxacina e norfoxacina 

(ROBICSEK et al. 2006). O gene aac(6´)-Ib-cr é uma variante do gene aac(6´)-Ib 

pertencente às enzimas modificadoras dos aminoglicosídeos (EMAs). Esta variante 

cr (do inglês, ciprofloxacin resistance) codifica uma acetiltransferase que inativa os 

amiglicosídoes como amicacina, kanamicina e tobramicina, e antibióticos do grupo 

das fluoroquinolonas como ciprofloxacina e norfloxacina por N-acetilação do radical 

amino piperazinil. O determinante aac(6´)-Ib-cr tem dois aminoácidos diferentes de 

sua sequência original, Trp102Arg e Asp179Tyr, os quais demostram serem 

necessários e suficientes para promover a acetilação da ciprofloxacina e da 

norfloxacin (ROBICSEK et al, 2006; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2011, RUIZ et 

al. 2012, JACOBY et al, 2014).  

O determinante aac(6´)-Ib-cr tem sido encontrado nos genes cassette do 

integron, formando parte de plasmídeos que contêm outros genes PMQR, 

geralmente o gene qnr, associados com ESBL principalmente CTX-M-15, que em 

conjunto formam parte do elemento genético móvel IS26 (JACOBY et al. 2014). 

1.6  Resistência aos aminoglicosídeos. 

Os aminoglicosídeos são antibióticos com ação bactericida rápida, usados no 

tratamento de infecções causadas por bactérias Gram-negativas aeróbias. Atuam 

ligando-se à fração 30S dos ribossomos inibindo a síntese proteica ou produzindo 

proteínas defeituosas (VAKULENKO & MOBASHERY 2003, MOLINA et al. 2009). 
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Algumas espécies de bactérias como as anaeróbias e Enterococcus têm 

resistência intrínseca ou natural aos aminoglicosídeos, por alteração no transporte 

através da parede bacteriana, transporte que é dependente de oxigênio (MELLA et 

al. 2004, MOLINA et al. 2009). Outros mecanismos de resistência são: i) Inativação 

ou modificação enzimática, ii) diminuição da permeabilidade aos amiglicosídeos 

através da parede celular, iii) mutação ou modificação do alvo e iv) sistema de 

expressão de bombas de fluxo (VAKULENKO & MOBASHERY 2003, MELLA et al. 

2004, MOLINA et al. 2009, WACHINO & ARAKAWA 2012) 

O principal mecanismo de resistência aos aminoglicosídeos em bactérias 

Gram-negativas é a produção de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos 

(EMAs) (MOLINA et al. 2009, RAMIREZ & TOLMASKY 2010), mas, na atualidade, 

tem sido descrito outro importante mecanismo de resistência mediada por 

plasmídeos, os genes 16S rRNA metilases. Estes genes protegem o ribossomo 

através da metilação dos nucleotídeos específicos dentro da subunidade 16S rRNA, 

o que faz que os antibióticos tenham dificuldade se ligar ao seu alvo 30S ribossomal 

(DOI & ARAKAWA 2007, YANG et al. 2011) 

 1.6.1 Enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (EMAs).  

As EMAs catalisam a modificação dos grupos −OH ou −NH2 dos 

aminoglicosídeos e apresentam três tipos: as nucletidiltransferases (ANTs), 

fosfotransferases (APHs) e acetiltransferases (AACs). Os genes que codificam estas 

enzimas podem estar localizados em plasmídeos, transposons e integrons, junto 

com outros determinantes de resistência como β-lactamases de espectro estendido 

(ESBLs) e carbapenemases resultando em isolados multirresistentes (SHAW et al. 

1993, WOODFORD et al. 2009, RAMIREZ & TOLMASKY 2010). 

 1.6.2 Acetiltransferases (AACs)  

As acetiltransferases modificam os aminoglicosídeos com a transferência de 

um grupo acetil da acetil-coenzima A (AcCoA) para um grupo amino,  produzindo 

acetilaminoglicosídeo e coenzima A (CoASH) como produto. Essas enzimas 

catalisam a acetilação das posições 1 [AAC(1)], 3 [AAC(3)-I], 2’ [AAC(2’)] ou 6’ 

[AAC(6’)], resultando em quatro classes (RAMIREZ e TOLMASKY 2010).  
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As AAC(3´), constituem o segundo grupo mais comum de acetiltransferases. 

Possuem nove subclasses de enzimas reconhecidas até o momento, todos eles em 

bactérias Gram-negativas. A subclasse AAC(3)-II inibe à gentamicina, netilmicina, 

tobramycina e sisomicina. Entre elas, a variante AAC(3´)-IIa tem sido achada em 

plasmídeos que contêm o gene que codifica a enzima CTX-M-15 junto com outros 

determinantes de resistência a antibióticos em isolados de E. coli (WOODFORD et 

al. 2009; RAMIREZ & TOLMASKY 2010) 

As AAC(6’) são as EMAs mais frequentes e importantes, já foram encontradas 

em plasmídeos e cromossomos e estão disseminadas entre patógenos Gram-

negativos e Gram-positivos. Entre elas, as enzimas AAC(6’)-I são as mais 

encontradas e conferem resistência à amicacina, tobramicina, netilmicina, 

kanamicina, entre outros. Até o presente, pelo menos 28 genes que codificam 

variantes de AAC(6’)-I foram descritos, e a enzima AAC(6´)-Ib variantes cr 

(ciprofloxacin resistance), é uma variante nova que inclui as fluoroquinolonas como 

substrato (ciprofloxacina e norfloxacin) por modificação de dois aminoácidos 

diferentes de sua sequência original, Trp102Arg e Asp179Tyr, os quais demostram 

serem necessários e suficientes para promover a acetilação em fluoroquinolonas e 

aminoglicosídeos (ROBICSEK et al. 2006; RAMIREZ & TOLMASKY 2010). 

1.7 Tipagem molecular 

Atualmente inúmeros métodos são utilizados com o propósito de caracterizar 

geneticamente espécies de microrganismos. Dentre os quais cita-se os métodos de 

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e Multilocus Sequence Typing (MLST). 

 1.7.1 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

A PFGE é considerada como uma ferramenta “padrão ouro” para a análise da 

estrutura filogenética de populações bacterianas por analisar o DNA completo. A 

diversidade de cepas de uma determinada espécie pode ser estudada por esta 

técnica, já que gera um perfil molecular facilmente interpretado, característico de 

cada cepa. O princípio desta técnica consiste na separação de fragmentos de DNA 

de alto peso molecular, obtidos pela digestão do DNA genômico da bactéria com 

enzimas de restrição, e separação destes fragmentos utilizando a corrente 
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eletroforética, o que permite que fragmentos de DNA com alto peso molecular se 

separem de melhor maneira em um gel de agarose (MAGALHÃES et al. 2005). 

 1.7.2 Multilocus Sequence Typing (MLST) 

O método de MLST é amplamente utilizado para diferenciação filogenética de 

espécies bacterianas. Esta técnica é baseada em sequenciamento de fragmentos 

internos de um limitado número de genes, geralmente de 5 ou 7, denominados de 

genes housekeeping, localizados no cromossomo bacteriano. Estes genes evoluem 

lentamente e podem mostrar um alto grau de variabilidade entre bactérias 

relacionadas a fim de distinguir subespécies ou cepas (MAIDEN 2006, NDOYE et al. 

2011).  

Como se baseia em sequências de nucleotídeos, o MLST é altamente 

discriminatório e reprodutível com resultados que são diretamente comparáveis 

entre laboratórios. Para uma abordagem padronizada dos resultados, dados de 

MLST estão disponíveis na internet onde são gerenciados por Universidades e 

instituições de pesquisa, como por exemplo Instituto Pasteur. Desta forma a 

nomenclatura é uniformizada e disponibilizada para os usuários do banco de dados. 

Estas duas técnicas de tipagem molecular procuram determinar se as 

amostras bacterianas são relacionadas epidemiologicamente ou possuem um 

precursor comum. Desta forma, estudos utilizando estas técnicas permitem uma 

melhor compreensão sobre os mecanismos evolutivos de um microrganismo. 

1.8 Justificativa  

As ITUs causadas por E. coli estão entre as infecções bacterianas mais 

comuns, tanto na comunidade como em hospitais, e são uma das principais causas 

de morbidade e custos associados à saúde no mundo inteiro. Na maioria das 

unidades de saúde públicas ou privadas do Equador, o tratamento é geralmente 

iniciado empiricamente, e muitas vezes, de maneira inadequada, como na 

bacteriúria assintomática e nos casos de patologias não infecciosas que cursam com 

sintomas miccionais irritativos e com urinocultura negativa. Aliado à isso, a 

automedicação dos pacientes, realizando o tratamento erroneamente, acabam por 

selecionar cada vez mais os agentes infecciosos resistentes. 



25 

A E. coli, principal agente causador da ITU, está ligada à resistência aos 

medicamentos utilizados como primeira escolha no tratamento empírico das 

infecções urinárias. Estudos atuais demonstram a crescente resistência de E. coli a 

vários grupos de antibióticos, principalmente, β-lactâmicos, quinolonas e 

aminoglicosídeos, relacionados à presença de determinantes genéticos de 

resistência e clones multirresistentes denominados Multi Drug Resistant (MDR) ou 

Pan Drug Resitant (PDR). Assinala-se que este fenômeno de multirresistência tem 

tido grande impacto em saúde pública pela limitação na escolha de drogas para o 

tratamento.  

Atualmente no Equador não temos estudos de caracterização genética de 

resistência em E. coli de origem urinária. Isto enfatiza a importância de abordar e 

desenvolver este projeto de pesquisa, com aplicação de ferramentas moleculares 

como PCR, PFGE e MLST para identificar determinantes genéticos de resistência 

ligados aos principais grupos de antibióticos utilizados no tratamento empírico das 

ITUs e genotipagem molecular. Além de verificar a relação dos clones bacterianos 

com os determinantes genéticos de resistência, espalhados no meio comunitário e 

hospitalar. Desta forma, entendemos que este trabalho vai ajudar a conhecer o perfil 

de resistência bacteriana em pacientes ambulatoriais e hospitalares com infecções 

do trato urinário, e torná-lo acessível ao domínio público. Nós acreditamos que estes 

resultados vão ser fundamentais para ações de monitoramento de resistência, e 

também conscientizar os profissionais de saúde, principalmente médicos, para uma 

prescrição correta dos antibióticos, e ajudar na iniciativa para evitar a livre venda dos 

antibióticos, procurando reduzir o seu uso irracional. 

Ressalta-se também que a resistência aos antibióticos é um problema 

multifatorial, com implicações microbiológicas, terapêuticas, epidemiológicas e de 

saúde pública; que vão de acordo com os objetivos da Pós-graduação de Medicina 

Tropical, dentro do controle epidemiológico e de saúde pública nas doenças 

infecciosas e parasitárias.  
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Estabelecer as características fenotípicas e moleculares de resistência aos 

antimicrobianos em isolados de Escherichia coli recuperados de pacientes com 

infecção urinária, da cidade de Quito – Equador. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Determinar o perfil fenotípico de resistência de Escherichia coli aos 

antibacterianos usados no Equador para tratamento empírico das 

infecções do trato urinário.  

 Realizar a classificação dos grupos filogenéticos de Escherichia coli por 

técnicas moleculares como PCR. 

 Pesquisar a presença dos genes codificadores das β-lactamases tipo 

blaTEM, blaSHV, blaCTX-M blaAMPC através de técnicas moleculares como PCR 

e sequenciamento genômico. 

  Pesquisar a presença dos genes codificadores das enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos – EMAs, subclasse AAC(3)-IIa, 

ANT(2´´)-Ia, AAC(6´)-Ib e genes 16S-rRNA metilases, através de técnicas 

moleculares como PCR e sequenciamento genômico. 

 Pesquisar a presença dos genes determinantes de resistência às 

quinolonas mediada por plasmídeos – PMQR, variantes qnrA, qnrB, qnrS e 

aac(6´)-Ib-cr, através de técnicas moleculares como PCR e 

sequenciamento genômico. 

 Determinar presença de integrons classe I, através de técnicas 

moleculares como PCR e sequenciamento genômico, com análise da 

região variável. 

 Realizar multilocus sequence typing (MLST) aos isolados com presença 

de genes codificadores das β-lactamases blaCTX-M-15, procurando o clone 

pandêmico de E.coli ST-131. 
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 Avaliar o polimorfismo genético das amostras de E. coli uropatogênica, 

através da análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico 

após eletroforese em campo pulsado (PFGE). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Tipo de estudo 

Trata-se de um estudo epidemiológico observacional, descritivo e transversal 

(seccional), para determinar a frequência e caracterizar os determinantes de 

resistência aos antibióticos utilizados como primeira escolha no tratamento empírico 

das ITU, conjuntamente com a avaliação do polimorfismo genético das cepas de E. 

coli de origem urinária. 

3.2 Coleta e transporte das amostras 

Foram analisadas 156 amostras de E. coli estocadas no Laboratório de 

Microbiología do Instituto Nacional de Investigação em Saúde Pública (INSPI) - “Dr. 

Leopoldo Izquieta Perez”, Regional Norte, na cidade de Quito – Equador, no período 

de 01 de janeiro a 31 de dezembro de 2011. As 156 amostras de E. coli foram 

recuperadas de pacientes com infecção urinária, dos quais, 36 amostras foram de 

origem hospitalar, provenientes de pacientes internados em diferentes hospitais da 

cidade de Quito, e 120 amostras foram de origem comunitária provenientes das 

unidades médicas da rede de atenção de saúde pública. Todas as amostras 

estocadas apresentaram contagem de bactérias igual ou superior a 105 UFC/mL, e 

foram identificadas através de testes bioquímicos convencionais, sendo realizados 

também testes de   aos antibióticos usados no tratamento das infecções urinárias. 

As 156 cepas de E. coli uropatogênicas selecionadas apresentavam resistência para 

dois ou mais antibióticos testados. Não foi possível obter a maioria dos dados dos 

pacientes, por que só temos os registros do laboratório.  

Para o transporte das amostras do Laboratório do INSPI na cidade de Quito 

até o Laboratório de Pesquisa em Infecções Hospitalar no IOC/FIOCRUZ, as cepas 

foram estocadas em meio de transporte de Ágar Nutriente em microtubos, 

empacotadas em embalagem com isolamento triplo e devidamente rotuladas, 

cumprindo com as normas de transporte recomendadas pela IATA. As embalagens 

usadas para o transporte foram indicadas pela Comissão Interna de Biossegurança 

(CIBio/IOC) e fornecidos pelo IOC/FIOCRUZ. 
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A obtenção das cepas de E. coli recuperadas de cultura de urina foi 

autorizada pela Direção do INSPI - “Dr. Leopoldo Izquieta Perez”, sob o documento 

No 01732-2011-DINHMT-RN, com data 26 de agosto do ano 2011. O transporte das 

cepas de Equador ao Brasil foi autorizado pela Subsecretaria Nacional de Vigilância 

e Controle Sanitário do Ministério de Saúde Pública do Equador, através do 

documento No 000228, com data de 24 de janeiro do ano 2012. 

3.3 Identificação de Escherichia coli  

No Laboratório de Pesquisa em Infecção Hospitalar do IOC - LAPIH, as 

amostras foram semeadas em Ágar EMB (Ágar Eosina Azul de Metileno) (Oxoid, 

Basingstoke, Inglaterra), meio de cultura adequado para a detecção e diferenciação 

de bactérias Gram-negativas. As placas foram incubadas na estufa a 37oC por 24 

horas para o crescimento bacteriano. Foram analisadas a morfologia e a coloração 

apresentadas pelas colônias, observando-se na maioria o brilho metálico 

esverdeado característico das colônias de E coli. (Figura 3.1). 

 

Figura 3.1 Morfologia das colônias de E. coli. Fonte, LAPIH 

Uma das colônias de cada placa foi selecionada para ser submetida às 

seguintes provas bioquímicas básicas de identificação para Enterobactérias: 

fermentação de glicose, lactose, sacarose e produção de gás visualizadas no meio 

de TSI (Ágar-Ferro-Triplo Açúcar) (Oxoid, Inglaterra); prova da mobilidade, produção 

de H2S e produção de Indol, visualizadas no meio de SIM (Sulfato-Indol-Motilidade) 

(Oxoid, Inglaterra); prova de utilização do citrato como fonte de carbono realizada no 

Ágar Citrato de Simmons (Oxoid, Inglaterra); prova de produção de urease no meio 

de Ágar Uréia (Oxoid, Inglaterra); prova da Oxidase (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) 
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(Figura 3.2). Após as semeaduras nestes meios, incubou-se novamente e colocou-

se na estufa a 37oC durante 18 a 24 horas, para serem lidas no próximo dia, 

confirmando-se a identificação. Para o controle de qualidade dos testes foi realizado 

utilizando a cepa padrão E. coli ATCC® 25922. 

 

Figura 3.2 Testes bioquímicos de identificação de E. coli.  

Fonte, LAPIH 

 

 Depois de serem identificadas, cada cepa foi preservada no meio de caldo de 

BHI acrescido com 20% de glicerol e armazenados em nitrogênio líquido e no 

freezer a -20°C.   

3.4 Seleção das amostras. 

Os testes fenotípicos de resistência antibiótica e a produção de β-Lactamases 

de amplo espectro estendido (ESBL) foram realizadas nas 156 amostras de E. coli 

de origem urinária. Entretanto, 101/156 isolados foram escolhidos para a realização 

dos procedimentos de identificação molecular de determinantes de resistência 

genética e as técnicas de genotipagem. Estas 101 amostram foram aquelas com 

produção de ESBL e resistência fenotípica à ciprofloxacina, amicacina e gentamicina.  

3.5 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos. 

A susceptibilidade dos microrganismos isolados foi testada através de difusão 

em ágar (disco-difusão), seguindo-se as recomendações do Clinical and Laboratory 
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Standards Institute (CLSI, 2013). Para os testes de difusão em ágar, uma alçada das 

colônias do meio de TSI foi transferida para uma solução salina e a suspensão foi 

comparada com o padrão de turvação 0,5 da escala de Mac Farland. Em seguida, 

foi realizada a semeadura no meio de ágar Muller-Hinton e os discos de antibióticos 

(Oxoid, Inglaterra) próprios para bactérias Gram-negativas foram introduzidos 

(Tabela 3.1). 

Tabela 3.1 Antibióticos utilizados no teste de sensibilidade 

Antibióticos Concentração (ug) 

Amoxicilina/ ácido clavulânico 20/10 

Ampicilina 10 

Aztreonam 30 

Cefalotina 30 

Cefepime 30 

Cefotaxima 30 

Cefoxitina 30 

Ceftazidima 30 

Ciprofloxacina 5  

Ertapenem 30 

Gentamicina 10 

Amikacina 30 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 1,25/23,75 

 

As placas foram colocadas em estufa a 35oC durante 16 a 18 horas. O 

resultado do teste de difusão em ágar para a avaliação da resistência aos 

antibióticos foi obtido através da medida do halo de inibição de crescimento 

provocado pelos discos de antibióticos colocados nas placas semeadas. De acordo 

com o diâmetro do halo de inibição, foi possível verificar a sensibilidade, resistência 

intermediária ou resistência aos antibióticos testados. Os diâmetros da zona de 

inibição são particulares para cada droga e microrganismo, sendo comparados com 

os diâmetros padronizados pelo CLSI 2013. É importante ressaltar que os resultados 

de resistência intermediária foram considerados como resistentes e foram 

analisados conjuntamente com as cepas que apresentaram resistência (Figura 3.3). 

Como controle do teste foram utilizadas as amostras P. aeruginosa ATCC 27853 e 

E. coli ATCC 35218. 
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Figura 3.3 Antibiograma realizado pelo método de difusão em ágar. 

Fonte, LAPIH 

3.6 Detecção fenotípica de ESBL e AmpC 

Para a detecção fenotípica de ESBL foi empregado o teste de JARLIER 

(1988) e as recomendações do CLSI 2013. No teste de Jarlier, o preparo da 

suspensão e o inóculo em placa Agar Muller-Hinton (Oxoid, Inglaterra) são 

realizados da mesma forma como no teste de susceptibilidade descrito 

anteriormente. Foi colocado no centro da placa um disco de amoxicilina/ácido 

clavulânico (AMC 20/10 µg) e no entorno do disco de AMC foram colocados discos 

de ceftazidima (CAZ 30 µg), cefotaxima (CTX 30 µg), cefepime (FEP 30 µg) e 

aztreonam (ATM 30 µg) a 2 cm de distância. Foi acrescentado o disco de cefoxitina 

(FOX 30 µg) para detecção de β-lactamase AmpC. As placas foram colocadas na 

estufa a 35oC por 16 a 18 horas. Após a incubação foi realizada a leitura. 

A suspeita de produção de ESBL foi dada pela resistência ou diminuição dos 

halos de inibição para cefalosporinas de amplo espectro CTX, CAZ e ATM seguindo 

a recomendações do CLSI 2013 (Tabela 3.2) e pelo efeito sinérgico produzido entre 

as cefalosporinas de amplo espectro e/ou monobactâmicos (ATM) com o disco de 

amoxicilina/ácido clavulânico, estrategicamente colocado (Figura 3.4-A). Como 

controle do teste foi utilizada a cepa de K. pneumoniae ATCC 700603. 

Tabela 3.2 Halos de inibição sugestivos de ESBL para E. coli (CLSI, 2013) 

Antibiótico 
Concentração 

dos discos 
Interpretação convencional dos 

halos de inibição (mm) 
Halos sugestivos 

de ESBL 

  R I S  

Aztreonam 30 ug </=15 16-21 >/=22 </=27 mm 

Cefotaxima 30 ug </=14 15-22 >/=23 </=27 mm 

Ceftazidima 30 ug </=14 15-17 >/=18 </=22 mm 
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A produção da β-lactamase tipo AmpC foi sugerida pela sensibilidade 

intermediária ou resistência à cefoxitina (FOX), amoxicilina/ácido clavulânico, e/ou 

cefalosporinas de terceira geração, junto com sensibilidade a cefepime (FEP). O 

aztreonam é um inibidor da β-lactamase tipo AmpC, interrompendo a continuidade 

do halo de resistência à cefoxitina, sendo este um critério de suspeita de produção 

desta β-lactamase. É importante indicar que os isolados produtores de AmpC 

plasmidial apresentam colônias dispersas pelos bordos dos halos de inibição do 

aztreonam (Figura 3.4-B). 

  

Figura 3.4 Detecção fenotípica de ESBL (A) e AmpC (B). 

ATM, aztreonam; FOX, cefoxitina, CTX, cefoxitina; CAZ, ceftazidima, FEP, 

cefepime; AMC, amoxicilina/ácido clavulânico). Fonte, LAPIH. 

3.7 Quantificação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A CIM é a concentração mínima de um antibiótico necessária para inibir o 

crescimento bacteriano de 105 UFC/µL de um microrganismo após a inoculação e 

incubação. Para a determinação da CIM, o preparo da suspensão e o inóculo em 

placa de Ágar Mueller-Hinton (Oxoid, Inglaterra) são realizados da mesma maneira 

como no teste de susceptibilidade descrito anteriormente. Usaram-se tiras de Etest 

(BioMérieux, São Paulo, Brasil) para o diagnóstico in vitro, contendo os antibióticos 

cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacina e gentamicina em diferentes gradientes de 

concentração (0,016 – 256 µg/mL), em isolados que apresentarem resistência a 

estes antibioticos. As tiras foram colocadas nas placas e incubadas na estufa a 35oC 

por 16 a 18 horas. Após a incubação foi realizada a leitura da área de inibição 

elíptica dos antibióticos (Figura 3.5). Para a interpretação dos resultados, usaram-se 

as recomendações do CLSI 2013 (Tabela 3.3). 

A B 
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Figura 3.5 Avaliação do CIM para cefotaxima(CT) e ceftazidima(TZ). Fonte, LAPIH. 

 

Tabela 3.3 Critérios para a concentração inibitória mínima, CLSI 2013 

Antibiótico 
CIM, Critérios de interpretação 

µg/mL 

Sensível Intermediário Resistente 

Ceftazidima ≤ 4 8 ≥ 16 

Cefotaxima ≤ 1 2 ≥ 4 

Ciprofloxacina ≤ 1 2 ≥ 4 

Gentamicina ≤ 4 8 ≥ 16 

CIM, Quantificação da concentração inibitria mínima 

3.8 Extração e quantificação de DNA  

A extração de DNA foi realizada pelo método do tiocianato de guanidina 

(CAETANO-ANOLLES & GRESSHOFF 1997). Uma colônia de cada amostra 

proveniente de ágar Muller-Hinton foi inoculada em 3 ml de caldo BHI (Brain Heart 

Infusion) (DIFCO [Interlab, São Paulo, Brasil]) com agitação por 18 horas a 37oC 

para obter o crescimento bacteriano. Ao segundo dia, as bactérias do caldo BHI 

foram transferidas para um microtubo e centrifugadas a 11.180g por 10 minutos, 

desprezando-se o sobrenadante. Adicionou-se 1ml de NaCl 1M no microtubo, 

agitando-se no vórtex para ressuspender o sedimento. Centrifugou-se novamente 

eliminou-se o sobrenadante (este processo foi repetido por duas vezes). O 

sedimento foi ressuspendido em 100 ul de tampão TE (TRIS-HCl 10 mM pH 8.0, 

EDTA 0,1 mM pH 8.0), ambos da marca SIGMA (Califórnia, Estados Unidos]. 

Posteriormente adicionou-se 500uL de solução de guanidina e homogeneizou-se por 

inversão (aproximadamente 20 vezes). Após este procedimento, foi feita a 

incubação a -20°C por 5 minutos. Adicionou-se 500 uL de solução de Clorofórmio-
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Álcool-Isoamílico. Feita a agitação no vórtex até homogeneizar e obter-se uma 

solução leitosa, centrifugou-se a 11.180g por 10 minutos. Retirou-se 750uL da parte 

superior da solução centrifugada e transferiu-se a um novo microtubo que continha 

380uL de isopropanolol. Os tubos foram deixados no freezer a -20 oC por 18 horas. 

No terceiro dia, a solução foi centrifugada a 11.180g por minuto e o sobrenadante 

desprezado. Seguiu-se com a adição de 150uL de álcool 70% e centrifugação nas 

mesmas condições, desprezando-se o sobrenadante (repetiu-se por 2 vezes). O 

último sobrenadante foi desprezado, permitindo-se que o “pellet” secasse 

naturalmente à temperatura ambiente no microtubo. Como último passo, o “pellet” foi 

dissolvido em 100uL de TE (TRIS-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM pH 8,0) e 

incubado em estufa ou banho-maria a 37oC por 3 horas. O DNA extraído foi 

finalmente acondicionado a-20 oC. 

Realizou-se a quantificação do DNA extraído de todas as amostras, em 

espectrofotômetro “GeneQuant pro”, usando a cubeta 80-2103-69, com diluição de 

amostra de 1/10, calibração (pathlength 5mm; unidades, ng/uL), obtendo-se a 

concentração e pureza do DNA de cada amostra. Após a leitura das concentrações 

de DNA fez-se estoque de uma concentração de 25ng em 5uL (25ng/5uL). Um 

volume de 5uL, a partir do estoque de DNA, foi utilizado em cada reação de PCR. 

3.9 Reações de PCR (Reação em Cadeia da Polimerasa) 

Todos os genes foram inicialmente amplificados e sequenciadas para serem 

utilizadas como controles positivos em cada procedimento molecular.  

 3.9.1 Classificação filogenética 

A PCR (reação em cadeia da polimerase) foi realizada em um volume final de 

25uL. As reações individuais foram compostas de: 12,5uL de READYMIX SIGMA 

(California, Estados Unidos) (Buffer 10X, 25mM de MgCl2, 0,2 mM DE dNTP, 0,75 U 

da enzima Taq polimerase), 15pmol de cada iniciador, 5,5uL de água deionizada e 

25ng (5uL) de DNA obtido pelo método do tiocianato de Guanidina. As reações de 

PCR foram realizadas de forma individual para cada gene, usando o BIO-RAD 

T100TM Thermal cycler (Applied Biosystems, California, Estados Unidos). Os 

iniciadores utilizados na classificação filogenética estão apresentados na tabela 3.4. 
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Tabela 3.4. Iniciadores utilizados na classificação filogenética de E. coli 

 

As condições de PCR foram: 1 ciclo de desnaturação inicial (94oC por 5 

minutos); 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, 55oC por 30 segundos e 72 oC por 30 

segundos; seguidos de uma extensão final a 72oC por 7 minutos (CLERMONT et al. 

2000). Dois produtos (amostras) positivas para cada gene, chuA, yjaA, e TspE4C2 

foram purificados com GFX (GE, BioLab, Recife, Brasil) e sequenciados na 

Plataforma DNA- PDTIS do Laboratório de Sequenciamento e Bioinformática do 

IOC- FIOCRUZ. 

Foi realizado PCR para o gene chuA a todas as 101 cepas com resistência 

fenotípica aos antibióticos β-lactâmicos, quinolonas e aminoglicosídeos, o que 

permite distinguir entre os grupos B2 ou D. Nas cepas positivas para o gene chuA, 

foi realizada PCR para o gene yjaA, o que permite classificar as cepas positivas 

dentro do grupo filogenético B2 e as cepas negativas dentro do grupo filogenético D. 

Nas amostras negativas para chuA foi realizada PCR para o TspE4.C2, pois a 

presença deste fragmento de DNA permite classificar as cepas dentro do grupo 

filogenético B1 já a sua ausência permite classificá-las no grupo A.  

 3.9.2 Detecção de blaTEM, blaSHV, blaCTX-M., blaCTX-M.-15 

Foi realizado PCR para todos os isolados com presença fenotípica de β-

lactamases. As reações individuais, com volume final de 25uL, foram compostas de: 

Tampão de reação 1X (5uL); 1,5mM de MgCl2 (1,5uL); 0,25mM de dNTP (1uL); 2,5U 

da enzima Taq polimerase (0,25uL); 20 pmol (1uL) de cada iniciador; 10,25uL de 

água deionizadae 25ng (5uL) de DNA. As reações de PCR foram realizadas de 

forma individual para cada gene, usando o BIO-RAD T100TM Thermal cycler (Applied 

Biosystems, California, Estados Unidos). Os iniciadores “primers” utilizados na 

amplificação das β-lactamases tipo ESBL (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M., blaCTX-M.-15) estão 

Genes  Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho 
(pb) 

Referência 
Bibliográfica 

ChuA 
1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 279 

CLERMONT et al. 

2000 

2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

YjaA 
1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 211 
2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 

TspE4C2 
1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 152 
2 CGCGCCAACAAAGTATTACG 
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apresentados na tabela 3.5; e as condições de PCR para cada gene estão indicadas 

na tabela 3.6. 

Tabela 3.5 Iniciadores utilizados nas reações de PCR para β-lactamases tipo ESBL 

 

Tabela 3.6 Condições de PCR para amplificação dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, 
blaCTX-M-15 

Gene Condições de PCR. 
Referência 

Bibliográfica 

blaCTX-M 

Desnaturação inicial: 94ºC / 5 minutos.  

30 ciclos: desnaturação (94ºC / 45 seg),  

anelamento (61ºC / 45 seg) e extensão (72ºC / 45 seg) 

Extensão final (72ºC / 10 min) 

MULVEY et al. 2003 

blaCTX-M-15 

Desnaturação inicial: 94ºC / 5 minutos 

30 ciclos: desnaturação (94ºC / 45 seg),  

anelamento (50ºC / 45 seg) e extensão (72ºC / 45 seg) 

Extensão final (72ºC / 5 min) 

MENDONÇA et al. 

2007 

blaSHV 

Desnaturação inicial: 94ºC / 5 minutos 

35 ciclos: desnaturação (94ºC / 1 min),  

anelamento (51ºC / 1 min) e extensão (72ºC / 1 min)  

Extensão final (72ºC / 10 min) 

HASMAN et al. 2005 

blaTEM 

Desnaturação inicial: 94ºC / 5 minutos 

35  ciclos: desnaturação (94ºC / 1 min),  

anelamento (53ºC / 1 min) e extensão (72ºC / 1 min)  

Extensão final (72ºC / 10 min) 

HASMAN et al. 2005 

Os produtos positivos dos genes blaCTX-M, blaCTX-M-15 foram purificados com Kit 

GFX (GE, BioLab, Recife, Brasil) e sequenciados na Plataforma DNA- PDTIS do 

Laboratório de Sequenciamento e Bioinformática do IOC- FIOCRUZ.  

 3.9.3 Detecção do gene blaAMPC. 

Foi realizado PCR em todos os isolados com presença fenotípica de β-

lactamases tipo AmpC. As reações individuais, com volume final de 25uL, foram 

β-

lactamases 
Genes  

Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho  

(pb) 

Referência 

Bibliográfica 

CTX-M blaCTX-M 
F ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGG 

593 pb 
MULVEY et al. 

2003 R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

SHV 
blaSHV 

 

F TTATCTCCCTGTTAGCCACC 
797 pb 

HASMAN et al. 

2005 R GATTTGCTGATTTCGCTCGG 

TEM 
blaTEM 

 

F GCGGAACCCCTATTTG 
859 pb 

HASMAN et al. 

2005 R ACCAATGCTTAATCAGTGAG 

CTX-M-15 
blaCTX-M-

15 

F GGAATCTGACGCTGGGTAAA 
875 pb 

MENDONÇA et 

al. 2007 R AGAATAAGGAATCCCATGGTT 
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compostas de: 12,5uL de READYMIX SIGMA (Buffer 10X, 25mM de MgCl2, 0,2 mM 

DE dNTP, 0,75 U da enzima Taq polimerase); 5,5uL de água deionizada; 25ng (5uL) 

de DNA obtido pelo método do tiocianato de guanidina; 6 pmol dos primers MOXM, 

CITM, DHAM; 5 pmol dos primers AACM, EBCM; e 4 pmol do primer FOXM. As 

reações de PCR foram realizadas de forma individual para cada gene, usando o 

BIO-RAD T100TM Thermal cycler (Applied Biosystems, California, Estados Unidos). 

Os iniciadores utilizados na amplificação da de β-lactamases tipo AmpC (blaAMPC) 

estão apresentados na tabela 3.7.  

Tabela 3.7 Iniciadores das reacçoes de PCR para β-lactamases tipo AmpC 

β-
lactamase 

Enzima Primers 
Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho 

(pb) 

Referência 

Bibliográfica 

AMPC 

MOX-1, 
MOX-2, 
CMY-1, 
CMY-8 a 
CMY-11 

MOXMF GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 

520 

PÉREZ-PÉREZ 

& HANSON 

2002. 

 

MOXMR CAC ATT GAC ATA GGT GTG GTG C 

LAT-1 a 
LAT-4, 
CMY-2 
CMY-7 
BIL-1 

CITMF TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 

462 
CITMR TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC 

DHA-1, 
DHA-2 

DHAMF AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T 
405 

DHAMR CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC 

ACC 
ACCMF AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA 

346 
ACCMR TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC 

MIR-1 
ACT-1 

EBCMF TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG 
302 

EBCMR CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT 

FOX-1 a 
FOX-5b 

FOXMF AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 
190 

FOXMR CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG 

 

As condições de PCR para amplificação do gene blaAMPC foram: 1 ciclo de 

94oC por 3 minutos; 25 ciclos: 94oC por 30 segundos; 64oC por 30 segundos; 72 oC 

por 60 segundos; 1 ciclo de 72oC por 7 minutos para a extensão final. 

Todos os produtos positivos para blaAMPC foram purificados com Kit GFX (GE, 

BioLab, Recife, Brasil) e sequenciados na Plataforma DNA- PDTIS do Laboratório de 

Sequenciamento e Bioinformática do IOC-FIOCRUZ com posterior análise das 

sequências no GenBank. 
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 3.9.4 Detecção do gene aac(6´)-Ib-cr 

Foi realizado PCR em todos os isolados com resistência à ciprofloxacina. As 

reações individuais, com volume final de 25uL, foram compostas de: 12,5uL de 

READYMIX SIGMA (Buffer 10X, 25mM de MgCl2, 0,2 mM DE dNTP, 0,75 U da 

enzima Taq polimerase); 5,5uL de água deionizada; 25ng (5uL) de DNA obtido pelo 

método do tiocianato de guanidina; 10pmol/uL (1uL) dos primers 1 e 2 (Tabela 3.8)  

As condições de PCR para amplificação do gene aac(6´)-Ib-cr foram: 1 ciclo 

de 94ºC por 2 minutos; 34 ciclos de 94ºC por 45 seg,  55ºC por 45 seg e 72ºC por45 

seg; e 1 ciclo de 72oC por 30 segundos para extensão final. 

Tabela 3.8 Iniciadores utilizados na amplificação de aac(6´)-Ib-cr 

 

Todos os produtos positivos para o gene aac(6´)-Ib foram purificados com Kit 

GFX  (GE Healthcare, Estados Unidos) e sequenciados com o oligonucleotideo 5´-

CGTCACTCCATACATTGCAA para identificação do gene aac(6´)-Ib-cr. 

 3.9.5 Detecção do gene qnr  

Foi realizada a multliplex-PCR para todos os isolados com resistência à 

ciprofloxacina. As reações individuais, com volume final de 25uL, foram compostas 

de: 12,5uL de READYMIX SIGMA (Buffer 10X, 25mM de MgCl2, 0,2 mM DE dNTP, 

0,75 U da enzima Taq polimerase); 5,5uL de água deionizada; 25ng (5uL) de DNA 

obtido pelo método do tiocianato de guanidina; 20pmol/uL (1uL) do F e R dos 

primers de cada o gene. Os iniciadores “primers” utilizados na amplificação estão 

apresentados na tabela 3.9.  

As condições de PCR para amplificação multiplex do gene qnr foram: 

Desnaturação inicial: 95ºC/10 minutos; 35 ciclos de 95ºC/1 minuto,  54ºC/1 minuto e 

72ºC/1 minuto. Extensão final, 72oC/10 minutos 

 

Genes  Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho 
(pb) 

Referência 
Bibliográfica 

 

1 TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

482 PARK et al. 2006 2 CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

Sequencing cr CGTCACTCCATACATTGCAA 



40 

Tabela 3.9 Iniciadores utilizados nas reações de PCR para genes qnr. 

A reação de multliplex-PCR foi aplicada aos setenta e nove isolados com 

resistência à ciprofloxacina, sem conseguir amplificar os genes qnr. Portanto 

procedeu-se com a amplificação individual de cada gene pesquisado (qnr A, B, S) 

através de reações de PCR. Todos os produtos positivos dos genes qnr foram 

purificados com Kit GFX (GE Healthcare, Estados Unidos) e sequenciados na 

Plataforma DNA- PDTIS do Laboratório de Sequenciamento e Bioinformática do 

IOC- FIOCRUZ. 

 3.9.6 Detecção dos genes aac(3´)-IIa, ant(2´´)-Ia 

Foi realizado PCR a todos os isolados com resistência fenotípica à 

gentamicina e amicacina. As reações individuais, com volume final de 25uL, foram 

compostas de: Tampão de reação 1X (5uL); 1,5mM de MgCl2 (1,2uL); 0,25mM de 

dNTP (0,5uL); 2,5U da enzima Taq polimerase (0,25uL); 15 pmol (1uL) de cada 

iniciador; 10,25uL de água deionizada e 25ng (5uL) de DNA. As reações de PCR 

foram realizadas de forma individual para cada gene, usando o BIO-RAD T100TM 

Thermal cycler (Applied Biosystems, California, Estados Unidos). Os iniciadores 

utilizados na amplificação estão apresentados na tabela 3.10.  

As condições de PCR para amplificação dos genes foi: Desnaturação inicial: 

94ºC/2 minutos, 25 ciclos de 96ºC/15 segundos, 55ºC/30 e 70ºC/3 minuto). Extensão 

final, 70oC/3 minutos. 

Tabela 3.10 Iniciadores utilizados nas reações de PCR para aac(3´)-IIa, ant(2´´)-Ia 

aGenBank: NG_047246.1 / bGenBank: NG_047387.1 

Genes   
Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho  

(pb) 

Referência 

Bibliográfica 

QnrA  
F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 

580 

CATTOIR et al.  

2007 

R TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

QnrB  
F GGMATHGAAATTCGCCACTG 

264 
R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 

QnrS  
F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 

428 
R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

Genes   
Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho  

(pb) 

Referência 

Bibliográfica 

aac(3´)-IIa aacC2 F CGCTAAACTCCGTTACC 
988a 

DÍAZ et al. 2004 aacC2 R TAGCACTGAGCAAAGCC 

ant(2´´)-Ia F CGTCATGGAGGAGTTGGACT 
734b 

R CGCAAGACCTCAACCTTTTC 
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Todos os produtos positivos dos genes pesquisados foram purificados com Kit 

GFX (GE Healthcare, Estados Unidos) e sequenciados na Plataforma DNA- PDTIS 

do Laboratório de Sequenciamento e Bioinformática do IOC- FIOCRUZ. 

 3.9.7 Detecção das 16S rRNA metilases 

Foi realizado PCR para todos os isolados com resistência fenotípica à 

gentamicina e amicacina. As reações individuais, com volume final de 25uL, foram 

compostas de: 12,5uL de READYMIX SIGMA (Buffer 10X, 25mM de MgCl2, 0,2 mM 

DE dNTP, 0,75 U da enzima Taq polimerase); 5,5uL de água deionizada; 25ng (5uL) 

de DNA obtido pelo método do tiocianato de guanidina; 10pmol/uL (1uL) do F e R 

dos primers de cada o gene. Os iniciadores “primers” utilizados na amplificação 

estão apresentados na tabela 3.11.  

As condições de PCR para amplificação dos genes foram: Desnaturação 

inicial 94ºC/3 minutos, 25 ciclos de 94ºC/15 segundos; 45ºC/30 segundos e 72ºC/60 

segundos. Extensão final 72oC/5 minutos. 

Tabela 3.11 Iniciadores utilizados nas reações dos genes 16S-rRNA 

  

  3.9.8 Detecção do Integron classe 1 

Foi realizado PCR para todos os isolados para detecção do gene da 

integrasse tipo 1-intl. As reações individuais, com volume final de 25uL, foram 

compostas de: Tampão de reação 1X (5uL); 1,5mM de MgCl2 (1,2uL); 0,25mM de 

dNTP (0,5uL); 2,5U da enzima Taq polimerase (0,25uL); 20 pmol (125uL) de cada 

Genes 
Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanho 

(pb) 

Referência 

Bibliográfica 

armA  
F TATGGGGGTCTTACTATTCTGCCTAT 774 

FRITSCHE et al, 

2008 

R TCTTCCATTCCCTTCTCCTTT 

rmtA  
F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 956 
R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC 

rmtB  
F TCAACGATGCCCTCACCTC 756 
R GCAGGGCAAAGGTAAAATCC 

rmtC 
 F GCCAAAGTACTCACAAGTGG 845 
 R CTCAGATCTGACCCAACAAG 

rmtD 
 F CTGTTTGAAGCCAGCGGAACGC 443 
 R GCGCCTCCATCCATTCGGAATAG 

NpmA 
 F CTCAAAGGAACAAAGACGG 659 
 R GAAACATGGCCAGAAACTC 
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iniciador; 10,75uL de água deionizada e 25ng (5uL) de DNA. As reações de PCR 

foram realizadas de forma individual para cada gene, usando o BIO-RAD T100TM 

Thermal cycler (Applied Biosystems, California, Estados Unidos). Os iniciadores 

utilizados na amplificação do gene intl e da região variável do integron estão 

apresentados na tabela 3.12.  

As condições de PCR para amplificação dos genes intl foram: Desnaturação 

inicial 94ºC/10 minutos, 35 ciclos de 94ºC/60 segundos; 55ºC/30 segundos 72ºC/60 

segundos.Extensão final 72oC/10 minutos. 

Para todos os isolados prositivos para intl foram realizadas um segundo PCR, 

para amplificação da região variável do integron. Com volume final de 25uL, foram 

compostas de: Tampão de reação 1X (5uL); 1,5mM de MgCl2 (1,2uL); 0,25mM de 

dNTP (0,5uL); 2,5U da enzima Taq polimerase (0,25uL); 20 pmol (125uL) de cada 

iniciador; 10,75uL de água deionizada e 25ng (5uL) de DNA. 

As condições de PCR para amplificação da região variável do integron foram: 

Desnaturação inicial: 94ºC/5 minutos, a seguir 35 ciclos; desnaturação: 94ºC/60 

segundos; anelamento: 55ºC/60 segundos; e extensão: 72ºC/5 minutos. Extensão 

final, 72oC/5 minutos. 

Tabela 3.12 Iniciadores utilizados nas reações para integron de classe 1. 

 

 3.9.9 Eletroforese em gel de agarose.  

Todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose. Os géis 

foram preparados dissolvendo a agarose em um tampão TBE 0,4X de modo a obter-

se uma concentração de 1,5%. Foram utilizados 6uL do produto amplificado de cada 

gene para esta análise. A eletroforese ocorreu a 90 V por 70 minutos em tampão 

TBE 0,4X. Usou-se peso molecular de 100pb DNA ladder (GIBCO BRL Life 

Technologies). Foram corados em brometo de etídio (0,5ug/ml) durante 15 minutos e 

Genes   
Sequência do iniciador 

( 5’   3’) 

Tamanh

o  

(pb) 

Referência 

Bibliográfica 

Intl 
F GGCATCCAAGCAGCAAG 

 

SANDVANG et al. 1997 
R AAGCAGACTTGACCTGA 

Região 
variável 

F(5´-CS) GGCATCCAAGCAGCAAGC 
Variável 

B(3´-CS) AAGCAGACTTGACCTGAT 
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descorados em água por mais 15 minutos, visualizados sob luz ultravioleta e 

fotografados, utilizando-se o equipamento Image Quant 300 (GE- Healthcare, 

Estados Unidos).  

3.10 Tipagem molecular para caracterização de E. coli. 

 3.10.1 Análise do polimorfismo do DNA genômico (PFGE) 

Com o objetivo de avaliar o polimorfismo genético das amostras de E. coli de 

origem urinária através de eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis – PFGE), foram selecionadas todas as amostras com produção 

fenotípica de ESBL, e resistência à fluroquinolonas e aminoglicosídeos. Foi 

processado e analisado um total de 101 amostras.   

As amostras foram semeadas em tubos com ágar nutriente inclinado e 

incubados a 37oC por 24 horas para crescimento bacteriano. Após a incubação, foi 

preparada uma suspensão bacteriana, adicionando 1 mL de BSC (EDTA 0,5M pH 

8.0; TRIS-HCI 1M pH 8) até alcançar o padrão de turvação 3 da escala de Mac 

Farland. Em seguida, 200uL da suspensão foram transferidos para microtubos 

contendo 5uL de proteinase K (50mg/uL). Foram adicionados à suspensão de 

células 200uL de agarose 1% (0,1g de agarose low melting, 0,5 mL de SDS 1%; 9,4 

mL de TE [TRIS-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 0,1 mM Ph 8.0]). Esta mistura é 

homogeneizada e distribuída em molde. Após a solidificação dos blocos de agarose 

contendo DNA bacteriano (insertos), os mesmos foram transferidos para tubos tipo 

falcon contendo 2 ml de solução de lise (NaCl 1M, TRIS-HCl 6mM pH 7.6, EDTA 100 

mM pH 8.0, BRIJ-58 0,5%, desoxicolato 0,2%, sarcosina 0,5%, lisozima 1mg/mL) e 5 

uL de proteinase K (50mg/uL) e incubados em banho maria a 50oC por 2 horas. 

Após a incubação, os blocos foram lavados 3 vezes com 10mL de água deionizada 

a 50oC por 15 minutos e uma vez com 8mL de tampão TE a 50oC por 15 minutos. 

Finalmente os insertos foram deixados nos tubos tipo falcon com 2mL de TE e 

guardados na geladeira. 

Os blocos foram transferidos para microtubos contendo solução de tampão da 

enzima XbaI (90 uL de água deionizada e 10 uL de solução de tampão da enzima) e 

incubada a 4oC por 30 minutos. Posteriormente, os insertos foram tratados com 

enzima de restrição XbaI (40U) (Roche / Fermentas) por 3 horas a 37oC. Os 
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fragmentos de restrição foram separados em gel de agarose a 1,1% preparado em 

TBE 0,4X (TRIS 44,5 mM ácido bórico 44,5 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3), através de 

eletroforese de campo pulsado, utilizando-se o sistema CHEFF-DRIII (Bio-Rad, 

Richmond, EUA). Foram utilizadas as seguintes condições para a eletroforese: 

tempo de pulso crescente 0,5 a 35 segundos, por 16 horas a 6V/cm, na temperatura 

de 14oC. Foram utilizados padrões de peso molecular Lambda DNA Leader pulse 

(50-1000 Kb – Sigma) em cada corrida. 

Após as corridas, os géis foram corados com brometo de etídio, visualizados 

sob luz ultravioleta e fotografados, utilizando-se ferramentas de fotodocumentação 

Image Master VDS (Pharmacia Biotech). As análises dos géis e a confecção dos 

dendrogramas foram realizadas com o software GelCompar II (Applied Maths, 

KortrijK, Bélgica). Os agrupamentos foram realizados utilizando o coeficiente de Dice 

(Opt:1,5%) (Tol:1,5% - 1.5%). Finalmente os resultados obtidos pela técnica de 

PFGE foram analisados de acordo com os critérios de TENOVER et al. (1995). 

 3.10.2 Multilocus sequence typing (MLST) 

Com o objetivo de procurar a presença do clone padêmico ST131-E. coli 

produtor de CTX-M-15, foi realizado MLST em todos as amostras que apresentaram 

o gene blaCTX-M-15.  

Um total de 17 amostras de E. coli de origem urinária positivas para o gene 

blaCTX-M-15. foram analizadas, utilizando a Plataforma do Instituto Pasteur, Paris, 

França. As análises de PCR foram feitas com cada par de primers, com volume final 

de 25uL, compostas de: Tampão de reação 1X (5uL); 1,5mM de MgCl2 (1,2uL); 

0,25mM de dNTP (0,5uL); 2,5U da enzima Taq polimerase (0,25uL); 15 pmol (1uL) 

de cada iniciador; 10,25uL de água deionizada e 25ng (5uL) de DNA. As reações de 

PCR foram realizadas de forma individual para cada gene, usando o BIO-RAD 

T100TM Thermal cycler (Applied Biosystems, Califórnia, Estados Unidos). 

As condições de PCR para amplificação dos genes foi: Desnaturação inicial: 

94ºC/5 minutos, a seguir 30 ciclos; desnaturação: 94ºC/45 segundos; anelamento: 

55ºC/45 segundos; e extensão: 72ºC/45 segundos. Extensão final, 72oC/5 minutos. 

Após a verificação da amplificação, os produtos da PCR foram purificados 

com Kit GFX (GE Healthcare, Estados Unidos) e sequenciados na Plataforma DNA- 

PDTIS do Laboratório de Sequenciamento e Bioinformática do IOC- FIOCRUZ. As 



45 

sequências foram analisadas para verificar o alelo de cada um dos genes. Primers 

com diferente sequência para amplificação foram utilizadas para o sequenciamento.  

Para a análise do MLST, foram utilizadas ferramentas disponíveis no 

endereço eletrônico: http://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/ecoli.html. Estas ferramentas 

permitiram obter o alinhamento das sequências e o seu número correspondente 

(alelo). A combinação dos 8 alelos indicou as sequências tipo (sequence type - ST) e 

os complexos clonais (clonal complex – CC) de cada uma das cepas. Para obtenção 

da figura dos complexos clonais e análise dos STs, foi usado o programa on line e-

Burst V3 (http://eburst.mlst.net/).  

Os resultados de MLST obtidos pelo Esquema do Instituto Pasteur, referente 

aos alelos e sequências tipo, foram negativos para ST131. Entretanto não era 

esperada a dominância do clone ST43 pertencente ao CC43. Deste modo, após da 

revisão bibliográfica, todos as amostras positivas para o ST43 foram enviadas ao 

Laboratório de Genética Molecular Bacteriana da Universidade El Bosque, na cidade 

de Bogotá, Colômbia, para a confirmar ou descartar a presença do clone ST131-B2 

de E. coli produtora da enzima CTX-M-15, através de MLST pelo Esquema de 

Atchman, (University College Cork) 

(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html). 

3.11 Considerçãoes éticas 

O projeto foi revisto e aprovado pelo Comitê de Ética do IOC/FIOCRUZ com 

Resolução CNS 196/196. Registro do Projeto no CEP Fiocruz-IOC: 624/11. 

 

 

 

 

 

 

http://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/ecoli.html
http://eburst.mlst.net/
http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli/documents/primersColi_html
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4 RESULTADOS 

4.1 Análises de dados dos pacientes 

Foram coletados os dados dos 156 pacientes, os quais estavam registrados 

nos informes diários do Laboratório de Microbiologia do INSPI - “Dr. Leopoldo 

Izquieta Perez”. Os dados coletados de cada paciente foram: sexo, idade e origem 

(comunitária e hospitalar). As amostras de origem hospitalar são provenientes de 

sete hospitais, todos da cidade de Quito, com um total de 23,1% (36/156). Dentre 

estes, a maioria é procedente do Hospital Eugenio Espejo, com 58,3% (21/36). As 

amostras comunitárias são provenientes das Unidades de Saúde Pública e 

representam 76,9% (120/156) do total da amostragem. Na Tabela 4.1 observa-se a 

classificação das amostras segundo a origem hospitalar.  

Tabela 4.1 Distribuição das 36 amostras de origem hospitalar 

Hospitais  36 (23,1%) 

Hospital Eugenio Espejo 21  

Hospital Gineco-Obstétrico Isidro Ayora 2  

Hospital Gonzalo Gonzáles 3  

Hospital San Lazaro 4  

Hospital Regimiento Quito No1 – Policia 2  

Hospital Militar 2  

Hospital de Nanegalito 1  

Hospital Jose Maria Velasco Ibarra 1  

4.2 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 Os testes de susceptibilidade foram realizados nas 156 amostras. Os 

resultados possibilitaram estimar o percentual de susceptibilidade de E. coli 

uropatogênicas aos antibióticos utilizados na terapêutica das ITUs. Estes dados 

estabelecem critérios na escolha do antibiótico apropriado para o tratamento 

empírico nas infecções do trato urinário. Os resultados demostram alta taxa de 

resistência para ampicilina, com 87,8% (137/156), trimetroprim/sulfametoxazol 

77,5% (121/156), amoxicilina/ácido clavulânico 51(32.6%), ciprofloxacina 50,6% 

(79/156) e cefalotina 48,1% (75/156), o que sugere que estes antibióticos não devem 

ser considerados no tratamento empírico, sendo necessária a escolha de outros 
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antibióticos com percentagems de resistência menores ao 20%, segundo indicações 

dos especialistas. 

A resistência também foi classificada de acordo com a origem das amostras, 

encontrando-se maiores porcentagems de resistência nas amostras de origem 

hospitalar, principalmente amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina, cefalotina, 

ciprofloxacina e trimetroprim/sulfametoxazol com porcentagems de resistência acima 

de 55%. Quanto aos resultados dos testes de significância, há diferença estatística 

significativa entre as amostras hospitalares e comunitárias, principalmente na 

resistência à amoxicilina/acido clavulânico, cefalotina, cefotaxima, e ciprofloxacina. 

Todas as amostras hospitalares e comunitárias foram sensíveis para o 

carbapenêmico testado (ertapenem). Na Tabela 4.2 observa-se a frequência de 

resistência nos ambientes comunitários e hospitalares aos antibióticos testados. 

Tabela 4.2  Frequência de resistência antibiótica nos hospitais e na comunidade. 

Antibiótico 
Total (n=156) 

n(%) 

Hospital 
(n=36) 
n (%) 

Comunidade 
(n-=120) 

n (%) 

Valor 
de p 

Amoxicilina/Ácido clavulánico 51 (32,6) 20 (55,6) 31 (25,8) 0.000855 

Ampicilina 137 (87,8) 34 (94,4) 103 (85,5) 0.2734 

Aztreonam 23 (14,7) 10 (27,8) 13 (10,8) 0.0119 

Cefalotina 75 (48,1) 25 (69,4) 50 (41,7) 0.0034 

Cefepime 12 (7,7) 6 (16,7) 6 (5,0) 0.0515 

Cefotaxima 30 (19,2) 13 (36,1) 17 (14,2) 0.0034 

Cefoxitina 12 (7,6) 4 (11,1) 8 (6,7) 0.6023 

Ceftazidima 20 (12,8) 9 (25,0) 11 (9,2) 0.0272 

Ciprofloxacina 79 (50,6) 27 (75,0) 52 (43,3) 0.000892 

Ertapenem 0 0 0 - 

Gentamicina 35 (21,7) 12 (33,3) 23 (19,2) 0.07487 

Amicacina 9 (5,7) 4 (11,1) 5 (4,2) 0.1171 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 121 (77,5) 30 (83,3) 91 (75,8) 0.3441 

 

Foi realizado o perfil de resistência entre os antibióticos β-lactâmicos, 

ciprofloxacina, gentamicina e trimetoprim/sulfametoxazol. Desta forma, observou-se 

perfis de resistência a dois ou mais antibióticos testados em várias cepas, 

principalmente aos antibióticos β-lactâmicos/SXT com 30,8% (48/156) e β-
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lactâmicos/SXT/CIP com 22,4% (35/156). Como dado importante, salienta-se que a 

resistência para um antibiótico único, foi baixa (Tabela 4.3). 

Tabela 4.3 Perfil de co-resistência aos antibióticos na comunidade e hospital. 

Perfil corresistência 
antibiótica 

Isolados 
(n=156) Hospital(n=36) 

n(%) 

Comunitária 
(n=120) 

n(%) n(%) 

Β-lactâmicos 14 (8,9) 1 (2,7) 13 (10,8) 

Β-lactâmicos-CIP 9 (5,8) 3 (8,3) 6 (5,0) 

Β-lactâmicos-CN 2 (1,3) 0 2 (1,6) 

Β-lactâmicos -CN-CIP 4 (2,6) 2 (5,5) 2 (1,6) 

Β-lactâmicos –SXT 48 (30,8) 7 (19,4) 41 (34,2) 

Β-lactâmicos -SXT-CIP 35 (22,4) 12 (33,3) 23 (19,2) 

Β-lactâmicos -SXT-CN 5 (3,2) 1 (2,7) 4 (3,3) 

Β-lactâmicos -SXT-CN-CIP 23 (14,7) 9 (25,0) 14 (11,7) 

CIP 3 (1,9) 0 3 (2,5) 

SXT 7 (4,5) 0 7 (5,8) 

SXT-CIP 5 (3,2) 1 (2,7) 4 (3,3) 

SXT-CN-CIP 1 (0,6) 0 1 (0,8) 

Total 156 36 120 

CIP, ciprofloxacina; CN, gentamicina; SXT, trimetoprim/Sulfametoxazol 

4.3 Detecção fenotípica de ESBL e AmpC 

Das 156 cepas submetidas ao teste fenotípico, 22,4% (35/156) apresentaram 

um perfil de resistência com possível produção de β-lactamases de tipo ESBL e/ou 

AmpC. Na triagem fenotípica geral foram encontradas 14,7% (23/156) positivas para 

ESBL, 3,2%(5/156) positivas para AmpC e 4,5% (7/156) apresentaram co-

resistência fenotípica. Na classificação pela origem (Tabela 4.4), das 35 amostras 

com produção fenotípica de ESBL 36,1% (13/36) foram hospitalares e 18,3% 

(22/120) foram comunitárias.  
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Tabela 4.4 Frequência fenotípica das β-lactamases nos hospitais e comunidade 

β-lactamases n=35 
Total n=156 

n (%) 
Hospitais (n=36) 

n (%) 
Comunidade 
(n=120) n (%) 

ESBL 23 (14,7) 9 (25) 14 (11,6) 

AmpC 5 (3,2) 0 (0,0) 5 (4,2) 

ESBL/AmpC 7 (4,5) 4 (11,1) 3 (2,5) 

Total 35 (22,4) 13 (36,1) 22 (18,3) 

ESBL (β-lactamases de espectro estendido) 

Foi testada a resistência para as 35 cepas com produção fenotípica de ESBL, 

onde foram observados os seguintes resultados: Ampicilina 97% (34/35), 

ciprofloxacina 91% (32/35), trimetoprim/sulfametoxazol 89% (31/35), cefalotina 86% 

(30/35), cefotaxima 86% (30/35), amoxicilina/ácido clavulânico 83% (29/35), 66% 

(23/35), ceftazidima 57% (20/35), gentamicina 37% (13/35), cefoxitina 34% (12/35), 

cefepima 34% (12/35) e amicacina 20% (7/35). É importante destacar que todas as 

cepas produtoras de ESBL foram sensíveis para o carbapenêmico testado 

(ertapenem) (Gráfico 4.1.) 

FEP CTX CAZ ATM CF FOX AM AMC CIP CN AK SXT ERT

SENSÍVEIS 23 5 15 12 5 23 1 6 3 22 28 4 35

RESISTENTES 12 30 20 23 30 12 34 29 32 13 7 31 0
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Gráfico 4.1. Percentagens de resistência nas cepas produtoras de ESBL. 

FEP, cefepima; CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima; ATM, aztreonam; FOX, 

cefoxitina; AM, ampicilina; CF, cefalotina; ERT, ertapenem; AMC, amoxicilina/ácido 

clavulânico;SXT, trimetoprim/Sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; CN, gentamicina, AK, 

amicacina. 
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4.4 Concentração Inibitória Mínima - CIM 

A CIM foi determinada para todas as cepas que apresentaram resistência à 

cefotaxime, ceftazidime, ciprofloxacina e gentamicina. Para a interpretação dos 

resultados foram utilizadas as recomendações do CLSI 2013. Os resultados da CIM 

confirmam a resistência às (1) cefalosporinas de amplo espectro, como cefotaxima e 

ceftazidime, (2) antibióticos das fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e (3) 

aminoglicosideos como a gentamicina. Na Tabela 4.5 estão apresentados os 

resultados do CIM para os antibióticos testados. 

Tabela 4.5 Resultados da CIM dos isolados resistentes aos antibióticos testados 

ug/mL 
Cefotaxima 

n(%) 
Ceftazidima 

n(%) 
Cirofloxacina 

n(%) 
Gentamicina 

n(%) 

< 1  0  0 3(3,7)  0 

1 1(3,3)  0 0 0  

2 3(10) 2(10) 9(11,3) 0 

4 3(10) 0 0  3(8,8) 

8 1(3,3) 6(30) 0 1(2,9) 

16 3(10) 8(40) 13(13,4) 9(26,4) 

32 1(3,3) 4(20) 54(68,4) 18(52,9) 

64 1(3,3)  0  0 2(5,8) 

128  0  0 0  0 

> 256 17(56,6)  0 0 1(2,9) 

TOTAL 30 20 79 0 

4.5 Detecção dos determinantes genéticos de resistência.  

 4.5.1 Determinantes genéticos das β-lactamases 

A detecção dos genes de resistência nos 35 isolados com produção de 

enzimas β-lactamases tipo ESBL e/ou AmpC foi feita pela Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) para os genes que codificam as principais enzimas (TEM, SHV, 

CTX-M, AMPC). Os produtos amplificados correspondem aos genes blaTEM, blaSHV, 

blaCTX-M, blaAMPC.  

Os resultados da análise foram os seguintes: 68,6% (24/35) positivas para 

SHV; 37,1%(13/35) para TEM; 60%(21/35) para CTX-M;11,4%(4/35) para AmpC. 

Estes determinantes de resistência foram classificados de acordo com sua origem, 

em comunitárias de hospitalares (Tabela 4.6) 
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Tabela 4.6 Distribuição genotípica da β-lactamases pela origem. 

β-lactamases Total n=35 
Hospitais(n=36) 

n(%) 
Comunidade (n=120) 

n(%) 

blaAmpC 4 (11,4) 2 (5,6) 2 (1,7) 

blaCTX-M 21 (60,0) 10 (27,8) 11 (9,2) 

blaSHV 24 (68,6) 10 (27,8) 14 (11,7) 

blaTEM 13 (37,1) 3 (8,3) 10 (8,3) 

 

Salienta-se que entre os 35 isolados que apresentaram positividade fenotípica 

para β-lactamases, em 91,4% (32/35) foram identificados genes codificadores de β-

lactamases e 8,6% (3/35) foram negativos para estes genes, sugerindo que outros 

mecanismos de resistência podem estar envolvidos, causando a resistência 

fenotípica nestes isolados.  

Os 21 isolados positivos para o gene blaCTX-M e os quatro para o gene blaAmpC 

foram sequenciados, apresentando os seguintes resultados: no gene blaCTX-M, 80,9% 

(17/21) foram caracterizados como blaCTX-M-15; 14,3% (3/21) como blaCTX-M-14, e 4,8% 

(1/21) como blaCTX-M-2. Em relação ao gene blaAMPC, todos (4/4) foram caracterizados 

como pertencente à classe CMY-2 (Tabela 4.7) 

Tabela 4.7 Resultados de sequenciamento blaCTX-M, blaCTX-M-15, blaAmpC 

 CTX-M (n=21) AmpC (n=4) 

 
blaCTX-M-15 

n (%) 
blaCTX-M-14 

n  (%) 
blaCTX-M-2 

n (%) 
CMY-2 
n (%) 

Cepas positivas 17 (80,9) 3 (14,3) 1 (4,8) 4 (100) 

 

 4.5.2 Determinantes genéticos de resistência à ciprofloxacina.  

Na pesquisa dos determinantes de resistência às quinolonas mediada por 

plasmídeos (PMQR), todos os isolados investigados não apresentaram amplificação 

para os genes qnrA e qnrS, e 38 isolados apresentaram uma banda bem definida, 

com tamanho em torno de 470bp, do mesmo tamanho do gene qnrB. Entretanto, 16 

amostras apresentaram características inespecíficas com fragmentos de DNA 

menos intensos e menos definidos. Entretanto, próximos à mesma posição do 

tamanho do gene qnrB. Posteriormente, procedeu-se o sequenciamento dos 

amplicons, os quais revelaram homologia com o gene qnrB, especificamente com o 

alelo qnrB19, em 48/54 amostras que apresentaram bandas de amplificação do DNA 

para o gene qnrB. 
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Na amplificação do gene aac(6´)-Ib, 49 amostras apresentaram uma banda 

muito bem definida de aproximadamente 480pb. Os produtos foram enviados para a 

plataforma de sequenciamento com um terceiro primer específico para a variante cr 

do gene aac(6´)-Ib, e os resultados revelaram homologia com o gene aac(6´)-Ib-cr 

em quarenta e três isolados com perfil de resistência à ciprofloxacina.  

Dos 79 isolados com resistência fenotípica, 27 apresentam expressão 

conjunta dos genes qnrB19 e aac(6´)-Ib-cr. Já em 15 isolados não foram 

identificados nenhum dos dois genes pesquisados, o que sugere outros mecanismos 

de resistência envolvidos. Estes dois genes estão disseminados na comunidade e 

nos hospitais. (Tabela 4.8). 

Tabela 4.8 Determinantes de resistência genética à ciprofloxacina 

Genes 
Total n=79 

n(%) 

Hospital (n=36) 

n(%) 

Comunidade (n=120) 

n(%) 

qnrB19 48(60.8) 19 (52,7) 29 (24,2) 

aac(6´)-Ib-cr 43(54,4) 19(52,7) 24 (20,0) 

 

 4.5.3 Determinantes de resistência aos aminoglicosídeos 

Foi realizada a PCR nas 39 amostras que apresentaram resistência fenotípica 

aos aminoglicosídeos, para os genes aac(6´)-Ib, aac(3´)-IIa, ant(2´´)-Ia, e os genes 

16Sr RNA. Na amplificação do gene aac(6´)-Ib, 29 isolados apresentaram uma 

banda definida em torno de 480pb, o qual foi comfirmado com o sequenciamento. 

No gene aac(3´)-IIa, 28 isolados apresentaram uma banda muito bem definida em 

torno de 980pb, e nos resultados do sequenciamento apresentaram homologia, 

confirmando a presença do gene pesquisado. Na pesquisa do gene ant(2´´)-Ia, dois 

isolados apresentaram um produto com amplificação de fragmentos de DNA em 

torno de 730pb, o qual foi confirmado com o sequenciamento. Entre todos os 

isolados investigados, nenhum apresentou amplificação para os genes 16S rRNA.  

Os genes amplificados foram encontrados nas amostras tanto de origem 

comunitária e hospitalar (Tabela 4.9). É importante salientar que os resultados de 

resistência fenotípica para amicacina foram somente encontrados em nove 

amostras. Entretanto o gene aac(6´)-Ib, o qual confere resistência a este antibiótico, 

foi achado em vinte e nove cepas. Isto mostra que a presença de um determinante 

de resistência não garante a expressão de resistência para algum antibiótico.  
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Tabela 4.9 Determinantes de resistência genética aos aminoglicosídeos 

Genes 
Total n=39 

n(%) 
Hospital (n=36) 

n(%) 
Comunidad 
(n=120) n(%) 

aac(6´)-Ib 29 (74,3) 12 (33,3) 17 (14,2) 

aac(3)-IIa 28 (71,7) 8 (22,2) 20 (16,7) 

ant(2´´)-Ia 2 (5,1) 2 (5,5) 0 

16S rRNA methylases 0 0 0 

  

 4.5.4 Detecção do integron de classe 1.  

Neste trabalho, foram investigadas a presença do gene intl que codifica para 

a integrasse tipo 1, presente em todos os integrons desta classe em 101 isolados de 

E. coli com perfis de resistência aos três grupos de antibióticos pesquisados.  

Na amplificação do gen intl, 63,4% dos isolados (64/101) apresentaram 

amplificação de bandas definidas para a presença do gene pesquisado similar ao 

controle positivo. Em seguida, procedeu-se a amplificação da região variável destes 

sessenta e quatro isolados, segundo descrito nos materiais e métodos, observando 

que 31,7% (32/101) apresentaram amplificação de fragmentos de DNA muito 

definidas de diferentes tamanhos (pb) (Figura 4.1), os quais foram sequenciados 

com o intuito de conhecer que genes cassettes que estavam contidos na região 

variável do integron de classe 1. As análises do sequenciamento no GenBank 

revelaram a presença dos genes drfA e aadA principalmente, com as suas variantes 

genéticas, mostradas na tabela 4.10.   

 

Figura 4.1 Amplificação de DNA na região variável do integron classe 1. 

PM, peso molecular; pb, pares de bases. Fonte, LAPIH 
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Tabela 4.10 Genes na região variável do Integron classe1 

Genes 
Total n=32 

N (%) 
Hospital 

(n=36) n (%) 

Comunidade 
(n=120) 
n (%) 

dfrA17 18 7 (19,4) 11 (9,2) 

dfrA12 4 1 (2,7) 3 (2,5) 

dfrA1 3 0 3 (2,5) 

dfrA7 2 0 2 (1,7) 

dfr2d 3 1 (2,7) 2 (1,7) 

aadA5 16 6 (16,7) 10 (8,3) 

aadA1 3 0 3 (2,5) 

aadA2 2 0 2 (1,7) 

aacA/aphD 1 0 1 (0,8) 

catB3 1 0 1 (0,8) 

 

 

Finalmente, foi realizada a correlação dos genes expressos β-lactamases 

(blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaAMPC), PMQR (aac(6´)-Ib-cr, qnrB19), EMAs (aac(3´)-IIa, 

aac(6´)-Ib, ant(2´´)-Ia), genes 16S rRNA, e os genes cassettes da região variável do 

integron de classe 1 (Tabela 4.11). Foi encontrado maior correlação entre os grupos 

dos genes PMQR-EMAs com 21,7%(22/101); ESBL-PMQR-EMAs em 9,9%(10/101); 

ESBL-PMQR-EMAs-dfrA17, aadA5 em 10,9%(11/101). Em dez isolados 

(9,9%[10/101]) com resistência fenotípica aos três grupos de antibióticos não foram 

achados nenhum gene pesquisado e não apresentou amplificação para a integrase 

Intl do integron classe 1. 
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Tabela 4.11 Perfis de correlação dos grupos de determinantes de resistência genética 

Determinantes de resistência 
Total n=101 

n(%) 

ESBL 3 (2,9) 

ESBL, PMQR 1 (0,9) 

ESBL, PMQR, EMA 10 (9,9) 

ESBL, EMA 1 (0,9) 

ESBL, PMQR, EMA, dfrA17 2 (1,9) 

ESBL, PMQR, EMA, dfrA17, aadA5 11 (10.9) 

ESBL, PMQR, EMA, dfrA12, aadA2 1 (0,9) 

ESBL, PMQR, aadA2 1 (0,9) 

ESBL, PMQR, dfrA12 1 (0,9) 

ESBL, aadA1 1 (0,9) 

PMQR 11 (10,9) 

PMQR, EMA 22 (21,7) 

PMQR, EMA, aacA/aphD, dfrA1, catB31 1 (0,9) 

PMQR, EMA, dfrA12 1 (0,9) 

PMQR, EMA, dfrA7 1 (0,9) 

PMQR, EMA, dfr2d 1 (0,9) 

PMQR, EMA, dfrA17, aadA5 3 (2,9) 

PMQR, dfr2d 1 (0,9) 

PMQR, dfrA12 1 (0,9) 

PMQR, dfrA1, aadA1 2 (1,9) 

EMA 5 (4,9) 

EMA, dfrA17, aadA5 2 (1,9) 

EMA, dfrA7 1 (0,9) 

dfr2d 1 (0,9) 

Não EBLS, PMQR, EMA, Integrons 10 (9,9) 

ESBL, Betalactamase de espectro estendido; PMQR, Determinante de Resistência às 

Quinolonas Mediadas por Plasmídeo; EMA, Enzima Modificadora de Aminoglicosídeos. 

4.6 Caracterização genética de E. coli 

 4.6.1 Classificação filogenética de E. coli 

A classificação filogenética de E. coli de origem urinária foi realizada nas 101 

cepas de E. coli com perfis de resistência fenotípica aos três grupos de antibióticos 

pesquisados, mediante a reação de PCR (descrita em Materiais e Métodos), para os 

genes chuA, yjaA e TspE4C2. A presença ou ausência destes genes define o grupo 
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filogenético ao qual pertence cada isolado, como foi descrito anteriormente em 

Materiais e Métodos.  

Os resultados da classificação filogenética de E coli demostram maior 

frequência do grupo B2 com 51,8% (52/101), depois o grupo A com 20% (21/101), 

grupo B1 com 16% (16/101) e o grupo D com 13% (13/101). O Gráfico 4.2 mostra a 

classificação filogenética de cada uma das cepas de acordo com a presença ou 

ausência dos genes codificadores de reistencia procurados no presente trabalho.  

 

 

 

 

Gráfico 4.2 Classificação dos grupos filogenéticos de E. coli. 

 

Foi realizada a correlação entre todos os determinantes genéticos de 

resistência encontrados neste estudo e os grupos filogenéticos A, B1, B2, D nos 101 

isolados. Os resultados estão apresentados na tabela 4.12.   
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Tabela 4.12 Relação do perfil dos determinantes de resistência genética com os 

grupos filogenéticos 

Determinantes genéticos de 
resistência aos antibióticos 

Grupos filogenéticos 

Total A 
n (%) 

B1 
n (%) 

B2 
n (%) 

D 
n (%) 

ESBL 2 (10) 
 

1 (1,9) 
 

3 

ESBL, PMQR 
   

1 (7,6) 1 

ESBL, PMQR, EMA 2 (10) 2 (12,5) 5 (9,6) 1 (7,6) 10 

ESBL, EMA 
 

1 (6,2) 
  

1 

ESBL, PMQR, EMA, dfrA17 1 (5) 
   

1 

ESBL, PMQR, EMA, dfrA17, 
aadA5 5 (25) 

 
4 (7,6) 3 (23,1) 12 

ESBL, PMQR, EMA, dfrA12, 
aadA2 

  
1 (1,9) 

 
1 

ESBL, PMQR, aadA2 
 

1 (6,2) 
  

1 

ESBL, PMQR, dfrA12 
 

1 (6,2) 
  

1 

ESBL, aadA1 
  

1 (1,9) 
 

1 

PMQR 6 (30) 2 (12,5) 4 (7,6) 
 

12 

PMQR, EMA 1 (5) 6 (37,5) 16 (30,7) 2 (15,3) 25 

PMQR, EMA, aacA4, dfrA1, catB3 
 

1 (6,5) 
  

1 

PMQR, EMA, dfrA12 
  

1 (1,9) 
 

1 

PMQR, EMA, dfrA7 
  

1 (1,9) 
 

1 

PMQR, EMA, dfr2d 
  

1 (1,9) 
 

1 

PMQR, EMA, dfrA17, aadA5 
  

3 (5,7) 
 

3 

PMQR, dfr2d 
   

1 (7,6) 1 

PMQR, dfrA12 
  

1 (1,9) 
 

1 

PMQR, dfrA1, aadA1 2 (10) 
   

2 

EMA   6 (11,5) 
 

6 

EMA, dfrA17, aadA5 
  

2 (3,8) 
 

2 

EMA, dfrA7 
   

1 (7,6) 1 

EMA, PMQR, dfrA7   1 (1,9)  1 

dfr2d 
   

1 (7,6) 1 

Não EBLS, PMQR, EMA, 
Integrons 1 (5) 2 (12,5) 4 (7,6) 3 (23,1) 10 

Total (n) 20 16 52 13 101 

 

 

 4.6.2 Análise do polimorfismo do DNA genômico 

A eletroforese em campo pulsado (PFGE) foi realizada em todas as cepas de 

E. coli de origem urinária que apresentaram resistência fenotípica para os 

antibóticos estudados, procurando clones comuns, e foram agrupados segundo o 

perfil fenotípico de resistência.  

Os ensaios de PFGE geraram perfis nítidos (figura 4.2), o que permitiu 

realizar análises de possíveis similaridades genéticas dos isolados bacterianos, mas 
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eles foram agrupados segundo o perfil de resistência para antibióticos β-lactâmicos, 

aminoglicosídeos e quinolonas.  

 

Figura 4.2 Gel com perfis de eletroforese em campo pulsado (PFGE). Fonte, LAPIH 

 

 Com o objetivo de mostrar a aplicabilidade do PFGE nas amostras de E. coli 

de origem urinária, dos ambientes comunitários e hospitalares, nosso estudo avaliou 

39 amostras com resistência fenotipica aos aminoglicosídeos (Figura 4.3), 79 

amostras com resistência à ciprofloxacina (Figura 4.4), e 35 amostras produtoras de 

β-lactamases (Figura 4.5). Os padrões de PFGE obtidos foram analisados de acordo 

com os critérios de TENOVER et al (1995). Nosso estudo revelou uma grande 

diversidade clonal entre os isolados clínicos não relacionados epidemiológicamente, 

com resistência a diferentes grupos de antibióticos. Este resultado já era esperado, 

devido ao fato destes isolados terem sido coletados em um intervalo de tempo 

prolongado (durante o ano 2011) e serem obtidos de pacientes com infecção urinária 

de origem comunitária na sua maioria. 

Apesar da grande diversidade clonal entre as amostras não relacionadas 

epidemiologicamente, foi observada também a presença de padrões de PFGE com 
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porcentagens de similaridade acima do 85% entre as amostras não relacionadas 

epidemiologicamente (os critérios de Tenover apresentam um critério mais 

abrangente para classificação de novos clones). Isto demonstra a grande 

diversidade clonal espalhada na comunidade principalmente.  

 
 

Figura 4.3. Dendrograma dos 39 isolados de E. coli resistentes aos 

aminoglicosídeos. GF, grupo filogenético; H1, hospital Eugenio Espejo; H3, hospital 

Gonzalo Gonzáles; H6, hospital Militar; C, comunidade. Fonte, LAPIH 
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Figura 4.4 Dendrograma dos 79 isolados de E. coli resistentes à ciprofloxacina. 

GF, grupo filogenético; O, Origem; H, hospital; C, comunidade; PMQR, Genes de 

Resistência Quinolonas Mediadas por Plasmídeos. Fonte, LAPIH 

Isolado      G.F.    O      ESBL                     PMQR                    PERFILS RESIST. 
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Além disso, o agrupamento das 35 amostras com produção fenotipica e 

genética de β-lactamases (Figura 4.5) revelou também um alto grau de 

polimorfismos, mais apresentam quatro clones predominantes. As cepas que 

pertencem aos mesmos grupos filogenéticos (A, B1, B2, D) formam agrupamentos 

clonais muito próximos, similar aos isolados bacterianos de origem hospitalar e 

comunitária. Dois genótipos foram caracterizados com similaridade de 96,3%, sendo 

estas provenientes de um mesmo hospital (H3) e com um perfil de resistência 

similar. Outro dado importante neste grupo é observar que os genótipos produtores 

da enzima CTX-M-15 estão agrupados em três grandes clones, e um deles tem grau 

de similaridade de 85,2%, e são pertencentes ao grupo filogenético B2, do clone 

pandémico ST131. Este clone também apresenta co-produção com outras β-

lactamases como SHV e TEM e outros genes de resistência.  

 

Figura 4.5 Dendrograma de E.coli uropatogênicas produtoras de β-lactamases 

H1, hospital Eugenio Espejo; H3, hospital Gonzalo Gonzáles; H6, hospital Militar; C, 

comunidade; GF, grupo filogenético; PMQR, Genes de Resistência a Quinolonas 

Mediadas por Plasmídeos. Fonte, LAPIH 

96,3% 
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 4.6.3 Multilocus Sequence Typing – MLST 

Os resultados de MLST obtidos pela Plataforma do Instituto Pasteur 

revelaram a predominância do ST43 pertencente ao CC43 (obtido por eBurst V3) 

nas 17 amostras positivas para o gene blaCTX-M-15.  

Outras sequências tipo-ST foram encontradas: o ST2 pertencente a CC2, 

ST160 pertencente ao CC2, ST365 do CC2, ST173 do CC2, ST21 do CC87, ST477 

do CC44, ST472 do CC721 e ST38 pertencente ao CC38 (Tabela 4.13). Estes 

resultados demonstram a heterogenicidade clonal mostrada no PFGE, e a 

predominância dos clomplexos clonais 43 e 2 (Figura 4.6). 

Tabela 4.13 Complexos clonais de E. coli  por MLST do Instituto Pasteur. 

Isolado 
Perfil alélico 

ST 
Complexo 

Clonal dinB icdA pabB polB putP trpA trpB uidA 

9241 8 2 7 103 7 1 4 2 365 CC2 

9246 8 2 7 64 7 1 4 2 160 CC2 

9269 9 1 15 7 4 9 6 9 43 CC43 

9276 9 1 15 7 4 9 6 9 43 CC43 

9278 8 2 7 3 7 1 4 2 2 CC2 

9293 8 2 7 3 7 1 4 2 2 CC2 

9307 9 1 15 7 4 9 6 9 43 CC43 

9318 9 1 15 7 4 9 6 9 43 CC43 

9319 30 45 33 37 27 34 24 9 472 CC721 

9328 9 1 15 7 4 9 6 9 43 CC43 

9332 7 33 18 2 5 28 2 2 21 CC87 

9338 10 29 7 3 7 1 60 2 173 CC2 

9348 9 1 15 7 4 9 6 9 43 CC43 

9358 32 65 4 10 5 8 2 5 323 ND 

9360 13 39 11 15 2 25 8 19 38 CC38 

9371 30 45 33 37 27 34 24 9 472 CC721 

9372 17 9 28 12 9 135 9 11 477 CC44 

ND, Não Determinado 
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Figura 4.6 Diagrama dos STs descritos pelo Instituto Pasteur, por e-Burst V3 

O CC2 obtido a través da análise do Instituto Pasteur, foi o segundo grupo 

com destaque neste trabalho, apresentando quatro diferentes perfis alélicos com 

quatro sequence type (ST), mais pertencentes ao mesmo complexo clonal (Tabela 

4.14 e Figura 4.7) 

 

Tabela 4.14 Relação do complexo clonal CC2 – Instituto Pasteur 
 

Cepa Especie Fonte dinB icdA pabB polB putP trpA trpB uidA ST CC 

9241 E. coli uropatogènica urina 8 2 7 103 7 1 4 2 365 CC2 

9246 E. coli uropatogènica urina 8 2 7 64 7 1 4 2 160 CC2 

9278 E. coli uropatogènica urina 8 2 7 3 7 1 4 2 2 CC2 

9293 E. coli uropatogènica urina 8 2 7 3 7 1 4 2 2 CC2 

9338 E. coli uropatogènica urina 10 29 7 3 7 1 60 2 173 CC2 
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Figura 4.7 Complexo Clonal 2 (CC2) obtido pelo Instituto Pasteur 

 

4.6.3.1 Clone ST-131-B2 E coli produtor de CTX-M-15 

 

Todas as seis amostras tipificadas como ST43 foram confirmadas como o 

clone ST131-B2 de E. coli pelo Esquema de Atchman, realizado no Laboratório de 

Genética Molecular Bacteriana da Universidade El Bosque, na cidade de Bogotá, 

Colômbia. Depois da identificação do clone ST131, procedeu-se a agrupação dos 

determinantes genéticos de resistência antibiótica que contêm nestes isolados 

bacterianos (Figura 4.8), o que determina seu alto grau de resistência antibiótica. 

Observa-se, a presença da ESBL tipo SHV em todos os isolados e o gene aac(6´)-

Ib-cr em cinco amostras.  

É importante descrever o perfil alélico dos dois Esquemas utilizados neste 

trabalho, do Instituto Pasteur e de Atchman, segundo os genes housekeeping 

utilizados nas duas plataformas (Tabela 4.15) 

Tabela 4.15 Perfil alélico dos Esquemas do MLST 

ST-43 Instituto Pasteur  ST-131 Achtman 

dinB icdA pabB polB putP trpA trpB uida  adk fumC gyrB icd mdh purA recA 

2 65 3 10 26 7 4 57  53 40 47 13 36 28 29 
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Figura 4.8 Determinantes genéticos de resistência do clone ST131 de  

E. coli de origem urinária 
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5 DISCUSSÃO 

O presente estudo foi realizado em 156 amostras de origem urinária 

provenientes da comunidade (120 amostras) e do hospital (36 amostras) e coletadas 

na cidade de Quito, Equador. Segundo WEICHHART et al. (2008) e FOSTER 

(2008), aproximadamente 150 milhões de casos de infecção do trato urinário (ITU) 

ocorrem anualmente em todo o mundo. Nos Estados Unidos as ITUs ocasionam 

gastos de mais de 6 milhões de dólares anuais. Isto faz entender o enorme impacto 

que têm as ITUs em termos de morbidade e custo econômico. A ITU está entre as 

doenças infecciosas mais frequentes na prática clínica, afetando principalmente o 

sexo feminino, especialmente na mulher jovem sexualmente ativa (HOOTON et al. 

2004). Quanto ao agente etiológico, Escherichia coli é o principal agente causador 

das infecções do trato urinário, causando 85–90% das ITUs comunitária e 50% das 

ITUs hospitalares (NICOLLE et al. 2006).  

O presente trabalho consistiu na análise de 156 amostras de E. coli 

recuperadas de pacientes com ITU. As amostras foram classificadas de acordo com 

origem, observando 76,92% (120/156) de origem comunitária e 23,1% (36/156) de 

origem hospitalar. Na distribuição dos casos de ITU por gênero e idade, 87,8% 

(137/156) pertencem a pacientes do sexo feminino, sendo apenas 12,2% (19/156) 

do sexo masculino. Considerando a faixas etárias, as idades entre os 15 até 49 anos 

foi a mais comprometida, com 50% (78/156) principalmente no sexo feminino. Estes 

primeiros resultados estão em concordância com estudos anteriores, em relação à 

origem, gênero e idade (FOSTER 2008, HOOTON et al. 2004). É importante 

salientar que mulheres acima dos 50 anos de idade também apresentaram altos 

percentuais de ITU, o que poderia refletir na predisposição e os fatores de risco 

nesta faixa etária, principalmente esvaziamento ineficaz da bexiga por prolapso 

uterino, má higiene e alterações hormonais da menopausa (NICOLLE 2001). Nos 

homens, a faixa etária mais comprometida foi acima dos 50 anos, o que poderia 

estar relacionado com perda da funcionalidade do aparelho urinário principalmente 

devido à hipertrofia da próstata. É importante indicar que em nosso estudo não foi 

possível obter todos os dados dos pacientes, razão pela qual não se conhece a 

doença de base de cada um deles. 

Em relação ao tratamento das ITU, o primeiro antibiótico utilizado na era 

moderna foi a sulfanilamida, no ano de 1937, seguido da nitrofurantoína no ano 
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1953, mais tarde substituída por trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) e pelos 

antibióticos β-lactâmicos. O último grupo de antibióticos utilizados na terapêutica das 

ITUs são as fluoroquinolonas, que chegaram no final da década de 80 (FOSTER, 

2008). Vale ressaltar que o conhecimento do agente causador e do seu perfil de 

resistência é indispensável para a escolha dos antibióticos na terapêutica empírica 

das ITUs e não deve ser incluído nesta terapêutica aqueles antimicrobianos que 

apresentam taxas de resistência acima de 20% (COSTELLOE et al. 2010; GUPTA et 

al. 2011, MOYA-DIONISIO et al. 2016).  

No ano 1999, a Sociedade Americana de Infectologia (IDSA) recomendou o 

uso de trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) como antibiótico de primeira escolha para o 

tratamento empírico de infecção urinária não complicada, com apenas três dias de 

tratamento (WARREN et al. 1999). No entanto, nos últimos anos, tem sido 

documentado a alta prevalência de resistência da E. coli a SXT, o que levou ao 

questionamento sobre o uso desta droga como primeira escolha no tratamento 

empírico destes pacientes. Atualmente, e segundo Gupta et al. (2011) o uso de SXT 

deve ser aplicado apenas quando a resistência não seja superior a 20%, e não 

recomenda-se usar amoxicilina ou ampicilina pelos altos níveis de resistência que as 

mesmas apresentam. No tratamento das ITUs não complicadas da comunidade e as 

ITUs complicadas como a pielonefrite que não necessita de hospitalização, podem 

ser utilizadas as fluoroquinolonas (ciprofloxacina ou norfloxacina), por apresentarem 

boa atividade bactericida contra patógenos Gram-negativos. Nos casos de 

apresentar resistência às fluoroquinolonas, recomenda-se utilizar fosfomicina 3gr 

dose única, ou Nitrofurantoina 100mg cada 12 horas durante cinco dias. É 

importante salientar o uso dos carbapenêmicos nos casos de sepse urinária 

(GUPTA et al. 2011) 

O presente trabalho basea-se no tratamento empírico utilizado nas ITU, no 

qual avaliamos o perfil de resistência de E. coli do trato urinário para vários 

antibióticos, obtendo-se alta resistência em isolados obtidos na comunidade e maior 

nas amostras de origem hospitalar. De acordo com os resultados encontrados, o 

SXT, ciprofloxacina, amoxicilina/ácido clavulânico, cefalotina, ampicilina e a 

gentamicina, apresentaram resistência maior de 20%, portanto e segundo as 

recomendações de Gupta et al (2011) estes antibióticos não podem ser utilizados no 

tratamento empírico das infecções urinárias.  
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A resistência aos antibióticos β-lactâmicos, quinolonas, aminoglicosídeos e 

SXT tem evoluído ao longo do tempo em vários lugares no mundo. Antes de 1990 a 

resistência a SXT foi de 0,5- 5% (HOOTON et al. 2004). Nos Estados Unidos, em 

454 amostras de E. coli uropatogênicas coletadas entre 1989–1997 foi observado 

aumento da resistência de 7 a 18% para SXT, 29 - 35% para ampicilina, 11 - 7% 

para cefalotina, e ausência de resistência às fluoroquinolonas (GUPTA et al. 1999). 

KARLOWSKY et al. (2002) ao estudarem 286.187 amostras coletadas nos Estados 

Unidos de 1995 a 2001, reportaram aumento na resistência à SXT de 14,8% em 

1995 para 16,1% em 2001, à ciprofloxacina de 0,7% em 1995 para 2,5% em 2001, 

ampicilina de 36% em 1995 para 37% em 2001. KAHLMETER (2003) realizou o 

primeiro estudo internacional de vigilância da resistência aos antimicrobianos usados 

no tratamento das ITU (Projeto ECO-SENS), abrangendo 17 países de Europa e 

Canadá, com 4.734 amostras. O mesmo encontrou resistência à SXT de 4,9% - 21% 

na maioria dos países europeus, à ciprofloxacina variando entre 0% - 14%, à 

gentamicina de 0% - 4,7%, à AMC de 0 – 9,3%, e à ampicilina entre 15,5 – 53,9%, 

considerando todos os países do estudo. SANCHEZ et al. (2008) com 38.676 

amostras de E. coli coletadas da comunidade nos anos de 2002 a 2007 na Espanha, 

reportaram aumento na resistência a SXT de 28,5% em 2002 a 32,4% em 2007; 

ciprofloxacina com 22,9% em 2002 a 32,5% em 2007; AMC de 6,9% em 2002 a 

20,6% em 2007 e ampicilina de 56% em 2002 a 62,6% em 2007.  

Um estudo de resistência na América Latina, realizado por ANDRADE et al. 

(2006) como parte do SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program, Latin America), 

reportou taxas de 40,4% de resistência a SXT, 21,6% para ciprofloxacina, 8,4% para 

gentamicina, 53,6% para ampicilina, 1,2% para AMC, 1,2% para cefoxitina 1,5% 

para ceftazidima, 1% para cefepima e 1,7% para aztreonam. O mesmo estudo 

SENTRY (GALES et al. 2012), a partir de 5.704 amostras de E. coli, encontrou 

resistência para aztreonam (18,2%), cefepima (12,2%), cefotaxima (23,9%), 

cefoxitina (6,3%), ceftazidima (9,0%), cirpofloxacina (40,2%), gentamicina (17,5%), 

amicacina (0,5%).  

No Equador, estudos de resistência aos antibióticos foram feitos pela 

REDNARBEC, nos anos 1999 e 2007 respectivamente (SALLES et al. 2013), 

destacando o aumento de resistência às drogas de primeira escolha no tratamento 

das ITUs, principalmente ampicilina (72%), cefalotina (29%), SXT (57%), 

ciprofloxacina (41%), e gentamicina (18%) no ano 2007. Neste estudo foi observado 
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resistência menor que 3% para antibióticos β-lactâmicos de espectro estendido. No 

ano de 2014, outro programa de vigilância de resistência antimicrobiana foi iniciado 

pelo Ministério da Saúde do Equador, o Programa Red RAM, o qual reportou 

resistência para SXT (61% na comunidade e 71% no hospital), ciprofloxacina (53% 

comunidade e 61% no hospital), gentamicina (26% na comunidade e 40% no 

hospital) e, para os antibióticos β-lactâmicos de espectro estendido como a 

cefotaxima reportou resistência 38% na comunidade e 51% no hospital. Os 

resultados do presente trabalho estão de acordo com os relatos do Programa Red 

RAM de Equador, nas porcentagens de resistência que apresentam na comunidade 

e nos hospitais, e refletem a multirresistência antibiótica em E. coli uropatogênica e 

as poucas opções terapêuticas para tratamento nestes pacientes. 

Estas porcentagens de resistência encontradas neste trabalho concordam 

com os estudos realizados na América Latina e no Equador. É importante realçar 

que as cepas de E. coli uropatogênicas do presente estudo apresentaram 

sensibilidade de 100% para o carbapenêmico testado (ertapenem) e 94% para à 

amicacina, similares ao reportado por SOLORZANO et al (2014) a partir de 31.758 

amostras na Espanha, e aos estudos SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program, 

Latin America) no ano 2007 e 2013. Com estes resultados, é recomendável testar 

outros grupos de antibióticos e conhecer o seu perfil de sensibilidade, para saber 

qual antibiótico é o mais apropriado para o início da terapêutica empírica nas ITU. 

Uma possível explicação para esta grande taxa de resistência no Equador, é devido 

à livre venda de todos os antimicrobianos. Além disso, o Ministério de Saúde fornece 

medicamentos básicos às unidades de saúde comunitárias e hospitalares de todo o 

país, entre os quais se encontram principalmente SXT, amoxicilina, cefalexina, 

amoxicilina/ácido clavulânico e ciprofloxacina, todos estes apresentando as maiores 

porcentagens de resistência fenotípica neste trabalho. Este uso inadequado em 

doses inadequadas de antimicrobianos pode ter levado a uma pressão seletiva e o 

aparecimento de resistência em E. coli uropatogênica e em outras espécies 

bacterianas (MARTINEZ-MARTINEZ, 2006). 

Em relação à detecção fenotípica de β-lactamases de espectro estendido 

(ESBL), das 156 amostras de E. coli de origem urinária, 22,4% (35/156) 

apresentaram produção fenotípica ESBL. A prevalência de ESBL neste trabalho é 

menor ao descrito anteriormente na America Latina que apresenta 26,8% de 

produção de ESBL (Villegas et al. 2011). Observou-se que a distribuição das ESBL 
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na comunidade foi de 18,3% (22/120) e no hospital foi de 36,1% (13/36). Equador 

dispõe de pouca informação quanto à produção fenotípica e genética de ESBL em 

E. coli. Deste modo. MATTAR & MARTINEZ (2007) reportaram a presença de 27% 

de produção de ESBL tipo SHV em cepas de E. coli, e NORDBERG (2013) em 160 

amostras de enterobactérias (E. coli e K. pneumoniae) provenientes de um hospital 

de terceiro nível da área de neonatologia, reportou 56% das amostras com resultado 

fenotípico positivo para ESBL em E. coli, maior que o encotrado neste trabalho.  

Considerando a origem das amostras, a prevalência das ESBL na 

comunidade foi de 18,3%, maior que os dados encontrados no Brasil por MINARINI 

(2007) (1,5%), WOLLHEIM (2011) (0,5%), ABREU (2013) (7,6%) e GONÇALVES 

(2016) (7,1%); salientando que no Equador não temos dados de produção de ESBL 

na comunidade, o que demostra a importância destes resultados. Temos que 

destacar que os níveis de resistência das cepas produtoras de ESBL foram altos 

(acima de 20%), principalmente para SXT, ciprofloxacina e gentamicina, com 

exceção de amicacina e ertapenem, revelando que os amiglicosídeos e 

carbapenêmicos devem ser considerados na terapêutica das ITUs em cepas 

produtoras de ESBL, segundo recomendações de CHO et al. (2016). Outras opções 

de tratamento para cepas produtoras de ESBL são os antibióticos fosfomicina ou 

tigeciclina (CASELLAS 2011). 

Quanto aos tipos de ESBL, nosso trabalho reportou 68,6% (24/35) para 

blaSHV; 60% (21/35) para blaCTX-M; 37,1% (13/35) para blaTEM; e 11,4% (4/35) para 

blaAmpC., com maior presença do SHV e CTX-M, o que foi similar aos estudos que 

demostraram que estas duas ESBL são as mais frequentes na América do Sul 

(MATTAR & MARTINEZ 2007, VILLEGAS et al. 2008). Pela importância 

epidemiológica foi sequenciado o gene blaCTX-M. Os resultados revelaram a 

predominância da variante CTX-M-15 com 80,9% (17/21), CTX-M-14 e CTX-M-2 

foram também descritas neste trabalho. Estes resultados concordam com outros 

estudos que demonstram a maior prevalência da enzima CTX-M, relacionado 

principalmente com E. coli causadoras de infecções urinárias na comunidade, pelo 

que é conhecida como CTX-M pandêmica (PEIRANO & PITOUT 2010, CHONG et 

al. 2011). O sequenciamento de blaAmpC revelou que todos os isolados pertencem à 

variante CMY-2, o qual é a mais prevalente em alguns lugares do mundo e América 

(JURE et al. 2011, PITOUT 2012). Estas duas β-lactamases, CTX-M e CMY-2, são 
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as responsáveis pela resistência à maioria dos antibióticos β-lactámicos de espectro 

estendido (JACOBY, 2009; PITOUT J, 2012). 

A enzima CTX-M, chamada de pandêmica, foi descrita nos anos 90. Nas 

Américas tem sido descrita na quase totalidade na América do Sul (BONELLI et al. 

2014), com predominância da enzima CTX-M-15 e CTX-M-2 em países como Peru e 

Bolívia (PALLECCHI et al. 2004), Colômbia (PULIDO et al. 2011, BLANCO et al. 

2016), Venezuela (MILLÁN et al. 2014), Argentina (SENNATI et al, 2012), Uruguai 

(BADO et al. 2016) e Brasil (CERGOLE-NOVELLA et al. 2010, PEIRANO et al. 2011, 

DA SILVA 2012, BONELLI et al. 2014), junto com a enzima CTX-M-14 que também 

foi descrita no Peru, Argentina e Brasil. Os resultados do presente trabalho, estão de 

acordo com as descrições das ESBL tipo CTX-M nos países de América do Sul. 

Estas ESBLs têm sido descritas em vários ambientes como nos animais domésticos 

e selvagens, alimentos, esgotos e vegetais comestíveis (ZURFLUH et al. 2015, 

PLATELL et al. 2011, LAHLAOUI et al. 2014).  

Recentemente, E. coli produtora de CTX-M-15 disseminou-se mundialmente, 

relacionada com multiresistência e, principalmente, ao clone ST131 pertencente ao 

grupo filogenético B2 de E. coli extra-intestinal (ExPEC), altamente virulento e 

produtor desta enzima (CHONG et al. 2011). Este clone ST131-B2 de E. coli 

produtor da enzima CTX-M-15 foi descrito simultaneamente em vários lugares do 

mundo no ano 2008 (France, Portugal, Spain, Switzerland, Lebanon, India, South 

Korea, and Canada) (NICOLAS-CHANOINE et al. 2008, SCHEMBRI et al. 2015). 

Este clone ST131 é responsável por elevada proporção de infecções sanguíneas e 

do trato urinário nos ambientes comunitários e hospitalares (PITOUT 2012; PETTY 

et al. 2014).  Além disso, sabe-se que este clone leva vários determinantes de 

resistência plasmídicos como os genes blaTEM, blaOXA, aac(6´)-Ib-cr, aac(3´)-IIa e os 

genes qnr (PEIRANO & PITOUT 2010, NOVAIS et al. 2012), o que conferem 

resistência para vários grupos de antibióticos, principalmente os β-lactâmicos de 

espectro estendido, quinolonas e aminoglicosídeos (PETTY et al. 2014). Esta 

multirresistência faz com que as infecções causadas por E. coli do clone ST131-B2 

tenham poucas opções terapêuticas sendo considerado um grande problema de 

saúde pública (STOESSER et al. 2016). Neste estudo, 35,2% (6/17) das amostras 

CTX-M-15 foram positivas para este clone E. coli ST131-B2, com resistência para 

todos os antibióticos testados, de acordo com a bibliografia descrita.  
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Na transferência horizontal de resistência, os elementos móveis e 

principalmente os integrons, em sua maioria de classe 1, tem uma função 

fundamental de capturar eficientemente e expressar genes cassette exógenos 

(COLLIS & HALL 1995). Nosso trabalho reportou a presença do integron de classe 1 

em 63,4% (64/101) das amostras, mas apenas 31,7%(32/101) apresentaram genes 

na amplificação da região variável do integron, principalmente genes de tipo drfA e 

aadA com as suas variantes, que vão dar resistência a trimetroprim, estreptomicina e 

espectinomicina (SANDVANG 1999). Neste estudo não foi encontrado no integron 

os genes aac(6´)-Ib-cr, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M., aac(3´)-IIa e qnr, possivekmente 

devido à posição destes genes fora da região variável do integron. Os integrons de 

classe 1 têm sido descritos em várias espécies bacterianas no Brasil, Bolívia, Chile, 

Costa Rica, Peru, Uruguai (BARRANTES & ACHÍ 2016), Argentina (MARCHISIO et 

al. 2015) e Colômbia (O'MAHONY et al, 2006).  

Com relação aos determinantes genéticos de resistência às fluoroquinolonas, 

os genes de transferência plasmidial que estão envolvidos na resistência a estes 

antibióticos são principalmente aac(6´)-Ib-cr e qnr, reportados por nosso trabalho 

nas proporções de 54,4% (43/79) e 60,8% (58/79) respectivamente, com predomínio 

nas amostras de origem hopitalar nos dois genes. Estes genes são descritos ao 

redor do mundo, conjuntamente com β-lactamases e com perfis de resistência a 

múltiplos antibióticos (PEIRANO & PITOUT 2010, CHONG et al. 2011, PITOUT 

2012). Na América Latina, o gene aac(6´)-Ib-cr tem sido descrito na Argentina, 

Bolívia, Brasil, México, Peru (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2011, ANDRES et al. 

2013, JACOBY et al. 2014), Uruguai (BADO et al. 2016) e Chile (ELGORRIAGA-

ISLAS et al, 2012). Em relação ao gene qnr apresenta cinco variantes, entretanto, no 

presente estudo detectou apenas a variante qnrB19, que tem sido descrita na 

América, principalmente na Argentina, Bolívia, Brasil, Colômbia, México, Peru e 

Venezuela (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2011, ANDRES et al. 2013, JACOBY et 

al. 2014). Esta prevalência absoluta do gene qnrB19 em nossas amostras é similar 

aos estudos realizados por PALLECCHI et al (2010) em amostras comunitárias de 

Peru e Bolivia e por CATTOIR et al (2008) na Colômbia. Isto sugere a prevalência 

deste gene nesta região das Américas (Colombia, Ecuador e Perú). 

No Equador, ARMAS-FREIRE et al (2015) reportaram a presença do gene 

qnrB em isolados de E. coli intestinal, sem especificar o alelo, em amostras de 

diferentes origens (humano e aves de criação na comunidade), destacando que nas 



73 

amostras humanas da comunidade, a presença do gene qnrB foi de 31% (11/35). 

Estes resultados, não estão de acordo com os achados em nosso estudo em relação 

ao gene qnrB, onde foi encontrada a porcentagem de 24,2% (29/120) nas amostras 

de origem comunitária, o qual representa uma porcentagem menor.  

Na resistência aos antibióticos aminoglicosídeos, os principais mecanismos 

de resistência são as enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (EMAs) 

(RAMIREZ & TOLMASKY 2010), e os genes 16S rRNA (DOI & ARAKAWA 2007, 

FRITSCHE et al. 2008). No presente estudo não foram detectados os genes 16S 

rRNA, embora tenham sidos descritos na Ásia (YANG et al. 2011, TSUKAMOTO et 

al. 2013), Europa, Norte América e América Latina (FRITSCHE et al. 2008) e no 

Brasil (BUENO et al. 2013). Com relação as EMAs, encontramos predominância dos 

genes aac(6´)-Ib com 74,3% (29/39) e aac(3´)-IIa com 71,1% (28/39), 

principalmente,  no ambiente hospitalar. O gene aac(6´)-Ib, o gene EMA mais 

prevalente, confere resistência à amicacina, tobramicina e kanamicina (KIM et al. 

2011). Neste trabalho foi encontrado o gene aac(6´)-Ib nos 09 isolados com 

resistência fenotípica à amicacina, mas também em 20 isolados que apresentaram 

sensibilidade à amicacina, evidenciando que a presença de um determinante 

genético de resistência não garante a expressão da resistência fenotípica. O gene 

aac(3´)-IIa, que confere resistência à gentamicina, foi encontrado em 28/35 isolados 

com resistência fenotípica à gentamicina, o que sugere que outros mecanismos de 

resistência estão atuando nas sete amostras que também apresentaram resistência 

à gentamicina. Estes dois genes aac(6´)-Ib e aac(3´)-IIa são os genes EMAs mais 

comuns (FERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al. 2015), e frequentemente estão associados 

à  outros determimantes de resistência antibiótica dentro de um mesmo elemento 

móvel (WOODFORD et al, 2009; CARATTOLI, 2009; PEIRANO PITOUT, 2010). No 

Equador, não temos dados publicados destes genes EMAs, o que demonstra a 

importância deste estudo. 

Nos grupos filogenéticos, foi predominante o grupo B2 chamado de 

patogênico (CLERMONT et al. 2000), o qual contêm a maioria dos determinantes 

genéticos de resistência pesquisados. Destaca-se que os genes de resistência 

pesquisados estão distribuídos nos quatro grupos filogenéticos, incluídos nos 

chamados não patogênicos (grupos filogenéticos A e B1). Isto demonstra a 

transferência horizontal de material genético entre as cepas bacterianas através dos 

elementos móveis, relacionado com genes de virulência, resistência e funções do 
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metabolismo bacteriano, contribuindo para a evolução e adaptação do 

microrganismo ao meio ambiente (MULVEY & SIMOR 2009) 

Na análise genética, o PFGE evidencia diferentes perfis, o que revela um alto 

grau de polimorfismos entre os isolados que não têm relação epidemiológica e que 

têm diferente origem, comunitário e hospitalar. Mais, se observam clones que estão 

agrupados principalmente segundo a sua origem e pelos grupos filogenéticos nos 

três agrupamentos de resistência antibiótica. O clone ST131 está presente em dois 

perfis. O primeiro está agrupado com 85,4% (4 isolados) de similaridade e o outro  

com 82,8% de similaridade. Esta diferença nas porcentagens dos perfis de 

similaridade no clone ST131 é descrito em vários estudos, com porcentagens de 

similaridade ≥ 65% (WOODFORD et al. 2009, PEIRANO & PITOUT 2010, PETTY et 

al. 2014). 

O MLST permitiu caracterizar e observar as relações filogenéticas entre as 

cepas de E. coli, agrupando-as em diferentes ST, com predominância do ST131 

obtido pelo Esquema de Achtman. Entretanto, outros STs foram encontrados: ST-2 e 

ST-472 descritos nos Estados Unidos (SUWANTARAT et al, 2014), ST160 descrito 

na China (DENG et al, 2011), ST365 descrito no Canadá (PEIRANO et al, 2014), 

ST21 descrito na Polônia (JANUSZKIEWICZ et al, 2015), ST38 descrito na 

Alemanha (GERHOLD et al, 2016). 

Atualmente, o clone ST131 de E. coli produtora de CTX-M-15 tem se 

espalhado nos ambientes comunitárias e hospitalares, relacionado principalmente a 

infecções do trato urinário e bacteremias (NICOLAS-CHANOINE et al. 2014, 

SCHEMBRI et al. 2015), similar ao encontrado neste estudo, onde quatro amostras 

foram de origem comunitária e dois de origem hospitalar. Na América Latina, o clone 

ST131 tem sido descrito no México (MOLINA-LÓPEZ et al. 2011), Brasil (PEIRANO 

et al. 2011), Colômbia (RUIZ et al. 2011) e Argentina (SENNATI et al. 2012). 

O presente estudo demonstra que a resistência em cepas de E. coli 

uropatogênicas se encontra disseminada nos ambientes comunitários e hospitalares, 

com predomínio nos hospitais, confirmado com a presença dos determinantes 

genéticos de resistência aos três principais grupos de antibióticos usados no 

tratamento empírico das ITUs. Igualmente, confirma a presença do clone pandêmico 

ST131 de E. coli produtora da enzima CTX-M-15 nos dois ambientes, o que 

domonstra a importância deste estudo com as amostras do Equador. 
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6 CONCLUSÕES 

 Entre os 156 isolados de E. coli foram observadas porcentagens de 

resistência superiores a 20% para 6 dos 13 antimicrobianos testados, 

destacando que 100% das cepas foram suscetíveis para ertapenem. A 

resistência foi maior nas amostras de origem hospitalar. 

 Isolados clínicos de Escherichia coli produtores de ESBL carreavam os genes 

blaTEM, blaSHV, blaCTX-M e blaAMPC, com predominância de blaSHV e blaCTX-M-15.  

 Isolados clínicos resistentes à ciprofloxacina carreavam os genes qnr e 

aac(6´)-Ib-cr, destacando a predominância do 100% para o gene qnrB alelo 

19 (qnrB19). 

 Foram detectados os genes aac(6´)-Ib, aac(3´)-IIa nos isolados de E. coli com 

resistência à amicacina e gentamicina, com maior porcentagem nas amostras 

de origem hospitalar. 

 Foram encontrados os integrons de classe 1, os quais carregavam 

principalmente genes drfA e aadA. 

 Os grupos filogenéticos B2 e A foram encontrados com maior frequência entre 

os isolados clínicos de E. coli uropatogênica. Os genes de resistência 

pesquisados estão distribuídos nos quatro grupos filogenéticos, incluídos nos 

grupos chamados de não patogênicos (grupos filogenéticos A e B1). 

 A análise por PFGE demostrou alto grau de polimorfismo entre os 101 

isolados clínicos de E. coli com resistência. 

 Na análise pelo MLST, os 17 isolados CTX-M-15 positivos foram 

caracterizados entre nove STs (ST2, ST472, ST160, ST365, ST173, ST21, 

ST477, ST38 e ST131-B2) de E. coli, os quais foram agrupados em 6 

complexos clonais. 

 Foi identificado o clone pandêmico ST131-B2 de Escherichia coli produtor da 

enzima CTX-M-15, espalhado nos ambientes comunitários e hospitalares.  
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 Finalmente, podemos dizer que as informações geradas neste trabalho, 

trazem novos conhecimentos sobre a ocorrência das ESBL, AmpC, PMQR, 

EMAs e clones de resistência (ST131-B2-E. coli) no Equador, o qual ainda 

não são estudados completamente.  
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7 PERSPECTIVAS 

 Na atualidade, o Equador não possui muita informação relacionada à 

resistência antibiótica molecular, desconhecendo as causas genéticas que 

levam aos fracassos nos tratamentos clínicos de algumas doenças 

infecciosas nos hospitais e na comunidade. Este conhecimento genético de 

resistência bacteriana vai auxiliar no melhor controle e vigilância 

epidemiológica, o que vai levar a melhorar na escolha dos antibióticos no 

momento do inicio do tratamento. 

 Por isto, vamos continuar com o monitoramento dos perfis de resistência 

antibiótica em cepas bacterianas de interese em saúde pública no Equador, 

com apoio da Red-RAM, para conhecer melhor os perfis de resistência 

antibiótica. Desta forma, a escolha do medicamento vai ser a apropriada na 

terapêutica das doenças infecciosas, especialmente nos tratamentos 

empíricos. 

 Com o conhecimento dos perfis de resistência, nós vamos procurar 

alternativas de tratamento antibiótico mais específicos nas infecções 

bacterianas, principalmente na presença de clones com multirresistência.  

 Continuar com pesquisas relacionadas com a resistência antibiótica nas 

bactérias de interesse na saúde pública; aplicando os procedimentos 

moleculares aprendidos durante a elaboração deste projeto.  
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