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Distribuicao clonal de cepas de Escherichia coli isoladas em infec¢des do trato urinario

adquiridas na comunidade
Joilton Oliveira Matos
Orientador: Dr. Edson Duarte Moreira Jr.

Introducéo: A infecgao do trato urinario adquirida na comunidade (ITU-AC) situa-se entre
as mais frequentes infecgdes bacterianas do ser humano e uma das principais razdes
para 0 uso de antibidticos. A Escherichia coli causa aproximadamente 80% destas
infeccbes. Estudos recentes sugerem que as mudangas na prevaléncia da resisténcia
aos antimicrobianos entre os isolados de E. coli na comunidade sdo mais influenciados
pelo aparecimento e desaparecimento transitoério de grupos clonais do que pela pressao
seletiva exercida com o uso indiscriminado de determinados antimicrobianos. Objetivos:
Avaliar a clonalidade das cepas de E. coli isoladas em ITU-AC, investigando o papel da
clonalidade destas cepas na persisténcia e disseminacao da resisténcia a ciprofloxacina.
Material e Métodos: Das 463 cepas de E. coli isoladas consecutivamente de pacientes
com ITU-AC atendidos em dois servigos ambulatoriais em Salvador/BA no periodo de
2001 a 2002, foi selecionada uma amostra de cepas resistentes a Ciprofloxacina (n=45) e
outra de cepas sensiveis a todos os antimicrobianos testados (n=43). Os testes de
susceptibilidade foram realizados conforme recomenda o Clinical and Laboratory
Standards Institute e a clonalidade das cepas foi analisada através da comparacao dos
padrées de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), utilizando os critérios de
Tennover como estabelecido pelo Centers for Disease Control and Prevention.
Resultado: Os principais grupos clonais entre as cepas resistentes a ciprofloxacina
foram G, A e D que corresponderam a 42% destas e apenas a 7% das cepas sensiveis
(p< 0, 001). Concluséo: Nossos dados mostram a predominancia de alguns grupos
clonais entre os isolados de E. coli resistentes a ciprofloxacina. Sugerindo, portanto, que
a expansdo de determinados clones pode desempenhar papel importante na
disseminacao de resisténcia bacteriana em ITUs-AC.



Clonal distribution of Escherichia coli strains isolated from community-acquired urinary

tract infections
Joilton Oliveira Matos

Orientador: Dr. Edson Duarte Moreira Jr.

Introduction: Community-acquired urinary tract infection (CA-UTI) is among the most
frequent bacterial infections in humans and a major reason for antibiotic use. Escherichia
coli causes approximately 80% of these infections. Recent studies suggest that changes
in the prevalence of antimicrobial resistance among isolates of E. coli in the community
are more influenced by appearance and disappearance of transient clonal groups than by
selective pressure from indiscriminate use of certain antimicrobials. Objectives: To
evaluate the clonality of strains of E. coli isolated from CA-UTI, investigating the role of
clonality of these strains in the persistence and spread of resistance to ciprofloxacin.
Methods: Of 463 strains of E. coli isolated consecutively from patients with CA-UTI
treated at two outpatient services in Salvador, Bahia from 2001 to 2002, we selected a
sample of strains resistant to ciprofloxacin (n = 45) and another sample of strains
susceptible to all antimicrobials tested (n = 43). The susceptibility tests were performed as
recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute and clonality of the
strains was analyzed by comparing the electrophoresis patterns of pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) using the criteria of Tennover as established by Centers for
Disease Control and Prevention. Results: The main clonal groups of strains resistant to
ciprofloxacin were G, A and D which accounted for 42% of them and comprised only 7%
of susceptible strains (p <0.001). Conclusion: Our data show the predominance of some
clonal groups among isolates of E. coli resistant to ciprofloxacin. Thus suggesting that the
expansion of certain clones may play an important role in the spread of bacterial
resistance in CA-UTI.
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1.0 - INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos tem sido considerada como um grave problema
de saude publica e é uma das prioridades do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) para a prevengao de doengas infecciosas emergentes (CDC, 2009). A resisténcia
aos antibidticos constitui uma ameaca direta a saude humana, diminuindo a eficacia dos
tratamentos, prolongando as doengas e aumentando o risco de morbidades mais graves

(FOXMAN, 2007).

Ao analisar o aumento da resisténcia entre as bactérias isoladas de infecgcbes em
humanos, € conveniente considerar o hospital e a comunidade como ecossistemas
distintos. Apesar de arbitraria, esta divisdo reflete diferentes populacdes, pressdes
seletivas, reservatorios e outros fatores que sao importantes no surgimento, persisténcia

e transmissao da resisténcia entre estes microorganismos (COHEN, 1992).

A infeccdo do trato urinario € uma das indicacbes mais comuns para o tratamento
com antimicrobianos. O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos utilizados
como primeira escolha tem limitado as opcdes terapéuticas para o tratamento dessas

infecgdes tanto em ambito hospitalar como na comunidade.
1.1 - Infecgao do Trato Urinario (ITU)
1.1.1 - Definicéao

A ITU pode ser definida como a invasdo e multiplicagdo de microrganismos nos
tecidos do trato urinario, desde a uretra até os rins (THOMPSON et al, 2003). A ITU pode

ser classificada como complicada ou nao complicada. A ITU ndo complicada refere-se a
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episodios de cistite ou pielonefrite que ocorrem em individuos jovens, previamente
saudaveis e sem qualquer anormalidade anatomica ou funcional do trato urinario. A ITU
complicada, por outro lado, esta associada a condigcdes que aumentam o risco de
complicagbes graves ou falha do tratamento, tais como: Diabetes, bexiga neurogénica ou
nefrolitiase (HOOTON, 1997).

1.1.2 - Epidemiologia

As ITUs estdo entre as mais frequentes infeccdbes que ocorrem em mulheres.
Aproximadamente, 10% das mulheres adultas apresentam um episddio de infec¢ao
urinaria por ano na comunidade e 50% tem ao menos um evento durante a vida. A maior
incidéncia de ITU acontece em mulheres jovens, sexualmente ativas, com faixa etaria
entre 18 e 24 anos, sendo as recidivas particularmente comuns (cerca de 5%) (FOXMAN
et al, 2000). As ITUs raramente acontecem em homens jovens com trato geniturinario
normal, porém existem alguns fatores de riscos que estédo relacionados com o aumento
da incidéncia no sexo masculino, como relagcdes homossexuais e parceiras sexuais com
colonizagao vaginal por Escherichia coli (FOXMAN et al, 2002b). Ap6s 60 anos de idade,
a incidéncia de ITU aumenta, podendo atingir cerca de 3 a 4% dos homens,
relacionando-se a quadros de hiperplasia prostatica (NABER et al, 2006).

Em 1995, foi estimado que nos Estados Unidos as infeccbes do trato urinario
adquiridas na comunidade (ITU-AC) resultaram em aproximadamente oito milhdes de
visitas médicas e mais de cem mil admissdes hospitalares, com custos aproximados de
1,6 bilhdes de ddélares (FOXMAN et al, 20022). Os custos diretos incluem os implicados
no atendimento ambulatorial, despesas com a terapia antimicrobiana e hospitalizacao,
enquanto os custos indiretos sao relacionados a perda de produgdo por dias nao

trabalhados (FOXMAN et al, 2000; FOXMAN et al, 2002a).
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1.1.3 — Etiologia

Muitos microrganismos podem infectar o trato urinario, mas os agentes etioldgicos
predominantes sdo os bastonetes Gram negativos. Dentre eles, a Escherichia coli causa
aproximadamente 80% das infeccbes agudas nos pacientes sem cateteres,
anormalidades uroldgicas ou calculos. Outros bastonetes Gram negativos, em especial,
Klebsiella spp. e Proteus spp., sdo responsaveis por uma propor¢ado menor de infeccoes
sem complicagdes. O Staphylococcus saprophyticus, que € um coco Gram positivo,
geralmente corresponde de 10 a 15% das ITUs sintomaticas em mulheres jovens e

sexualmente ativas (STAMM, 2002).
1.1.4 - Diagndstico

O diagndstico microbioldgico da ITU inicia com a adequada coleta da urina. A
urina obtida do jato médio através de técnicas assépticas, em nao vigéncia de
antibioticoterapia, € a mais utilizada para a urocultura. Este método possui as vantagens
de ser nao invasivo, simples e de baixo custo, requerendo, todavia, assepsia adequada,
a fim de evitar contaminacdo com a microbiota comensal da uretra e do proprio tecido

adjacente ao orificio uretral (HEILBERG et al, 2003; WILSON et al, 2004).

A amostra deve ser processada em até 2 horas apés sua coleta ou 24 horas sob
refrigeracdo, se ndo for acrescida de conservante. A técnica utilizada para semeadura da
amostra € semiquantitativa, utilizando o método da alga calibrada, na diluicdo 1:1000, o
que permite a semiquantificagdo do uropatégeno em Unidades Formadoras de Coldnias

por mililitro (UFC/mL). Uma contagem igual ou superior 10° UFC/mL ¢é utilizada como



13

critério de positividade nas amostras que apresentem crescimento de uma unica espécie

de microrganismo (HEILBERG, et al, 2003; KASS, 1956; WILSON, et al, 2004).

1.1.5 - Tratamento

O tratamento das ITUs baseia-se na previsibilidade dos microrganismos isolados e
em seus respectivos padrdes de susceptibilidade aos antimicrobianos. Norteado por
estes principios, € recomendado que o tratamento empirico seja iniciado nos individuos
com suspeita clinica de ITU-AC nao complicada, mesmo sem o isolamento prévio do
uropatdégeno. A realizagdo da urocultura, porém, € recomendada para mulheres com
apresentacao atipica, com episédios de recorréncia sintomatica apds terapia ou quando

ha suspeita de pielonefrite (HOOTON, 2003).

A utilizagdo de Sulfametoxazol-Trimetoprim (SXT) por trés dias é preconizada
como tratamento empirico para ITU-AC, sendo de equivalente efeito o uso de
Fluoroquinolonas como: Norfloxacina, Ofloxacina e Ciprofloxacina (WARREN et al,1999).
A utilizagdo das Fluorquinolonas geralmente ndo é recomendada, devido ao maior custo
e pela possibilidade de selecionar cepas resistentes. Contudo, estes antimicrobianos
podem ser uma opcdo na terapia empirica inicial em comunidades com altas taxas de
resisténcia ao SXT (>20%) entre os uropatdégenos. Outras opgdes incluem a utilizagao de
Nitrofurantoina, durante 7 dias ou Fosfomicina em dose terapéutica unica, porém, mais
estudos devem ser realizados para garantir que esses farmacos apresentam a mesma
eficacia terapéutica para o tratamento de ITUs-AC n&o complicadas (LE e MILLER, 2001;

WARREN et al,1999).
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1.2 - Resisténcia aos Antimicrobianos

A resisténcia entre os isolados de E. coli frente aos antimicrobianos cresceu
progressivamente, nas ultimas cinco décadas. Esse aumento tem comprometido o uso de
Ampicillina, Cefalosporinas, SXT e mais recentemente de Fluoroquinolonas. Por isso, a
escolha da terapia empirica para o tratamento de ITU-AC ndo complicada deve
considerar o perfil de susceptibilidade dos uropatdgenos isolados na comunidade. A
importancia da vigilancia epidemiolégica na escolha da terapéutica empirica é
compreendida quando se avalia as taxas de resisténcias entre os isolados de diferentes
paises e, até mesmo, de diferentes estados de um mesmo pais. Em inumeros estudos
pode-se notar o quanto essas taxas diferem de uma comunidade para outra. (GUPTA et

al, 2001; GUPTA et al, 2002).

Schito e colaboradores (2009) conduziram um estudo internacional de vigilancia
epidemiolégica em nove paises da Europa e no Brasil. O objetivo era avaliar a
prevaléncia e o padrdo de susceptibilidade dos patdogenos aos antimicrobianos, em
individuos adultos com ITU-AC. Em 77% dos casos a E. coli foi o microrganismo isolado.
Entre estes, 10% apresentavam resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos,
sendo, as resisténcias mais comuns a: Ampicilina, SXT e Acido nalidixico com taxas de
48%, 29% e 19%, respectivamente. A prevaléncia de resisténcia a Ciprofloxacina variou

de 1,4% na Franca até 12,9% na Russia, no Brasil a taxa foi de 10,8%.

Em Israel, Rock e colaboradores (2007) reportaram que ao longo de 10 anos

(1995 - 2005), a taxa de resisténcia a ciprofloxacina aumentou significativamente,
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passando de 6% para 10%, enquanto as taxas de resisténcia a SXT mantiveram-se

relativamente constantes, passando de 29% para 28%.

No Canad4a, ao contrario de outros paises, estudos ainda corroboram a
possibilidade de se utilizar SXT como antibidtico de primeira escolha, porém devem ser
consideradas as diferengas regionais. Mclsaac e colaboradores (2006) demonstraram
taxas de resisténcia entre 11,4% e 20,5% para SXT e variagdes de 3,0% a 15,8% para

ciprofloxacina nas diferentes comunidades do Canada.

O estudo de vigilancia epidemiologica conduzido por Andrade e colaboradores
(2006) em alguns paises da America Latina (Argentina, Brasil, Chile, México e
Venezuela) revelou taxas ainda maiores de resisténcia para Ciprofloxacina. O Brasil
apresentou as menores taxas de resisténcia, a este antimicrobiano, dentre os paises
pesquisados (11,1%), seguido de Chile (13,5%), Argentina (24,7%), Venezuela (28,4%) e

México (72,2%).

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

Brasilia, 9,1% para ciprofloxacina e 49,4% para SXT (PIRES et al, 2007).
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1.3 - Causas e Mecanismos de Aquisi¢cao e Disseminagao da Resisténcia

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser adquirida basicamente por dois
mecanismos: mutagcdo espontdnea e aquisicdo de genes de resisténcia. Apesar de
mutagdes pontuais ocorrerem em uma baixa freqliéncia, aproximadamente 2x10° por
genoma, em decorréncia do numero de microrganismos que compdem nossa flora ser
tdo elevado (estimado em trilhdes), a probabilidade de muta¢cdes que favoregcam a
resisténcia bacteriana apés o tratamento de infecgdes com antibidticos torna-se relevante

(FURUYA et al, 2006).

Outro meio de aquisicao de resisténcia se da por meio da transferéncia horizontal
de genes entre os microrganismos, que assume grande importancia na disseminagao da
resisténcia. A resisténcia transferivel ocorre quando um dado microrganismo recebe
material genético de outro, passando a expressar a caracteristica contida no gene
recentemente adquirido. Esse material genético que contém a informagao que expressa a
resisténcia pode ser transferido de algumas formas: transformacado, transducédo e

conjugacao (FURUYA et al, 2006).

A vantagem seletiva concedida por estes mecanismos € o que permite a selegao
desses microrganismos e disseminacdo de resisténcia na comunidade. A pressao
seletiva exercida pelo consumo de antibiéticos no tratamento de infecgdes em humanos
tanto no ambito hospitalar como comunitario, bem como a utilizacdo de antimicrobianos e
moléculas analogas como promotoras de crescimento e tratamento de infec¢gdes em
animais de criagao para abate sao fatores que devem ser considerados no entendimento

desse processo.
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O uso de antibidticos e moléculas analogas como promotoras de crescimento e
tratamento em animais de abate tornou-se uma caracteristica da pecuaria moderna, e ao
mesmo tempo, uma preocupacao pela possibilidade de selecédo e disseminacao de cepas
resistentes. Embora muitos produtos utilizados como promotores do crescimento tenham
pouca ou nenhuma aplicacdo na medicina humana, os utilizados na profilaxia e terapia
sao, muitas vezes, intimamente relacionados aos antibidticos utilizados na pratica clinica:
B-lactamicos (Penicilinas e Cefalosporinas); Sulfonamidas associadas ou nado ao
Trimetropim; Tetraciclinas; Macrolideos; Lincosaminas e Quinolonas (incluindo
Fluorquinolonas) (PHILLIPS et al, 2004). Portanto, essa pratica pode exercer uma

pressao seletiva importante na comunidade.

Diversos estudos realizados com intuito de demonstrar a relagado entre aumento do
consumo de antimicrobianos na comunidade e a elevacao das taxas de resisténcias entre
isolados de E. coli apresentam resultados divergentes. Como por exemplo, no trabalho
realizado por Kahlmeter e colaboradores (2003), em individuos com ITU-AC, nenhuma
associagao estatisticamente significativa foi evidenciada entre a resisténcia de isolados
de E. coli e o consumo de Amoxacilina-Clavulanato, Cefadroxil, Fosfomicina,
Sulfonamidas, Trimetoprim e SXT. Porém, foi encontrada uma correlacdo significativa
entre o consumo e o aumento da resisténcia para Ciprofloxacina, Acido nalidixico,

Gentamicina e Nitrofurantoina.

No trabalho de Colgan e colaboradores (2008), nenhuma associacdo foi
encontrada entre a resisténcia ao SXT e o uso deste antimicrobiano em pacientes com
ITU-AC. No Reino Unido, apesar da diminuicdo na prescricao de SXT, as taxas de

resisténcia entre os isolados de E. coli mantiveram-se elevadas (ENNE et al , 2001).
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Livermore e colaboradores (2002) notaram que as taxas de resisténcia as
Fluoroquinolonas entre os isolados de E. coli aumentaram, apesar do declinio no numero
de prescrigbes destas drogas na comunidade. Porém, outros estudos mostraram uma
associagao entre o uso ambulatorial das Fluoroquinolonas e a resisténcia a essas drogas

(GOETTSCH et al 2000; MACDOUGALL et al, 2005).

Os trabalhos acima s&o contraditérios no sentido de apoiar a hipotese de que
apenas pressao seletiva seja determinante no aumento das taxas de resisténcia aos
antimicrobianos na comunidade. Bartoloni e colaboradores (2004) estudando as taxas de
resisténcia aos antimicrobianos em isolados de E. coli de ITU em uma comunidade rural
da Bolivia, considerada isolada e de dificil acesso, onde o uso de antimicrobianos era
minimo, observaram que nesse local 67% dos isolados de E. coli apresentavam
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano; as taxas mais elevadas foram observadas
para Tetraciclina (64%), Ampicilina (58%) e SXT (50%). Os dados acima relatados
fornecem evidéncias de que o aumento e a diminuicido das taxas de resisténcia em
determinada comunidade podem nao ser influenciados apenas pelo consumo de
antimicrobianos, mas sim, pela introdugao, disseminacéao e persisténcia de determinados

grupos clonais multirresistentes na comunidade.

1.4 — A Biologia Molecular na Investigagao Epidemiologica

A epidemiologia visa identificar a distribuicdo da doenga no tempo e no espaco,
bem como os fatores que determinam a transmissdo, manifestacdao e progressao da
doenca. As técnicas moleculares quando aplicadas a epidemiologia visam estratificar e

refinar os dados de forma mais confiavel através de medicbes mais sensiveis e
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especificas, facilitando assim, as investigacdes epidemioldgicas (FOXMAN, B.; RILEY, L.,

2001).

A tipagem de microrganismos, capacidade de identifica-los ao nivel da espécie e
de discriminar entre individuos da mesma espécie, conheceu grandes avangos nos
ultimos anos, tendo sido influenciada por uma série de novos métodos que fazem uso da

grande variagcéo encontrada no DNA destes microrganismos (MASLOW et al, 1993).

A premissa basica inerente a qualquer sistema de tipagem é que isolados
epidemiologicamente relacionados sao derivados da expansdo clonal de um precursor
unico e, consequentemente, compartilham caracteristicas que diferem dos isolados nao
relacionados. Esses métodos fornecem informacbes Uuteis para a vigilancia
epidemioldgica de doencgas infecciosas, que € um processo sistematico e continuo de
coleta de dados, analise, interpretacéo, avaliagao de tendéncias da doenga e concepgao

de formas de controla-las (MASLOW et al, 1993).

Antes de um método de tipagem ser utilizado em uma dada situacédo, a sua
adequacgao, deve ser claramente demonstrada. Cada método de tipagem, portanto,
precisa ser avaliado e validado em relacdo a uma série de critérios. Estes podem ser

divididos em critérios de desempenho e de conveniéncia (OLIVE, D. M.; BEAN, P., 1999).

Os critérios de desempenho podem ser caracterizados em termos de: tipabilidade,
reprodutibilidade, poder discriminatério, estabilidade e concordancia epidemiolégica. Uma
vez que o valor intrinseco de um método, bem como a sua adequacdo para a
caracterizagao de uma determinada espécie, forem estabelecidos com base nos critérios

de desempenho, outros critérios, relacionados com a viabilidade ou conveniéncia,
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precisam ser considerados. Estes parametros sdo importantes para a selecdo de um
método de tipagem apropriado, e dependem de uma série de fatores, como a dimenséao
da investigacao e os recursos financeiros e técnicos disponiveis. Os seguintes critérios
de conveniéncia, portanto, precisam ser considerados: acessibilidade, flexibilidade,
rapidez, facilidade de uso, custos e adequacdo dos resultados para informatizacéo,

analise e armazenamento dos dados (VAN BELKUM et al, 2007).

Métodos genotipicos de tipagem avaliam a variagdo no genoma das bactérias
isoladas em relagcdo a composi¢do (por exemplo, a presenga ou auséncia de
plasmideos); estrutura geral (perfis de restricdo por endonuclease, o numero e posigao
de elementos repetitivos), ou sequéncia precisa de nucleotideos (de um ou mais genes

ou regides intergénicas) (VAN BELKUM et al, 2007).

Sao diversas as técnicas que podem ser utilizadas para tipagem de uropatégenos.
Os métodos baseados em PCR-fingerprinting sdo considerados flexiveis, de facil e rapida
execugao, porém possuem baixa reprodutibilidade inter-corrida e inter-laboratério. A
interpretacado dos padroes de amplificacdo e dos critérios utilizados para delineamento de

clones sao frequentemente de dificil interpretacdo (STRULENS et al, 1996).

A técnica mais discriminatéria, exce¢ao do sequenciamento do genoma, € a
tipagem por pulsed field gel electrophoresis (PFGE). Nesta metodologia, o DNA
bacteriano total é eletroforeticamente separado apds digestdo com endonucleases de
restricdo, que reconhecem um numero limitado de sitios genémicos. A partir das bandas
geradas no gel de eletroforese é feita uma analise comparativa entre os fragmentos

buscando a identificacdo de clones. Este € um dos métodos de maior reprodutibilidade
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dentre as técnicas de tipagem correntes, podendo ser utilizado para tipagem de diversas

espécies bacterianas (JOHNSON, J. R.; RUSSO, T., 2005)

Como ocorre com qualquer teste, os resultados obtidos sdo mais eficazes quando
utilizados para complementar e nao substituir as hipéteses e as perguntas
cuidadosamente desenvolvidas pelo clinico ou epidemiologista. Idealmente, a tipagem
deve ser feita de forma independente pelo pesquisador para evitar viés, embora os

resultados devam ser analisados de forma conjunta (MASLOW et al, 1993).

1.5 - Transmissao e Disseminacgao Clonal

O mecanismo pelo qual as cepas de E. coli uropatogénicas se disseminam na
comunidade ainda n&o esta claro. Porém, a colonizagdo do trato gastrointestinal com
cepas de E. coli resistentes aos antibidticos tem sido demonstrada em individuos que
viajaram para areas com alta prevaléncia de resisténcia, presumivelmente essa
contaminagao ocorre através da ingestao de alimentos ou agua contaminada (MURRAY

et al, 1990).

A via fecal-oral é sugerida pelas observagdes de trasmissédo de E. coli entre
criancas em creches e também de criancas colonizadas com esta bactéria para seus
familiares (FORNASINI et al, 1992). Ha também evidéncias de que cepas uropatogénicas
podem, ocasionalmente, ser compartilhadas entre os parceiros sexuais (FOXMAN, B.;

BROWN, P., 2003)

Embora a ITU normalmente ndo seja considerada uma doenga associada a surtos
epidémicos, certas linhagens uropatogénicas de E. coli podem sim, causar surtos na

comunidade. Entre 1986-1987, a E. coli O15:K52:H1 causou um surto de cistites,
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pielonefrites e septicemias no sul de Londres (PHILLIPS et al, 1988). Outros surtos de
ITU-AC causados por E. coli foram descritos em Copenhague, na Dinamarca, causados
pelo sorotipo O78:H10 (OLESEN et al, 1994) assim como outro surto maior no Canada,
causado por uma cepa de E. coli produtora de B-lactamase de espectro estendido

(ESBL) (PITOUT et al, 2005).

Em 2001, Manges e colaboradores realizaram um estudo nos EUA com amostras
de E. coli provenientes de mulheres com ITU em centros médicos universitarios de trés
estados diferentes: Califérnia, Michigan e Minnesota. Apds o isolamento e genotipagem
por ERIC-PCR pdde-se observar que um unico grupo clonal era o responsavel por quase
metade das ITUs-AC que exibiam resisténcia a SXT. Esse estudo forneceu evidéncias de
como um unico grupo clonal pode contribuir para o aumento da resisténcia em E. coli.
Esses autores também descreveram a presenca deste clone em fezes de pessoas
saudaveis da comunidade, sugerindo que uma possivel fonte alimenticia poderia ser a

responsavel pela disseminagao de grupos clonais na populagdo (MANGES et al, 2001).

Smith e colaboradores (2008), dando continuidade ao estudo desenvolvido por
Manges e colaboradores (2001), avaliaram durante quatro anos o perfil de sensibilidade
de cepas de E. coli isoladas de ITU-AC e a participagdo de grupos clonais na
disseminagao de resisténcia a SXT. Ao final do estudo, constataram que a prevaléncia da
resisténcia aos antimicrobianos era influenciada por poucos grupos clonais, sugerindo,
assim, que a introdugao de grupos clonais com determinado padrao de resisténcia em
uma comunidade tem um papel de maior relevancia na mudanga dos perfis de
sensibilidade dos isolados de E. coli do que a pressdo seletiva exercida pelo uso

indiscriminado de antibioticos nessa populagao.
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Ramchandani e colaboradores (2005), tentando ratificar a importancia das fontes
alimenticias na disseminagcdo de cepas de E. coli resistentes a determinados
antimicrobianos, avaliaram 495 cepas isoladas de fontes ndo humanas (ambientais e
animais) entre 1965 e 2002, incluindo cepas que possuiam O mesmo Sorogrupo
encontrado entre os grupos clonais associados a infecgbes em humanos. Dos 495
isolados, 128 (26%) eram indistinguiveis do grupo clonal associado a infecgbes em
humanos, utilizando-se a técnica de ERIC-PCR. Destes 128 isolados, 79% foram
idénticos ao grupo clonal quando analisados por RAPD e 1 isolado bovino, revelou, pela
técnica de PFGE, uma semelhanga de 94% com o grupo clonal associado a ITU em
humanos. Segundo os autores, esses achados ratificam a possibilidade de disseminacao

de E. coli uropatogénica por via alimenticia.

Portanto, o estudo e caracterizagao da distribuicdo clonal de cepas de E. coli
isoladas de ITU-AC pode contribuir para o entendimento dos mecanismos de aquisi¢ao e

disseminagao de resisténcia na comunidade.
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2.0 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar a distribuigao clonal de cepas de E.coli isoladas em ITU-AC.

2.2 — Objetivos Especificos

1- Subtipar cepas de E. coli isoladas em ITU-AC utilizando a técnica de PFGE.

2- Comparar a composi¢ao clonal das cepas de E. coli de acordo com a presencga

ou auséncia de resisténcia a Ciprofloxacina.

3- Correlacionar a composi¢cao clonal com as caracteristicas fenotipicas de

resisténcia dos isolados de E. coliem ITU-AC.
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3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Locais de Estudo

Laboratério de Epidemiologia Molecular e Bioestatistica do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz — FIOCRUZ, Bahia e os Laboratérios de Microbiologia clinica do Hospital

Santo Antdnio (HSA) e do Hospital S&do Rafael (HSR).

3.2 - Populacao

Amostra consecutiva de cepas de Escherichia coli isoladas de urocultura de
pacientes ambulatoriais atendidos no laboratério do HSA ou do HSR, de novembro de

2001 a julho de 2002.

3.2.1 - Critérios de Inclusao

Pacientes com 18 anos ou mais, com infeccdo do trato urinario adquirida na

comunidade.

3.2.2 - Critérios de Exclusao

Pacientes com infecgdo urinaria nosocomial ou pacientes submetidos a

manipulacéo instrumental do trato urinario nos ultimos 30 dias.

3.3 - Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de corte-transversal onde se avaliou a composi¢ao clonal
de cepas de E. coli isoladas de pacientes ambulatoriais atendidos em servigos publico e

privado de assisténcia a saude.
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3.4 - Coleta de dados

As informagdes sdécio-demograficas e sobre internagbes e procedimentos
hospitalares nos ultimos 30 dias foram obtidas no HSA através de entrevistas realizada
por pessoal treinado para este fim. No HSR, estas informag¢des foram retiradas da

solicitacido de exame de urocultura.
3.5 - Isolamento de E. coli

As amostras de urina foram coletadas e semeadas por meio de técnica
semiquantitativa em Agar Sangue (PlastLabor, Rio de Janeiro, Brasil) e Agar MacConkey
(Difco, Detroit, USA) com auxilio de al¢a calibrada de 1uL e incubadas a 37°C por 18-24
horas em estufa bacteriolégica. Sendo a avaliagao fenotipica preliminar realizada pela
observacgao de colbnias rosadas (fermentagao da lactose positiva) na superficie do agar
MacConkey. A seguir, uma colbnia representativa foi avaliada quanto as suas

caracteristicas bioquimicas para identificacao definitiva.
3.6 - Testes de Susceptibilidade a Antimicrobianos

As cepas de E. coli isoladas no servigo publico de assisténcia a saude tiveram seu
perfil de susceptibilidade determinados frente a 18 antibiéticos (ampicilina, amoxacilina,
acido nalidixico, amicacina, cefalotina, ceftazidima, cefuroxima, cefepime, ciprofloxacina,
cloranfenicol, gentamicina, imipenem, nitrofurantoina, norfloxacina, acido pipemidico,
tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim) (CECON, Sao Paulo, Brasil), através do teste
padronizado de difusdo em disco, recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) e descrito no Protocolo M100 deste comité, cujo controle de qualidade foi

realizado com a cepa padrao de Escherichia coli ATCC 25922.
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Trés a cinco coldnias de morfologia semelhante em cultura pura obtidas em Agar
MacConkey foram diluidas em 5 mL de solugado fisioldgica salina estéril a 0,85% e
homogeneizadas com finalidade de obter uma turbidez correspondente a escala 0,5 de
McFarland. A inoculagdo das placas de Muller Hinton (AMH; Difco, Detroit, USA) foi
realizada com “swabs” umedecidos na suspensdo e posteriormente semeados em trés
sentidos diferentes na placa. Apdés seco o indculo, discos de antimicrobianos foram
depositados nas placas manualmente com o auxilio de uma pinca, em condicbes de
esterilidade em fluxo laminar. Apdés 18-24 horas de incubacdo a 37°C foi realizada a
leitura com auxilio de uma régua milimétrica transparente para determinar o didametro (em
mm) do halo de inibigdo, e a interpretacdo foi realizada obedecendo aos padrdes
estabelecidos pelo CLSI. No servigo privado de assisténcia a saude a susceptibilidade foi
determinada através de método automatizado (Vitek, St. Louis, MO) de acordo com a
recomendagao do fabricante. As cepas com susceptibilidade intermediaria foram
interpretadas como sensiveis. Para efeito desse estudo, os isolados que apresentaram
resisténcia a trés ou mais drogas foram designados como resistentes a multiplas drogas

(RMD).
3.7 - Genotipagem por Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Para a subtipagem dos isolados de ITU-AC foi utilizado um protocolo modificado
para subtipagem de E. coli (O157:H7) por PFGE, estabelecido pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) (BENDER et al, 1997). Foram tipados por esse método 88
cepas de E. coli, que compreendiam uma amostra aleatéria de 70% (45 de 64) das cepas
resistentes a Ciprofloxacina e 28% (43 de 155) das cepas sensiveis a todos os

antimicrobianos. Para realizagao do PFGE, cada isolado foi inicialmente semeado em
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TSA (Trypticase Soy Agar) e incubado em estufa a 37°C por 18-24 horas; apds esse
periodo foi feita uma suspensao bacteriana em 500uL de “PIV” (NaCl 1M em 10 mM de
Tris-HCI, pH 7,6) e ajustada a escala 1,0 de MacFarland, onde adicionou-se 500uL de
agarose “Low Melting Point” a 2% a 56°C para o preparo dos “plugs”. Apos solidificagao,
os “plugs” foram tratados com proteinase K (25mg/mL) (SIGMA-ALDRICH®) overnight —
1mL do tampéo “ES” e 40uL de proteinase K. Durante trés dias, os “plugs” foram lavados
sucessivamente com tampéao “TE” (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) em temperatura
ambiente. Apds as lavagens, foi realizada a restricdo enzimatica (temperatura de 37°C

“overnight’) com a enzima Xbal (12U/uL) (SIGMA-ALDRICH®).

Para a corrida eletroforética, foi utilizado o CHEF-DR® Il (Bio-Rad), sob as
condigbes de tempo inicial de 2,2 segundos e final de 54,2 segundos, voltagem de 6
V/cm e tempo de corrida de 20 horas. Apds a corrida o gel foi corado com Brometo de

etidio.
3.8 - Analise Estatistica

Os dados foram digitados em duplicidade e checados para erros de entrada e
valores fora do intervalo ou inconsistentes. O banco de dados gerado foi entdo analisado
quanto a distribuicdo de frequéncia das variaveis de interesse e a tabulacdo das
principais comparag¢des. Medidas de tendéncia central (média, mediana e moda) foram
estimadas conforme a situagdo. A significancia estatistica das diferengas entre duas ou
mais propor¢oes foi avaliada através do teste do Qui-quadrado, enquanto que as
diferencas entre médias foram avaliadas através do teste de t de Student ou da analise

de variancia (ANOVA). Foram considerados significativos estatisticamente aqueles
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resultados com p<0,05 (bi-caudal). Todas as analises foram realizadas no programa

estatistico Stata.

Para determinagéo de perfil de mobilidade eletroforética, foi utilizado o programa,
Gel Compar Il. A comparagdo das amostras foi realizada a partir de dendrograma
utilizando o coeficiente de Dice com tolerancia de 1,5%. Os critérios estabelecidos por
Tenover (1995) foram empregados para avaliar uma possivel relagdo genética entre as

cepas.
3.9 - Consideragdes Eticas

O projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa dos
respectivos locais de estudo. A analise dos dados e todos os testes do protocolo foram
realizados sem conhecimento da identidade dos participantes por parte da equipe de
investigadores. Dessa maneira, foi preservada a confidencialidade das informacdes e a

privacidade dos individuos incluidos no protocolo.
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4.0 - RESULTADOS

Um total de 463 isolados de E. coli foram coletados consecutivamente, de
individuos que apresentavam idade maior ou igual a dezoito anos, 294 (63,5%) eram do

servigo privado de assisténcia a saude e 169 (36,5%) do servigo publico (Figura1).

70 4

63,5%

60 -

50 -

40 -

36,5%

30 -

Percentual (%)

20 -

10 -

Privado (n=294) Publico (n=169)
Servigo de saude

Figura 1. Distribuicdo quanto ao tipo de atendimento do servigo de saude dos 463
pacientes com ITU adquirida na comunidade, Salvador, 2001-2002.

A maioria dos pacientes na nossa amostra era do sexo feminino (82%) (Figura 2a)
e quando os dados foram estratificados por servico de saude a predominancia do sexo

feminino persistiu de maneira semelhante (Figura 2b e 2c).
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(a) Total
Masculino
Feminino 18%
82%
(b) Servico de saude publico (c) Servigo de sadde privado.

Masculino
18%

Masculino

Feminino 17%
83% Feminino

82%

Figura 2. (a) Distribui¢cdo por sexo dos 463 individuos com ITU adquirida na comunidade.

(b) Servigo publico (n=169). (c) Servigo privado (n=294).

A analise da distribuigdo etaria dos individuos com ITU-AC (Tabela 1) mostra que
0s pacientes no servigo publico apresentavam, em média, idade superior aos pacientes
do servigo privado. Os homens, tanto do servigo publico como no privado, apresentaram

idade média mais alta, quando comparados com mulheres do mesmo servigo.
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Tabela 1. Distribuigdo etaria de 463 adultos com infecgao do trato urinario adquirida na comunidade
de acordo com tipo de servigo de saude e sexo, Salvador, Brasil, 2001-2002.

Servico Publico (n=169) Servico Privado (n=294)
Idade Feminino Masculino . Feminino Masculino .
(n=140) (n=29) valor de P (n=238) (n=56) valor de P
Média (DP) 53 (21) 63 (20) 0.02° 45 (18) 55 (19) <0.01°

Mediana [25% - 75%] 51 [34-72]63[58-74] <0.01° 43 [30 - 58] 55[39 - 71] 0,04°
Faixa etaria em anos (%)

18- 29 16 10 22 7
30-39 19 3 21 20
40-49 11 7 0.12° 21 16 0,01°
50 - 59 11 17 13 13
260 43 63 23 44

DP= Desvio padrao

@ Teste t-Student

b Teste da Mediana

¢ Teste Qui-quadrado

Quando a idade foi estratificada por faixas n&o houve diferenca significativa na
distribuicdo do numero de ITUs entre homens e mulheres no servigo publico. Embora, a
maior parte das ITUs tenha ocorrido em pacientes com mais de 60 anos tanto no sexo
masculino (63%) como no feminino (43%). No servigo privado, enquanto as mulheres
foram igualmente afetadas em todas as faixas etarias, entre os homens, os mais velhos

foram os mais acometidos (44%).

As prevaléncias globais de resisténcia para os 463 isolados de E. coli estdo
sumarizados na Tabela 2. As maiores taxas de resisténcia foram para Ampicilina (49%)
e SXT (42%). 14% dos isolados avaliados apresentaram resisténcia a Ciprofloxacina.
Para a maioria dos antimicrobianos testados a prevaléncia de resisténcia foi semelhante
entre homens e mulheres. Entretanto, os individuos de sexo masculino apresentaram,
taxas significativamente maiores de resisténcia para os seguintes antimicrobianos:

Nitrofurantoina, Acido nalidixico e Ciprofloxacina.
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Tabela 2. Prevaléncia (%) de resisténcia antimicrobiana em 463 isolados de Escherichia coli provenientes de
Infecgdo do Trato Urinario adquirida na comunidade de acordo com sexo

Antimicrobianos Feminino (n=378) Masculino (n=85) Total (n=463) valor de p*
Amicacina 2 5 3 0,16
Ampicilina 50 46 49 0,58
Cefepime 1 1 1 0,91
Cefoxitina 2 5 2 0,12
Ceftazidima 1 1 1 0,73
Ceftriaxona 1 0 1 0,53
Cefalotina 11 13 12 0,61
Cloranfenicol 22 18 22 0,36
Ciprofloxacina 12 24 14 0,00
Gentamicina 2 5 2 0,12
Acido nalidixico 15 26 17 0,02
Nitrofurantiona 2 10 4 0,00
Norfloxacina 13 20 14 0,10
Sulfametoxazol-Trimetoprim 42 39 42 0,65
Tetraciclina 41 37 40 0,54

* Teste Qui-quadrado

Quando se comparou a prevaléncia de resisténcia antimicrobiana dos isolados de
E. coli de acordo com sexo e tipo de servico de saude, observamos que os padrdes de
resisténcia eram semelhantes entre os servigos (Tabela 3). Entretanto, as taxas de
resisténcia a Cefalotina e a SXT entre as mulheres do servigo publico foram
significativamente mais altas do que as apresentadas no servigco privado; de forma
semelhante, os homens do servigo privado apresentaram maiores taxas de resisténcia

para Ampicilina e Tetraciclina do que os homens do servigo publico.
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Tabela 3. Prevaléncia (%) de resisténcia antimicrobiana de 463 isolados de Escherichia coli provenientes

de Infec¢ao do Trato Urinario adquirida na comunidade de acordo com sexo e tipo de servigo de saude,
Salvador, Brasil, 2001-2002.

Feminino (n=378) Masculino (n=85)
Antimicrobianos Publico Privado valor de P* Publico Privado valor de P*
(n=140) (n=238) (n=29) (n=56)

Amicacina 4 1 0,12 12 2 0,06
Ampicilina 54 47 0,21 29 55 0,02
Cefepime 1 1 0,92 - 2 0,47
Cefoxitina 2 2 0,78 4 6 0,71
Ceftazidima 1 1 0,91 - 2 0,47
Ceftriaxona 2 - 0,72 - - -
Cefalotina 19 7 0,00 15 13 0,77
Cloranfenicol 25 21 0,44 7 23 0,08
Ciprofloxacina 12 12 0,97 19 26 0,51
Gentamicina 1 3 0,22 0 7 0,14
Acido nalidixico 13 16 0,40 18 30 0,23
Nitrofurantiona 1 3 0,14 4 13 0,18
Norfloxacina 13 13 0,87 14 24 0,32
Sulfametoxazol-Trimetoprim 49 38 0,04 39 39 1,00
Tetraciclina 42 40 0,61 15 49 0,00

* Teste Qui-quadrado

7

A distribuicdo do numero de resisténcias € apresentada na tabela 4. Entre os
isolados de E.coli no nosso estudo, 34% era sensivel a todos os antimicrobianos testados
(variando de 29% a 38%). Um total de 36% dos isolados era resistentes a trés ou mais
drogas (RMD). As maiores taxas de RMD foram encontradas entre os homens no servico
privado e as mulheres no servigo publico de, 39% e 45%, respectivamente. No entanto,

as diferengas encontradas nao foram significativas, estatisticamente.
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Tabela 4. Distribuigdo do nimero de resisténcias a antimicrobianos (%) em 463 isolados de Escherichia
coli provenientes de infecgdo do trato urindrio adquirida na comunidade de acordo o sexo e tipo de
servico de saude, Salvador, Brasil, 2001-2002.

n° de Feminino (n=378) Masculino (n=85)
resisténcias a % dei;olados) Publico Privado valor de p* Publico Privado valor de p*
antimicrobianos (n=140) (n=238) P* (n=29) (n=56) P
0 155 (34) 29 38 31 29
1 62 (13) 11 13 31 13
2 79 (17) 15 18 0,067 14 19 0,159
>3 167 (36) 45 31 24 39

Nota: 36% dos isolados eram resistentes a trés ou mais antimicrobianos, sendo definido resistente a multiplas
drogas.

* Teste Qui-quadrado

Os fendtipos de RMD mais comuns foram listados na Tabela 5. Pode-se observar
que um numero grande de isolados apresentava o mesmo perfil fenotipico. Entre os
isolados com resisténcia a trés drogas, apenas dois fendtipos (SXT+AMP+TET e
SXT+AMP+CHL) correspondiam a, aproximadamente, 50 % dos isolados desse grupo.
Os isolados RMD com mais de trés resisténcias apresentavam um nucleo comum de
resisténcia, ao qual, de forma cumulativa, o microrganismo adquiria outras resisténcias.
Em nosso estudo, este “nucleo” era formado pela resisténcia a SXT+AMP+TET, e a partir

deste fendtipo eram acrescidas novas resisténcias.
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Tabela 5. Fendtipos de resisténcia antimicrobiana entre 167 isolados de Escherichia coli com resisténcia a muiltiplas drogas
provenientes de infecgao do trato urinario adquirida na comunidade, Salvador, Brasil, 2001-2002.

n°de Numero de % esperado n°de % obseravado
resistencias aos  possiveis dentro do Padrbes de resisténcia mais comuns isolados d Ontr do ar
antimicrobianos combinagdes*  grupo observado entro do grupo
- [SXT+AMP +TET]| 24 38
3 (n=64) 485 0.2 “SxT+AMP + CHL 8 13
_ XT +AMP + TETJ+ CHL 21 48
4 (n=44) 1365 0.07 XT+AMP + TETl+ CFL 8 18
- [SXT + AMP + TET|+ CHL +CFL 2 13
o1 2008 00 [SXTTAMPTETH CHL +NAL ! 7
_ SXT + AMP + TETJ+ CHL + NOR + NAL 3 16
6 (n=19) 5005 0.01 SXT + TET + CHL + CIP + NOR + NAL 3 16
_ SXT + AMP + TET[+ CHL + CIP + NOR + NAL 10 40
27 (n=25) 6435 0,01 SXT + AMP + TET|+ CHL + CIP + NOR + NAL 2 8

SXT = Sulfametoxazol-trimetroprima; AMP = Ampicillina; TET = Tetraciclina; CHL = Cloranfenicol; CFL = Cefalotina; CIP = Ciprofloxacina; NOR =
Norfloxacina; NAL = Ac. nalidixico; NIT = Nitrofurantoina.

* Total de combinagdes de 15 elementos tomados p a p

|
o = "’):”7 lsp=
nE (p plin—p) ~ A

A figura 3 apresenta o dendrograma gerado pela analise da tipagem das cepas no
software Gelcompar com os respectivos padrdes clonais. A analise genotipica das 88
cepas de E. coli por meio da técnica de PFGE permitiu caracterizar a presenca de 20
grupos clonais que correspondiam a 61 cepas (69% de todas as cepas tipadas). Dos
isolados tipados, 45 eram resistentes a Ciprofloxacina e 43 eram sensiveis a todos os
antimicrobianos. Os padrdes de restricdo resultantes foram identificados com letras, da
seguinte forma: os isolados que apresentaram padrdes de restricao indistinguiveis foram
designados com a mesma letra, por exemplo, a letra A; os que eram considerados
possivelmente relacionados a grupos clonais segundo o critério de TENOVER (1995)
foram considerados subtipos e designados como: A1, A2, etc. Padrbes que diferiram
substancialmente dos padrées uns dos outros foram classificados como nao
pertencentes a grupos clonais, e assim, foram classificados com outras letras como: B, C,

D, etc.
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FIGURA 3. Dendrograma dos perfis de PFGE (Xbal) das 88 cepas de Escherichia coli
isoladas em Salvador, 2001-2002. Em destaque os trés principais grupos: (a) Grupo

clonal G; (b) Grupo clonal A; (c) Grupo clonal D.
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A maioria dos grupos clonais foi formada por duas ou trés cepas, entretanto os
grupos clonais G, A e D foram formados, respectivamente, por 10, 6 e 6 cepas
representando, aproximadamente, 42% de todos os isolados resistentes a Ciprofloxacina.
Esses trés grupos clonais foram mais freqlentes entre as cepas resistentes a
Ciprofloxacina (42%) do que entre as cepas sensiveis a todos os antimicrobianos (7%),

p= 0, 001 (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicédo clonal (%) de 88 cepas de Escherichia coli de acordo
com o perfil de sensibilidade a Ciprofloxacina, Salvador, Bahia. 2001-2002.
Ciprofloxacina

Grupos Resistente Sensivel valor de b*
n=45 n=43 b
Grupo G 10 (22) 0 (0)
Grupo A 5(11) 1(2)
Grupo D 4 (9) 2(5) 0,001
Outros Grupos 26 (58) 40 (93)

* Teste Qui-quadrado

Na tabela 7, a analise da distribuicdo dos grupos clonais por sexo, tipo de servigo
de saude e resisténcia ou n&do a multiplas drogas mostra uma predominéncia de cepas
geneticamente relacionadas entre os individuos do sexo feminino (76%), porém,
comparada com a distribuicdo dos grupos nao clonais (68%) essa diferenga n&o foi
estatisticamente significativa. Em relacdo ao local de isolamento houve uma
homogeneidade na distribuicdo dos grupos clonais entre os diferentes servigos de saude.
A resisténcia a multiplas drogas foi maior entre os grupos clonais (82%) quando

comparada aos grupos nao clonais (38%), dado estatisticamente significativo.



39

Tabela 7. Distribuicdo clonal (%) de 88 cepas de Escherichia coli de acordo com caracteristicas
selecionadas, Salvador, Bahia 2001-2002.

Grupos Clonais Qutros*
G (n=10) A (n=6) D (n=6) Total (n=22)  Total (n=66) p valors
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Sexo

Feminino 6 (67,0) 6 (100,0) 4 (66,70) 16 (76,2) 45 (68,2) 0490

Masculino 3 (33,0) 0 (0,0) 2 (33,30) 5 (23,8) 21 (31,8) ’
Local

HSA 5 (50,0) 2 (33,3) 3 (50,0) 10 (45,5) 23 (34,8) 0370

HSR 5 (50,0) 4 (66,7) 3 (50,0) 12 (54,5) 43 (65,2) ’
RMD*** 9 (90,0) 5 (83,3) 4 (66,70) 18 (81,8) 25 (37,9) <0.001

* Grupos nao clonais e grupos clonais com 2 ou 3 cepas
** Teste Qui-quadrado da comparagéao entre o total de grupo clonais e outros grupos.
***Resisténcia a Multiplas Drogas
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5.0 - DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo na nossa cidade a analisar a composicao clonal de cepas
de E. coli, avaliando a sua distribuicido de acordo com o perfil de resisténcia a
antimicrobianos.

Em nosso estudo, as taxas de resisténcia a alguns antimicrobianos foram altas
(42% para SXT e 49% para Ampicilina), porém semelhantes a outros trabalhos prévios:
Em Sao Paulo-SP, Kiffer e colaboradores (2007) reportaram taxas de 43% para
Ampicilina e 34% para SXT. Schito e colaboradores (2009), em um estudo de vigilancia
internacional em nove paises da Europa e no Brasil, relataram taxas globais de 48% para
Ampicilina e 29% para SXT; nos Estados Unidos, 39% e 19% para Ampicilina e SXT,
respectivamente (SAHM et al, 2001); em Kosova, 40% para Ampicilina e 29% para SXT
(RAKA et al, 2004). Em conformidade com as atuais recomendagdes (HOOTON, 2004;
WARREN et al, 1999), a utilizacdo de SXT e AMP como terapia empirica de ITUs em
nossa comunidade deve ser evitado.

A taxa de resisténcia a ciprofloxacina (14%) foi surpreendentemente alta, quando
comparada a outros estudos semelhantes ao nosso, que avaliaram exclusivamente ITUs
adquirida na comunidade: 4% em Ribeirdo Preto/SP (CAMARGO et al, 2002); 3,7% nos
Estados Unidos (SAHM et al, 2001); 4% na Russia (STRATCHOUNSKI; RAFALSK,
2006); 1% na Franca (NABER et al, 2008). Outros trabalhos, entretanto, reportam taxas
de resisténcia a Ciprofloxacina ainda mais elevadas que as nossas. Na Espanha,
ANDREU e colaboradores (2008) relataram taxa de 24%. Em um estudo conduzido na
América Latina foram reportadas as seguintes taxas de resisténcia a Ciprofloxacina:

24,7% na Argentina, 28,4% na Venezuela, chegando a 72,2% no México (ANDRADE et
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al, 2006). Aypak e colaboradores (2009) reportaram taxa de 25% na Turquia. Na China,
Ho e colaboradores (2007) relataram 22% de resisténcia a Ciprofloxacina entre os
isolados de ITU-AC. Diferentemente do nosso estudo, a maioria destes trabalhos com
taxas mais altas de resisténcia a Ciprofloxacina nao utilizaram, na selecdo das cepas,
critérios que garantissem a inclusao apenas daquelas oriundas de ITU adquirida na
comunidade (excluindo os casos de ITU complicada ou adquirida no ambiente
hospitalar). A possivel inclusdo de cepas de E. coli com essas caracteristicas faria com
que as taxas de resisténcia a Ciprofloxacina pudessem estar superestimadas nesses
estudos.

A deteccdo de uma alta prevaléncia de resisténcia a Ciprofloxacina no nosso
trabalho traz a preocupagao de uma possivel limitagdo do uso dessa droga no tratamento
empirico de ITU-AC na nossa comunidade em um futuro préximo, visto que, antibidticos
antes de primeira escolha como Ampicilina e SXT ja tiveram sua terapia empirica
desaconselhada devido as altas taxas de resisténcia. A possivel restricdo de mais essa
classe terapéutica em nossa comunidade pode tornar o tratamento empirico da ITU-AC
ainda mais dificil e dispendioso.

Nao houve diferengas significativas nas taxas de resisténcia aos antimicrobianos
testados quanto ao género ou quanto ao tipo de servigo de saude utilizado. Contudo,
outros trabalhos avaliando individuos que possuiam ou nao acesso a servigo privado de
saude evidenciaram diferengas em algumas caracteristicas dessas populag¢des: Chen e
colaboradores (2002) encontraram associagdes significativas entre caracteristicas socio-
econdmicas como: raca, renda e acesso a rede publica de saude com impacto direto na
prescricdo de drogas. Todd e colaboradores (2006) reportaram que criangas que nao

tinham acesso ao servico de saude privado apresentavam taxas significativamente



42

maiores de mortalidade, internagcdo hospitalar, doengas imunopreveniveis e maior
gravidade das doencgas.

O percentual de isolados RMD em nosso estudo foi alto (36%), quando
comparado com outros ja reportados: 11% no Iran (MONIRI et al , 2003); 7,1% nos
Estados Unidos (SAHM et al, 2001); 9,8% na Holanda (NYS et al, 2008); 22,2% no Rio
de Janeiro (DIAS et al, 2009). A hipotese de que a aquisigdo de genes de resisténcia nao
€ aleatdria, é sugerido pelos fendtipos de resisténcia RMD apresentados em nosso
estudo, onde um nucleo composto por trés antibidticos, SXT+AMP+TET, mantinha-se
constante, sendo acrescido cumulativamente de novas resisténcias. A transferéncia
horizontal de integrons carreando sequéncias de genes de resisténcia por elementos
genéticos moveis, como plasmideos ou transposons, pode ser uma possivel explicagao
para o surgimento das cepas RMD em nossa comunidade (LEVERSTEIN-VAN HALL et
al, 2003).

Nos nossos resultados houve maior homogeneidade genética entre as cepas de E.
coli resistentes a Ciprofloxacina. E importante salientar que esta avaliagdo foi feita com
uma técnica de maior poder discriminatério (PFGE), quando comparada com outras
técnicas comumente utilizadas (VAN BELKUM et al, 2007). Entre os isolados de E. coli
tipados, trés grupos clonais (G, A e D) correspondiam a 42% das cepas resistentes a
Ciprofloxacina e a apenas 7% das sensiveis (p<0,001). Todos os isolados do grupo
clonal G foram resistentes a Ciprofloxacina, correspondendo a 22% dos isolados
resistentes a essa droga ( p<0,001). Estes resultados corroboram outros ja descritos,
como os de Manges e colaboradores (2001) que encontraram apenas um grupo clonal
como responsavel por aproximadamente 50% das cepas resistentes a SXT em uma

comunidade universitaria no estado da Califérnia, Estados Unidos. Karlowsky e
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colaboradores (2007) identificaram 2 grupos clonais como responsaveis por 57% dos
isolados RMD. No Brasil, Dias e colaboradores (2009) relataram que apenas quatro
grupos clonais causaram 43% das ITUs avaliadas. Smith e colaboradores (2008)
afirmaram ao final de uma série de estudos de corte transversal que a prevaléncia da
resisténcia aos antimicrobianos em sua comunidade era influenciada por um pequeno
numero de grupos clonais. Entretanto, estes trabalhos ndo sdo unanimes, ja que outros
autores ndo conseguiram demonstrar que a expansdo clonal pode ser um fator
determinante no aumento ou diminuicdo da prevaléncia de resisténcia aos
antimicrobianos entre os isolados de E. coli na comunidade (FRANCE et al, 2005;
SOLBERG et al, 2006; UCHIDA et al, 2010).

O uso intenso e, na maioria das vezes, pouco judicioso dos antimicrobianos no
ambiente hospitalar sabidamente favorece a seleg¢do, disseminacado e persisténcia de
microrganismos multirresistentes (CHRISTIAN et al, 2010; YAN et al, 2010; DEPLANO et
al 2010). Nesse meio fechado e com uma populagao limitada é facil compreender a
vantagem de determinados grupos clonais multirresistentes em se disseminar através do
contato direto pessoa-pessoa ou através de fomites, perpetuando-se através da
expansao clonal. Assim, no ambiente hospitalar € de se esperar a manutencao da
homogeneidade genética, devido a pressao seletiva constantemente imposta. Na
comunidade, entretanto, seria esperado o contrario, isto €, uma maior diversidade
genética, visto que o uso de antimicrobianos nao é tado extensivo como nos hospitais e a
populagdo é muito maior e aberta. Porém, nosso estudo apontou uma homogeneidade
clonal entre os uropatégenos adquiridos na comunidade, o que pode sugerir que outros
fatores ambientais possam atuar na selecdo e disseminagdo de microrganismos

resistentes nestas circunstancias.
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Uma hipotese plausivel seria que o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento e no tratamento de animais de criacdo para abate poderia favorecer a
selecdo em larga escala da flora de microrganismos nestes animais. Uma vez ocorrido
esse processo, os produtos alimenticios derivados destes animais poderiam ser
contaminados por essas cepas resistentes. Estes alimentos poderiam funcionar como
meio de introducao e disseminacdo de cepas resistentes ou como fonte de transferéncia
de elementos de resisténcia entre os microrganismos que fazem parte do trato digestivo
de homens e animais. Alguns estudos reportam o potencial que os promotores de
crescimento tém em selecionar cepas resistentes (SALYERS et al, 2004) e existem
evidéncias de que esses microrganismos podem ser transferidos dos animais para os
seres humanos (BARTON et al, 2000; VAN DEN BOGAARD; STOBBERINGH et al,
2000; VINCENT et al 2010). Esses trabalhos corroboram a hipétese de que determinadas
cepas resistentes de E. coli possam, através da pressio seletiva exercida pelo uso de
antimicrobianos como promotores e no tratamento em animais de abate, ser
selecionadas e introduzidas na comunidade, tornando-se comensais do trato digestivo do

homem e, posteriormente, causarem infeccdes do trato urinario em humanos.
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6.0 - CONCLUSOES

1. As altas taxas de resisténcia a AMP (49%) e SXT (42%) impossibilitam a utilizagdo
dessas drogas no tratamento empirico de ITUs em nossa comunidade.

2. Aresisténcia a Ciprofloxacina encontrada em nosso estudo (14%) € uma das mais
altas ja descritas em estudos de ITU exclusivamente adquirida na comunidade. O
aumento da prevaléncia de resisténcia a Ciprofloxacina pode inviabilizar o uso
desse antibidtico no tratamento empirico de ITU-AC, dificultando a escolha
terapéutica desta condicao, além de torna-las mais dispendiosas.

3. O numero de isolados RMD (36%) em nosso estudo foi alto quando comparado a
outros trabalhos ja reportados. Esse achado também tem impacto negativo nos
custos e terapéutica da ITU-AC.

4. O perfil fenotipico de RMD dos nossos isolados sugere que o acréscimo de
resisténcia € cumulativo. Corroborando a hipétese de que o mecanismo de
aquisicdo de resisténcia ocorre através de plasmidios e transposons, contendo
sequéncias de genes de resisténcia que sdo expressos de forma conjunta.

5. As cepas resistentes a Ciprofloxacina apresentaram maior homogeneidade
genética na sua composigao clonal, sugerindo que a introdugéo e disseminagao de
grupos clonais resistentes podem ter importante papel no aumento da resisténcia
a antimicrobianos na comunidade.

6. O uso indiscriminado e persistente de antimicrobianos é uma teoria aceitavel para
0 aumento da resisténcia aos antimicrobianos. Entretanto, o aumento da
resisténcia na comunidade as custas de grupos clonais especificos ndo é

explicado satisfatoriamente por esta teoria. Novos estudos, avaliando o
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mecanismo do aumento de resisténcia bacteriana na comunidade precisam ser

realizados.
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7.0 - LIMITACOES E MERITOS

Entre os méritos do nosso estudo, destacamos: a composicdo da nossa amostra
formada predominantemente por pacientes do sexo feminino e a distribuicdo etaria dos
individuos com ITU em nosso estudo, sugerem que a nossa amostra é representativa da
populacdo de pacientes com ITU-AC. Isto confere validade externa para os nossos
dados, permitindo que eles sejam generalizados para populagao geral.

A selecdo cuidadosa dos casos do nosso estudo, com a inclusdo de cepas de E.
coli isoladas de ITU adquirida exclusivamente na comunidade evitou a inclusido
inadvertida de casos de infeccdo nosocomial. Desse modo, nossas taxas de resisténcia a
antimicrobianos, mesmo quando altas, ndo sdo resultado da inclusdo de cepas
resistentes oriunda de ambiente hospitalar.

Uma possivel limitagdo do nosso estudo é que as técnicas empregadas para
determinacdo do perfil de sensibilidade nos dois laboratorios foram diferentes
(antibiograma manual e automatizado). Entretanto, ambas as metodologias utilizadas
seguiram rigorosamente todos os controles de qualidade necessarios que envolvem: os
de temperatura: das geladeiras e estufas; dos meios utilizados para realizagdo dos
antibiogramas manuais e a realizagdo de testes com cepas padroes ATCC (American
Type Culture Collection) para garantir a reprodutibilidade da técnica.

A técnica de PFGE utilizada em nosso estudo é considerada padrao ouro dentre
as técnicas de tipagem para bactérias. Fornecendo assim, um método valido para

estimar a distribuicdo clonal das cepas de E. coli avaliadas em nosso trabalho.
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