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RESUMO 

 

Lucas Cecílio Vilar 

Orientadora: Beatriz Meurer Moreira 

 

Escherichia coli é um microrganismo responsável por causar infecções intestinais e 

extraintestinais. Entre os clones causadores de infecções extraintestinais, destacam-se quatro 

que são considerados pandêmicos: ST69, ST73, ST95 e ST131, responsáveis principalmente 

por infecções no trato urinário (ITU) e infecções na corrente sanguínea (ICS). Esses clones 

apresentam fatores de virulência que permitem sua sobrevivência e adaptação nesses sítios do 

hospedeiro, além de possuírem genes que conferem resistência a antimicrobianos. ST69 foi 

primeiramente identificado como agente causador de ITU adquirida na comunidade nos 

Estados Unidos; no entanto, atualmente, já foi encontrado em todos os continentes e em 

diversos países. Embora o ST69 tenha uma grande importância médica, sendo um dos 

principais clones responsáveis por causar ITU e ICS, há poucos trabalhos que busquem 

caracterizar amostras desse ST circulantes no Brasil. O objetivo do presente estudo foi 

realizar uma análise temporal do perfil de resistência de amostras de E. coli pertencentes ao 

ST69 isoladas de indivíduos com ITU adquiridas na comunidade no estado do Rio de Janeiro 

obtidas em três períodos: 2005, 2015 e 2019, além de realizar uma análise genômica das 

amostras do período de 2005. Após a análise do perfil de resistência, vimos que as amostras 

do ano de 2019 foram significativamente mais suscetíveis a três antimicrobianos em relação à 

coleção 2005 (p<0,04) e a cinco antimicrobianos em relação a coleção 2015 (p<0,005). 

Realizamos a detecção do gene fimH nas amostras de 2019 e vimos que a frequência desse 

gene se manteve acima de 90% nas três coleções. Comparamos os genomas de 2005 com 40 

genomas do ST69 disponíveis em um banco de dados e identificamos um gene de resistência 

e quatro genes de virulência conservados entre todos os genomas. A identificação desses 

genes pode contribuir para o desenvolvimento de tratamentos contra as amostras desse ST. 

 

 

Palavras-Chave: Escherichia coli, ST69, genoma, resistência a antimicrobianos, virulência. 
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ABSTRACT 

 

Lucas Cecílio Vilar 

Orientadora: Beatriz Meurer Moreira 

 

Escherichia coli is a microorganism responsible for intestinal and extraintestinal infections. 

Among extraintestinal clones, four are considered pandemic: ST69, ST73, ST95 e ST131, 

mainly responsible for urinary tract infections (UTI) and bloodstream infections (BSI). These 

clones present virulence factors that allow them to survive and adapt to host sites; additionaly, 

they carry genes that confer antibiotic resistance. ST69 was first identified as causing 

community-acquired UTI in the United States; however, this clone has already been found in 

all continents and several countries. Although ST69 has been recognized as a clone of high 

medical importance and is one of the major clones responsible for UTI and ICS, few studies 

seek to characterize isolates belonging to this clone in Brazil. The aim of this study was to 

conduct a chronological analysis of the resistance profile of isolates belonging to ST69 

obtained from individuals with community-acquired UTI in Rio de Janeiro state from three 

different periods: 2005, 2015, and 2019, in addition to run a genomic analysis of isolates from 

2005. By the analysis of resistance profiles, we observed that isolates from 2019 were 

significantly more susceptible to three antibiotics when compared to isolates from 2005 

(p<0.04), and to five antibiotics when compared to isolates from 2015 (p<0.005). We detected 

fimH gene in the 2019 isolates and observed that frequency of this gene was higher than 90% 

in all three collections. We compared the genomes of isolates from 2005 with 40 other ST69 

genomes available on a public database and identified one resistance gene and four virulence 

genes conserved among all genomes. The identification of these genes may be helpful to the 

development of new treatment against isolates of this ST. 

 

 

Key-words: Escherichia coli, ST69, genome, antimicrobial resistance, virulence. 
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS 

 

Lucas Cecílio Vilar 

Orientadora: Beatriz Meurer Moreira 

 

Escherichia coli é uma bactéria encontrada no trato intestinal de pessoas saudáveis. Porém, 

esse microrganismo também pode ser responsável por diversos tipos de infecções, tanto no 

intestino quanto em outros lugares do corpo. ST69 é um tipo específico de Escherichia coli 

que causa infecções urinárias (IU) e infecções no sangue (IS). Bactérias do tipo ST69 

possuem mecanismos que permitem a sua sobrevivência no corpo humano e a tornam 

resistentes a antibióticos. Embora o ST69 tenha uma grande importância médica, há poucos 

estudos sobre essas bacterias no Brasil. Este estudo foi feito para ver se bactérias do tipo 

ST69, que temos em nossos estoques e foram obtidas de pessoas com IU no Rio de Janeiro, 

têm ficado mais resistentes a antibióticos com o passar do tempo. Temos bactérias de três 

períodos: 2005, 2015 e 2019. Além disso, fizemos estudos sobre o código genético das 

bactérias do período de 2005. Vimos que as bactérias ficaram mais sensíveis quando 

comparamos as do ano de 2015 com as obtidas posteriormente. No estudo do código genético 

verificamos que as bactérias de 2005 têm muitas semelhanças com as estudadas por outros 

grupos de pesquisa. Esses segmentos do código genético que são parecidos podem ser usados 

em novas pesquisas para o decobrimento de novos antibióticos. 

 

 

 

 

  



ix 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Distribuição dos trabalhos encontrados envolvendo amostras Escherichia coli do 

ST69 no período de 2001 a 2020 por ano de publicação. ......................................................... 14 

Figura 2 – Distribuição geográfica dos 43 estudos epidemiológicos envolvendo o ST69 ...... 15 

Figura 3 – Distribuição temporal e geográfica dos estudos envolvendo ST69 da revisão ...... 16 

Figura 4 – Distribuição da taxa das amostras do ST69 nas coleções entre os continentes ..... 18 

Figura 5 – Esquema representando a placa com os discos de antimicrobianos utilizados no 

teste de dupla difusão para detectar produção de ESBL .......................................................... 27 

Figura 6 – Frequência do ST69 na coleção durante os três períodos. ..................................... 30 

Figura 7 – Frequência de não suscetibilidade entre as amostras do ST69 dos três períodos. . 36 

Figura 8 – Genes de resistência encontrados nas amostras da coleção ITU-2005. ................. 39 

Figura 9 – Distribuição dos genes de virulência nas amostras da coleção ITU-2005 ............. 41 

Figura 10 – Distribuição dos genes de resistência e das mutações encontradas nos 55 

genomas analisados .................................................................................................................. 45 

Figura 11 – Distribuição dos genes de virulência encontrados nos 55 genomas analisados ... 49 



x 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Distribuição da fonte de isolamento das amostras de Escherichia coli do ST69 em 

relação à frequência nos 43 estudos analisados ........................................................................ 17 

Tabela 2 – Identificação das amostras de Escherichia coli do ST69 na coleção do estudo .... 24 

Tabela 3 – Iniciadores, sequência e tamanho do amplicon para a tipagem do ST por PCR ... 25 

Tabela 4 – Antimicrobianos utilizados no teste de susceptibilidade ....................................... 26 

Tabela 5 – Iniciadores utilizados para detecção do gene fimH ................................................ 28 

Tabela 6 – Distribuição das amostras do ST69 de acordo com o sexo dos indivíduos nas 

coleções ITU-2005, 2015 e 2019 .............................................................................................. 31 

Tabela 7 – Distribuição das amostras do ST69 por faixa etária dos indivíduos nas coleções 

ITU-2005, 2015 e 2019 ............................................................................................................ 31 

Tabela 8 – Comparação do antibiograma realizado no estudo prévio em 2005 com o realizado 

no presente estudo para as mesmas amostras da coleção ITU-2005 ........................................ 33 

Tabela 9 – Resultado do antibiograma das coleções de amostras do ST69 dos três períodos 34 

Tabela 10 – Presença do gene fimH nas amostras de Escherichia. coli dos três períodos ...... 37 

Tabela 11 – Características gerais dos genomas das amostras da coleção ITU-2005 ............. 38 

Tabela 12 – Escore de virulência e resistência nas amostras da coleção ITU-2005 ................ 40 

Tabela 13 – Informações sobre o escore de resistência das coleções ITU-2005, Urina, Sangue 

e Ambiental............................................................................................................................... 42 

Tabela 14 – Informações sobre o escore de virulência das coleções ITU-2005, Urina, Sangue 

e ambiental ................................................................................................................................ 42 

Tabela 15 – Comparação dos genes de resistência encontrados na coleção ITU-2005 com as 

coleções Urina, Sangue e Ambiental ........................................................................................ 46 

Tabela 16 – Comparação dos genes de virulência encontrados na coleção ITU-2005 com as 

coleções Urina, Sangue e Ambiental ........................................................................................ 47 

  



xi 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

AMC Amoxicilina-clavulanato 

AMK Amicacina 

AMP Ampicilina 

APEC Escherichia coli patogênica de aves 

ATM Aztreonam 

CAZ Ceftazidima 

CC Complexo clonal 

CgA Grupo clonal A 

CIP Ciprofloxacina 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

CNF1 Fator necrosante citotóxico 1 

CRO Ceftriaxona 

CTX Cefotaxima 

CXM Cefuroxima 

DEC Escherichia coli diarreiogênica 

DHFR Dihidrofolato redutase 

DHPS Dihidropteroato sintetase 

EAEC Escherichia coli enteroagregativa  

EHEC Escherichia coli enterohemorrágica 

EIEC Escherichia coli enteroinvasiva 

EnPEC Escherichia coli patogênica do endométrio 

EPEC Escherichia coli enteropatogênica 

ESBL β-lactamase de espectro estendido 

ETEC Escherichia coli enterotoxigênica 

ETP Ertapenem 

ExPEC Escherichia coli patogênica extraintestinal 

FEP Cefepima 

FOS Fosfomicina 

FOX Cefoxitina 

FV Fatores de virulência 

GEN Gentamicina 

HlyA α-hemolisina 



xii 

 

ICS Infecção da corrente sanguínea  

ITU Infecção do trato urinário 

ITU-AC Infecção do trato urinário adquirida na comunidade 

LPS Lipopolissacarídeo 

MHC Complexo principal de histocompatibilidade 

MLST Multilocus sequence typing 

MNEC Escherichia coli causadora de meningite em neonatos 

MPEC Escherichia coli patogênica do tecido mamário 

NIT Nitrofurantoína 

OMS Organização Mundial da Saúde 

PAI Ilhas de patogenicidade 

pAmpC AmpC plasmidial 

PBP Proteínas de ligação à penicilina 

PCR Reação em cadeia da polimerase 

RAPD Amplificação aleatória de DNA polimórfico 

RMD Resistentes a múltiplas drogas 

SEPEC Escherichia coli causadora de sepse 

SGC Sequenciamento do genoma completo 

ST Sequence type 

STEC Escherichia coli produtora da Toxina Shiga 

SXT Sulfametoxazol-trimetoprim 

TMP Trimetoprim 

UPEC Escherichia coli uropatogênica 

 

  



xiii 

 

ÍNDICE 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................................... 1 

1.1 Características gerais do microrganismo Escherichia coli ............................................... 1 

1.2 Patotipos de Escherichia coli ............................................................................................ 2 

1.2.1 Patotipos de Escherichia coli diarreiogênica ............................................................. 2 

1.2.2 Patotipos de Escherichia coli extraintestinais ............................................................ 3 

1.3 Fatores de virulência em Escherichia coli uropatogênica ................................................ 4 

1.3.1 Adesinas ..................................................................................................................... 4 

1.3.2 Toxinas ....................................................................................................................... 6 

1.3.3 Sistemas de aquisição de ferro ................................................................................... 7 

1.3.4 Evasão do sistema imune ........................................................................................... 7 

1.4 Mecanismos de resistência aos antimicrobianos............................................................... 8 

1.4.1 Mecanismos de resistência aos β-lactâmicos ............................................................. 8 

1.4.2 Mecanismos de resistência às quinolonas e fluoroquinolonas ................................... 9 

1.4.3 Mecanismos de resistência aos aminoglicosídeos .................................................... 10 

1.4.4 Mecanismos de resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim .................................... 11 

1.5 Clones de Escherichia coli.............................................................................................. 11 

1.5.1 Escherichia coli sequence type 69 ........................................................................... 13 

1.5.1.1 Características gerais de Escherichia coli sequence type 69 ............................. 13 

1.5.1.2 Revisão da literatura sobre Escherichia coli sequence type 69 ......................... 14 

1.5.2 Escherichia coli sequence type 69 no Brasil ............................................................ 18 

2 JUSTIFICATIVA .................................................................................................................. 20 

3 OBJETIVOS .......................................................................................................................... 22 

3.1 Objetivo geral.................................................................................................................. 22 

3.2 Objetivos específicos ...................................................................................................... 22 

4 MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................................. 23 

4.1 Origem das amostras bacterianas e coleção do estudo ................................................... 23 

4.2 Tipificação por PCR multiplex ....................................................................................... 24 

4.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos e teste de dupla difusão para identificação 

da produção de ESBL ........................................................................................................... 25 

4.4 Detecção do gene fimH ................................................................................................... 27 

4.5 Análise dos genomas das amostras ITU-2005 ................................................................ 28 



xiv 

 

4.6 Análise dos genomas de Escherichia coli baixados do banco de dados ......................... 29 

4.7 Análises estatísticas ........................................................................................................ 29 

4.8 Aspectos éticos................................................................................................................ 29 

5 RESULTADOS ..................................................................................................................... 30 

5.1 Taxa de ST69 nas amostras da coleção ITU-2019.......................................................... 30 

5.2 Características sociodemográficas da coleção ITU-2019 ............................................... 30 

5.3 Perfil de não suscetibilidade das amostras das coleções ITU-2005 e ITU-2019 ............ 31 

5.4 Pesquisa do gene fimH amostras ITU-2019 .................................................................... 37 

5.5 Análise do genoma das amostras ITU-2005 ................................................................... 37 

5.6 Análise dos genomas do banco de dados ........................................................................ 42 

5.7 Comparação entre os genomas das amostras ITU-2005 e do banco de dados ................ 43 

6 DISCUSSÃO ......................................................................................................................... 50 

7 CONCLUSÃO ....................................................................................................................... 60 

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .................................................................................. 61 

9 ANEXOS ............................................................................................................................... 74 

 

 



1 
 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Características gerais do microrganismo Escherichia coli 

Escherichia coli é uma espécie bacteriana pertencente ao gênero Escherichia da 

família Enterobacteriaceae. Este gênero é composto por três espécies diferentes: E. albertii, 

E. coli, E. fergusonii (Denamur et al., 2020). Dentre essas espécies, E. coli apresenta a maior 

importância clínica por ser a causa de infecções intestinais e extraintestinais.  E. coli habita o 

trato gastrointestinal de humanos e animais de forma comensal, e também é causa de 

infecções (Tenaillon et al., 2010). Além disso, esse microrganismo também pode ser 

encontrado em ambientes aquáticos e no solo, por isso frequentemente é utilizado como 

indicador de poluição fecal na água (Tenaillon et al., 2010). 

Amostras de E. coli apresentam formato bacilar, são gram-negativas (através da 

identificação da coloração de Gram), não formam esporos, podendo ser móveis (com a 

presença de flagelos peritríquios) ou imóveis (Strockbine et al., 2015). É um microrganismo 

anaeróbio facultativo, fermentador de glicose, sendo a maioria das amostras também capazes 

de fermentar lactose, oxidase-negativas e catalase-positivas (Strockbine et al., 2015). 

Uma maneira de caracterizar cepas de E. coli é através de seus antígenos de superfície. 

A caracterização feita exclusivamente através do antígeno O [porção mais externa do 

lipopolissacarídeo (LPS)] determina os sorogrupos, enquanto a caracterização através do 

antígeno O e do antígeno H (flagelar) determina os sorotipos (Nataro e Kaper, 1998). 

Amostras de E. coli também são agrupadas de acordo com sua origem filogenética em 

grupos filogenéticos. Esse agrupamento surgiu através da observação da composição 

semelhante de isoenzimas observadas em amostras de humanos e outros animais que foram 

agrupadas nos filogrupos A, B1, B2, C, D e E por multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) 

(Selander et al., 1987). Posteriormente, para simplificar essa caracterização que era custosa e 

laboriosa, Clermont e colaboradores (2000) propuseram uma identificação dos grupos 

filogenéticos baseado na presença dos genes chuA, yjaA e DNA TSPE4.C2 através de 

amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica identifica os filogrupos 

mais frequentes de E. coli: A, B1, B2 e D (Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000; Gordon et 

al., 2008).  

A partir dos anos 2000, o aumento dos dados disponíveis sobre genomas de diferentes 

cepas de E. coli isoladas de diversos hospedeiros possibilitou uma classificação em maior 

número de grupos filogenéticos (Jaureguy et al., 2008; Moissenet et al., 2010; Clermont et al., 

2011; Tenaillon et al., 2010). Clermont e colaboradores (2013) aprimoraram a técnica de PCR 

triplex desenvolvida em 2000 adicionando o gene arpA (que age como controle interno da 
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reação), o que possibilitou a identificação dos oito filogrupos: A, B1, B2, C, D, E, F e o Clado 

I de Escherichia, e a reclassificação das amostras anteriormente classificadas em novos 

filogrupos (Clermont et al., 2013). 

 Mais frequentemente, amostras de E. coli agrupadas nos filogrupos B2, D, F e E são 

patogênicas sendo associadas as infecções extraintestinais (Bingen et al., 1998; Picard et al., 

1999; Johnson e Stell, 2000; Clermont et al., 2013). As amostras classificadas como A, B1, C 

e clado I são  mais frequentemente comensais ou associadas a infecções intestinais (Picard et 

al., 1999; Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000; Clermont et al., 2013). 

  

1.2 Patotipos de Escherichia coli 

E. coli apresenta a capacidade de colonizar de forma assintomática o trato intestinal de 

pessoas saudáveis, em uma relação de comensalismo. No entanto, algumas amostras de E. coli 

podem causar infecções intestinais ou extraintestinais no hospedeiro (Kaper, Nataro e 

Mobley, 2004). Essas amostras possuem um conjunto de mecanismos de virulência que 

favorecem a sua patogenicidade em indivíduos saudáveis (Kaper, Nataro e Mobley, 2004). 

Algumas dessas combinações de fatores de virulência (FV) permitiram que as cepas de E. coli 

fossem classificadas em diferentes patotipos (Kaper, Nataro e Mobley, 2004).  

As amostras dos patotipos, ou grupos patogênicos, de E. coli associadas às infecções 

intestinais são chamadas coletivamente de E. coli diarreiogênicas, também conhecidas como 

DEC (diarrheagenic Escherichia coli) (Nataro e Kaper, 1998). Os patotipos associados às 

infecções extraintestinais são chamados de E. coli extraintestinais (ExPEC) (extraintestinal 

pathogenic Escherichia coli) (Russo e Johnson, 2000). 

 

1.2.1 Patotipos de Escherichia coli diarreiogênica 

 Amostras de DEC podem ser divididas nos seguintes patotipos: E. coli 

enteropatogênica (EPEC), E. coli enterohemorrágica (produtora da toxina shiga) 

(EHEC/STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli 

enterotoxigênica (ETEC) (Gomes et al., 2016). 

EPEC é caracterizada por produzir a lesão denominada attaching and effacing, por não 

apresentar genes da toxina shiga e pela ausência das enterotoxinas termolábeis e 

termoestáveis (Nataro e Kaper, 1998; Gomes et al., 2016). Amostras de EPEC também 

podem ser classificadas em atípicas ou típicas, sendo estas carreadoras do plasmídeo EAF 

(pEAF) (Nataro e Kaper, 1998). 
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EHEC ou STEC apresentam a capacidade de produzir a toxina shiga e de desencadear 

um amplo espectro de doenças, que pode variar desde diarreias leves até casos graves de 

colite hemorrágica (Gomes et al., 2016). Citotoxinas da família Shiga (codificadas em genes 

stx) são os principais FV produzidos por esse patotipo (Gomes et al., 2016). A produção de 

algumas toxinas dessa família é induzida por situações de estresse, por isso a 

antibioticoterapia é contraindicada para infecções por EHEC (Lynch e Lesser, 2018). 

EIEC apresenta a capacidade de invadir células intestinais, provocando uma infecção 

semelhante à causada por Shigella sp. (Kaper, Nataro e Mobley, 2004). Os principais 

sintomas da doença são: cólicas abdominais, febre e diarreia sanguinolenta com presença de 

muco (Belotserkovsky e Sansonetti, 2018). Além disso, amostras de EIEC se reproduzem no 

meio intracelular (Kaper, Nataro e Mobley, 2004). 

EAEC apresenta um padrão de aderência em células in vitro denominado “adesão 

agregativa” (Navarro-Garcia e Elias, 2011). Esse tipo de aderência e a ausência de marcadores 

específicos (como a produção das toxinas termolábeis e/ou termoestáveis que estão presentes 

em outros grupos patogênicos) são os principais critérios de identificação de EAEC (Kaper, 

Nataro e Mobley, 2004; Gomes et al., 2016). Os sintomas da infecção por EAEC incluem: 

diarreia aquosa com presença de muco, podendo ser sanguinolenta, e dores abdominais 

(Gomes et al., 2016). 

ETEC é caracterizada por produzir pelo menos um dos seguintes tipos de 

enterotoxinas: termolábeis e/ou termoestáveis e diversos fatores de colonização (Kaper, 

Nataro e Mobley, 2004; Denamur et al., 2020). Além disso, ETEC causa doença em diversos 

animais da pecuária, sendo um grande problema para esse setor (Gomes et al., 2016). 

 

1.2.2 Patotipos de Escherichia coli extraintestinais 

 E. coli é o agente etiológico de diversas infecções extraintestinais, sendo o principal 

responsável por infecções no trato urinário (ITU) (Riley, 2014; Flores-Mireles et al., 2015). 

Os patotipos extraintestinais responsáveis por causar doenças em humanos são: E. coli 

uropatogênica (UPEC), E. coli causadora de meningite em neonatos (MNEC) e E. coli 

causadora de sepse (SEPEC) (Russo e Johnson, 2000). Os patotipos que causam infecções em 

outros animais são: E. coli patogênica aviária (APEC) (Stromberg et al., 2017), E. coli 

patogênica do tecido mamário (MPEC) (Blum et al., 2018) e E. coli patogênica do endométrio 

(EnPEC) (Sheldon et al., 2010). 

Diversas linhas de defesa do hospedeiro precisam ser superadas para que amostras 

UPEC consigam causar ITU, como a esfoliação das células uroepiteliais e o ataque das células 
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do sistema imune (Flores-Mireles et al., 2015). Infecções por UPEC iniciam-se mais 

frequentemente no trato urinário inferior (cistite), onde a bactéria pode se aderir e invadir as 

células locais. Caso o microrganismo consiga sobreviver ao sistema imune do hospedeiro, ele 

poderá migrar de forma ascendente e infectar o trato urinário superior (pielonefrite). Além 

disso, no sistema urinário superior o patogeno pode também ultrapassar a barreira epitelial 

renal e chegar na corrente sanguínea, acarretando bacteremia e ICS (Flores-Mireles et al., 

2015). Alguns fatores de risco que favorecem a ocorrência de ITU são atividade sexual, faixa 

etária (sendo mais comum em idosos), posição anatômica da uretra próxima ao ânus 

(característica do sexo feminino) e procedimentos invasivos, como cateterismos (Foxman e 

Brown, 2003).  

Outros patotipos de ExPEC também são responsáveis por causar infecções em 

humanos e em animais. MNEC é o agente etiológico mais comum de meningite causada por 

bactérias gram-negativas (Kim, 2016). Amostras SEPEC geralmente compartilham FV de 

outros tipos de ExPEC e possuem a capacidade de aderir e invadir células renais in vitro 

(Conceição et al., 2012). APEC pode provocar infecções no trato respiratório, pericardite e 

esplenomegalia em frangos, sendo um problema para o setor avícola (Collingwood et al., 

2014). MPEC é a principal bactéria causadora de mastite em bovinos, uma infecção com 

importância econômica para o setor pecuário, gerando custos bilionários anuais (Blum et al., 

2018). EnPEC está associada com a doença inflamatória pélvica em bovinos e não apresenta a 

maioria dos FV associados à outras amostras DEC e ExPEC (Sheldon et al., 2010). 

 

1.3 Fatores de virulência em Escherichia coli uropatogênica 

 FV são mecanismos e estratégias presentes nos microrganismos que favorecem a sua 

patogenicidade no hospedeiro. Amostras de E. coli apresentam FV que podem ser divididos 

em dois grupos: os localizados na superfície bacteriana e os secretados pelo patógeno (Shah et 

al., 2019). Os principais FV encontrados em UPEC são: adesinas, toxinas, sistemas de 

aquisição de ferro, polissacarídeos de superfície e mecanismos de evasão do sistema imune 

(Lüthje e Brauner, 2014; Subashchandrabose e Mobley, 2015; Parvez e Rahman, 2018). 

 

1.3.1 Adesinas 

Adesinas são responsáveis pela aderência das cepas de UPEC nos sítios do trato 

urinário, como a uretra. Esse FV permite que amostras de E. coli colonizem regiões que 

habitualmente não seriam capazes de habitar (Kaper, Nataro e Mobley, 2004). A adesão das 

amostras UPEC a células do trato urinário permite que linhas de defesa iniciais sejam 
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ultrapassadas, como o fluxo da urina. (Lüthje e Brauner, 2014; Parvez e Rahman, 2018). A 

expressão de diferentes adesinas são necessárias para amostras de UPEC colonizarem o 

hospedeiro, favorecendo também a permanência das amostras bacterianas no trato urinário 

(Parvez e Rahman, 2018). As adesinas podem ser classificadas quanto ao tipo de estrutura, 

podendo ser fimbriais ou não-fimbriais, e em relação a resistência à manose, podendo ser 

sensíveis à manose ou resistentes à manose (Lüthje e Brauner, 2014; Parvez e Rahman, 2018). 

A fímbria do tipo 1 é um importante FV em UPEC, pois favorece a adesão do 

patógeno a diversas células do trato urinário (Parvez e Rahman, 2018), sendo constituída por 

uma parte adesiva, denominada FimH, que se liga a proteínas α-D-manosiladas, como as 

uroplaquinas (Zhou et al., 2001; Lüthje e Brauner, 2014). Por causa dessa especificidade, a 

fímbria do tipo 1 é sensível à manose (Lüthje e Brauner, 2014; Parvez e Rahman, 2018). 

Além da capacidade de adesão às células do trato urinário, a fímbria do tipo 1 também é 

responsável por invasão celular (Mulvey et al., 1998; Martinez et al., 2000). O promotor do 

gene que codifica a fímbria do tipo 1 está localizado em uma região flanqueada por repetições 

invertidas, e a regulação da produção dessa fímbria ocorre por ação das proteínas 

recombinases FimB e FimE (que podem alterar a orientação do promotor) 

(Subashchandrabose e Mobley, 2015). 

 A fímbria P recebe essa denominação por ser associada aos casos de pielonefrite 

(Lüthje e Brauner, 2014). Essa fímbria é codificada por genes pap localizados em ilhas de 

patogenicidade (PAI) (Subashchandrabose e Mobley, 2015). A parte adesiva dessa fímbria, 

PapG, liga-se a porções α-Gal-(1,4)-β-Gal na membrana da célula hospedeira (Parvez e 

Rahman, 2018). São fímbrias resistentes à manose (Lüthje e Brauner, 2014; 

Subashchandrabose e Mobley, 2015). A fímbria P está relacionada também com a regulação 

da motilidade bacteriana (Subashchandrabose e Mobley, 2015). A regulação dos genes que 

codificam essa fímbria é mediada por competição entre as enzimas Lrp e desoxiadenosina 

(Dam)-metilase, e ocorre quando os genes da fímbria são expressos através da metilação da 

região 5’-GATC-3’ localizada próxima ao gene papB. Genes da fímbria P não são expressos 

quando acontece a ligação da enzima Lrp na porção 5’-GATC-3’, pois a metilação nessa 

região não é realizada (Hernday et al., 2002; Subashchandrabose e Mobley, 2015). O gene 

papB, quando expresso, promove a transcrição do gene papI, que atua na ligação de Lrp em 

regiões mais distantes do gene papB, auxiliando na expressão dos genes da fímbria P 

(Hernday et al., 2002; Subashchandrabose e Mobley, 2015). 

 A fímbria curli atua como adesina (Lüthje e Brauner, 2014) e participa na formação do 

biofilme (Floyd et al., 2015; Carter et al., 2016). Essa fímbria interage com diversas 
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moléculas do hospedeiro, como a fibronectina e o fibrinogênio (Olsén, Jonsson e Normark, 

1989; Olsén et al., 2002), podendo interagir também com o complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) classe I (Olsén et al., 1998; 2002). 

A fímbria F1C possui a capacidade de ligar-se à glicoesfingolipídeos no trato urinário 

(Bäckhed et al., 2002). Fímbria S apresenta afinidade de ligação com os eritrócitos (Parkkinen 

et al., 1986). Fímbrias da família AFA/Dr são constituídas tanto por adesinas fimbriais quanto 

não-fimbriais, sendo capazes de realizar a ligação com os eritrócitos e em células do trato 

urinário (Parvez e Rahman, 2018). A fímbria F9, juntamente com outras, são menos 

prevalentes, apresentando pouca relevância para a sobrevivência das amostras UPEC (Parvez 

e Rahman, 2018). 

 

1.3.2 Toxinas 

Toxinas são essenciais para a patogenicidade de UPEC. Essas moléculas alteram a 

integridade das células hospedeiras, favorecendo a penetração do microrganismo aos tecidos 

mais profundos, obtenção de nutrientes e eliminação de células de defesa (Lüthje e Brauner, 

2014; Parvez e Rahman, 2018). 

 A endotoxina LPS é o principal componente da parede celular em bactérias gram 

negativas (Lüthje e Brauner, 2014) e promove resistência à fagocitose (Buckles et al., 2009). 

O LPS é formado por três componentes: o lipídeo A hidrofóbico localizado na parte interior 

da molécula, o polissacarídeo core na região mediana e o antígeno O presente na parte mais 

externa do LPS (Wang e Quinn, 2010). O lipídeo A está relacionado com a toxicidade do LPS 

(Lüthje e Brauner, 2014). 

 A α-hemolisina (HlyA) é uma importante toxina formadora de poros secretada por 

amostras de UPEC (Wiles e Mulvey, 2013; Subashchandrabose e Mobley, 2015). HlyA 

recebeu esse nome devido sua ação lítica em eritrócitos, no entanto, também é capaz de agir 

em diversas células nucleadas (Cavalieri e Snyder, 1982; Gadeberg, Ørskov e Rhodes, 1983; 

Mobley et al., 1990; Lüthje e Brauner, 2014). HlyA é ativada através de modificações pós-

traducionais (Stanley, Koronakis e Hughes, 1998), sendo codificada por um operon composto 

por quatro genes, denominado HlyCABD (Wiles, Kulesus e Mulvey, 2008). O gene hlyA é 

responsável pela síntese da toxina e hlyC atua realizando a modificação pós-traducional de 

HlyA (Wiles e Mulvey, 2013). Os genes hlyB e hlyC são responsáveis pela exportação da 

toxina (Wiles e Mulvey, 2013). 

 O fator necrosante citotóxico 1 (CNF1) é uma toxina do tipo A-B (Boquet, 2001) 

importante para a patogênese de cepas UPEC. CNF1 apresenta a capacidade de ativar de 
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forma constitutiva enzimas da família Rho GTPases (Subashchandrabose e Mobley, 2015), 

provocando a formação de fibras de estresse e protrusões na membrana, favorecendo a 

invasão celular do patógeno (Bower, Eto e Mulvey, 2005). CNF1 também é capaz de impedir 

a divisão celular de células eucarióticas, gerando células multinucleadas (Caprioli et al., 

1984). 

 

1.3.3 Sistemas de aquisição de ferro 

 Amostras de E. coli necessitam de ferro para o transporte e armazenamento do 

oxigênio, realização da síntese de DNA, transporte de elétrons e metabolismo de peróxidos 

(Parvez e Rahman, 2018). Devido à baixa disponibilidade do ferro no trato urinário, as 

bactérias precisam apresentar sistemas para absorver esse elemento e favorecer o sucesso da 

colonização no hospedeiro (Lüthje e Brauner, 2014; Parvez e Rahman, 2018). 

 Sideróforos são moléculas secretadas por amostras UPEC com a função de capturar 

íons ferro, e são reabsorvidas por receptores após a captura desse íon (Subashchandrabose e 

Mobley, 2015). Amostras de UPEC apresentam quatro tipos de sistemas de sideróforos, 

designados como: enterobactina com o receptor FebA, salmochelina com o receptor IroN, 

aerobactina com o receptor IutA e yersiniabactina com o receptor FyuA (Lüthje e Brauner, 

2014). 

 

1.3.4 Evasão do sistema imune 

Biofilmes são comunidades bacterianas envolvidas por uma matriz extracelular. Neste 

microambiente, a bactéria pode permanecer protegida de condições adversas (como a ação de 

antimicrobianos e da resposta do sistema imune do hospedeiro), favorecendo sua colonização 

(Fux et al., 2005). Fímbria curli, celulose e poli-n-acetilglicosamina são alguns componentes 

do biofilme encontrados em amostras de E. coli (Subashchandrabose e Mobley, 2015). 

 Outro importante mecanismo de evasão do sistema imune é o mimetismo molecular, 

que consiste na capacidade do patógeno expressar moléculas semelhantes às do seu 

hospedeiro. Algumas amostras de UPEC são capazes de produzir a cápsula K1, mimetizando 

o ácido polissiálico dos hospedeiros, permitindo ocultar antígenos de superfície para que não 

ocorra a resposta imunológica (Subashchandrabose e Mobley, 2015). A cápsula K2 

encontrada em algumas amostras UPEC confere resistência ao sistema complemento (Buckles 

et al., 2009). 
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1.4 Mecanismos de resistência aos antimicrobianos 

 A resistência aos antimicrobianos por bactérias da ordem Enterobacterales tornou-se 

um crescente problema mundial. O aumento da disseminação dessas bactérias resistentes já 

foi relatado em diversas regiões, como América do Sul, América do norte, Ásia e Europa 

(Cantón et al., 2008; Bonelli, Moreira e Picão, 2013; Xu et al., 2015; Sanchez et al., 2016). 

As amostras de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemas e cefalosporinas de 3ª 

geração, incluindo E. coli, foram incluídas como patógenos do grupo 1 de prioridade para o 

desenvolvimento de terapias antimicrobianas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(OMS, 2017). 

 Uma análise realizada por Tenney e colaboradores (2018) para identificar os fatores de 

risco para ITU por bactérias resistentes a múltiplas drogas (RMD) compilou os resultados de 

25 estudos, incluindo um total de 31.284 pacientes. Após a análise, os autores identificaram 

como fatores de risco para a aquisição de patógenos RMD: a presença de cateter vesical, 

hospitalização prévia, uso prévio de antimicrobianos e residir em asilos (Tenney et al., 2018). 

 

1.4.1 Mecanismos de resistência aos β-lactâmicos 

 β-lactâmicos estão entre os antimicrobianos mais prescritos para o tratamento de 

doenças infecciosas (Bush e Bradford, 2016). Essa classe de antimicrobianos atua inibindo a 

síntese da parede celular bacteriana, ao se ligar com as proteínas de ligação à penicilina 

(PBP), interrompendo a etapa de transpeptidação, acarretando no bloqueio da síntese de 

peptidoglicano, e resultando na morte bacteriana (Bush e Bradford, 2016). Existem quatro 

principais classes de β-lactâmicos: penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e 

carbapenemas (Bush e Bradford, 2016). 

A resistência aos antimicrobianos da classe β-lactâmicos em bactérias gram-negativas 

está principalmente relacionada com a produção de enzimas β-lactamases (Bush, 2018). Essas 

enzimas possuem a capacidade de hidrolisar o anel β-lactâmico dos antimicrobianos dessa 

classe (Bush, 2018). O primeiro relato de uma enzima β-lactamase foi em 1940, encontrada 

em E. coli (Abraham e Chain, 1940). 

As β-lactamases podem ser classificadas de duas maneiras. A primeira classificação, 

proposta por Ambler (1980), baseia-se na estrutura molecular e sequência de aminoácidos, 

enquanto a classificação proposta por Bush-Jacoby-Medeiros (1995) está relacionada com a 

especificidade do substrato e com a capacidade das enzimas de serem bloqueadas por 

determinados inibidores (Ambler, 1980; Bush, Jacoby e Medeiros, 1995). 
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As β-lactamases das classes A, C e D de Ambler são chamadas de serino-β-

lactamases, devido à presença de serina em seu sítio ativo. Já as enzimas da classe B são 

chamadas de metallo-β-lactamases, pois necessitam de um íon de zinco em seu sítio ativo 

(Bush, 2018; Tooke et al., 2019). As β-lactamases, segundo a classificação de Bush-Jacoby-

Medeiros, podem ser divididas nos grupos funcionais 1, 2 e 3 (Bush e Jacoby, 2009; Bush, 

2018). O Grupo 1 engloba as cefalosporinases (correspondem a classe C de Ambler) e não são 

inibidas por ácido clavulânico nem EDTA (Bush e Jacoby, 2010; Bush 2018). O Grupo 2 

corresponde às serino-β-lactamases (classes A e D de Ambler), sendo o maior grupo dessas 

enzimas (Bush e Jacoby, 2010; Bush 2018). Nesse grupo, encontram-se enzimas capazes de 

hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenemas (Bush 2018). O 

Grupo 3 engloba as metallo-β-lactamases (Classe B de ambler), que são enzimas capazes de 

hidrolisar carbapenemas e não são inibidas por ácido clavulânico, porém são inibidas por 

EDTA e outros quelantes de íons (Bush e Jacoby, 2010; Bush 2018). 

β-lactamases de espectro estendido (ESBL) pertencem principalmente à classe A de 

Ambler e Grupo 2 de Bush-Jacoby-Medeiros, com exceção das ESBL do tipo OXA que 

pertencem à classe D de Ambler (Bush, 2018; Tooke et al., 2019). Essas enzimas apresentam 

a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos. No entanto, não 

hidrolisam cefamicinas nem carbapenemas. Além disso, ESBL são bloqueadas por inibidores 

clássicos de β-lactamases, como o ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam (Paterson e 

Bonomo, 2005). Entre as principais famílias de ESBL, estão: do tipo TEM, SHV, CTX-M e 

OXA (Bush, 2018). 

 Carbapenemas constituem uma importante classe de β-lactâmicos, pois 

frequentemente são utilizados como última linha de tratamento para amostras de 

Enterobacteriaceae portadoras de ESBL (Duin e Doi, 2017). Carbapenemases pertencem às 

classes A, B e D de Ambler (Queenan e Bush, 2007) e muitas hidrolisam penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenemas e aztreonam, deixando limitadas as opções de tratamento 

(Haller et al., 2018). 

 

1.4.2 Mecanismos de resistência às quinolonas e fluoroquinolonas 

As quinolonas inibem a síntese de DNA bacteriano, agindo nas enzimas DNA girase e 

topoisomerase IV. Durante o processo de síntese de DNA, as quinolonas são capazes de se 

ligarem no sítio ativo de clivagem do complexo enzima-DNA, induzindo uma quebra 

permanente da dupla fita de DNA, resultando na morte bacteriana (Aldred, Kerns e Osheroff, 

2014). A resistência às quinolonas e fluoroquinolonas pode ser classificada em três tipos: 
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resistência na molécula alvo, resistência plasmidial e resistência cromossômica (Aldred, 

Kerns e Osheroff 2014; Correia et al., 2017). 

A resistência na molécula alvo ocorre através de mutações nos genes que codificam as 

enzimas DNA girase e topoisomerase IV, reduzindo a afinidade dos antimicrobianos por essas 

enzimas (Aldred, Kerns e Osheroff 2014, Correia et al., 2017). 

 A resistência plasmidial acontece por três mecanismos distintos: ação codificada por 

genes da família qnr, aac(6′)-Ib-cr e bombas de efluxo  (Aldred, Kerns e Osheroff 2014). 

As proteínas codificadas por genes qnr são divididas em seis grupos: QnrA, QnrB, 

QnrS, QnrC, QnrD e QnrVC (Correia et al, 2017). Qnr pode conferir resistência por: (i) 

diminuição da quantidade de ligações de DNA girase e topoisomerase IV no DNA bacteriano, 

reduzindo o número de alvos disponíveis para a ação dos antimicrobianos, (ii) ligação das 

proteínas Qnr na DNA girase e topoisomerase IV, impedindo a entrada das fluoroquinolonas 

nos complexos de clivagem formados pelas enzimas (Aldred, Kerns e Osheroff 2014). 

O gene aac(6′)-Ib-cr codifica uma proteína variante de uma aminoglicosídeo 

acetiltransferase, apresentando duas modificações de aminoácidos específicas, W102R e 

D179Y (Robicsek et al., 2006; Aldred, Kerns e Osheroff 2014). Essa enzima acetila 

ciprofloxacina (CIP) e norfloxacina (NOR), reduzindo a atividade desses antimicrobianos 

(Robicsek et al., 2006; Aldred, Kerns e Osheroff 2014). 

O terceiro mecanismo de resistência plasmidial às quinolonas é a produção das 

bombas de efluxo OqxAB e QepA (Hansen et al, 2007; Yamane et al, 2007; Cattoir, Poirel e 

Nordmann, 2008; Aldred, Kerns e Osheroff 2014). 

A resistência cromossômica pode ocorrer por baixa expressão de porinas e por 

aumento da produção das bombas de efluxo (Ruiz, 2003). A membrana externa das bactérias 

gram-negativas age como uma barreira adicional para a entrada desses antimicrobianos 

(Aldred, Kerns e Osheroff 2014). 

 

1.4.3 Mecanismos de resistência aos aminoglicosídeos 

 Os aminoglicosídeos ligam-se ao ribossomo bacteriano, inibindo a síntese proteica do 

microrganismo, consequentemente, causando a morte bacteriana (Garneau-Tsodikova e 

Labby, 2016). A resistência aos aminoglicosídeos ocorre principalmente por enzimas capazes 

de modificar a estrutura do antimicrobiano tornando-os inativos, por exemplo, através de 

fosforilação (aminoglicosídeo fosforiltransferase [APH]), de acetilação (aminoglicosídeo 

acetiltransferase [AAC]), ou de adenilação (aminoglicosídeo nucleotidiltransferase [ANT]) 

(Smith e Baker, 2002; Poole, 2005). 
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 Além disso, a parede celular bacteriana age como uma barreira natural impedindo a 

entrada do antimicrobiano na célula e as bombas de efluxo atuam expelindo os 

aminoglicosídeos para o meio extracelular (Garneau-Tsodikova e Labby, 2016). Outro 

mecanismo de resistência aos aminoglicosídeos é por meio de mutações nos genes que 

codificam ou modificações enzimáticas que ocorrem na estrutura dos alvos ribossômicos 

(Garneau-Tsodikova e Labby, 2016). 

 

1.4.4 Mecanismos de resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim 

 Trimetoprim (TMP) é um inibidor competitivo da enzima bacteriana dihidrofolato 

redutase (DHFR) (Cockerill e Edson, 1991). Sulfametoxazol pertence à classe das 

sulfonamidas, sendo um inibidor da enzima dihidropteroato sintase (DHPS) (Cockerill e 

Edson, 1991). Ambos os fármacos interrompem as vias de síntese do ácido folínico, 

impedindo a síntese do DNA bacteriano (Cockerill e Edson, 1991). 

Dentre os mecanismos que ocasionam a resistência a TMP estão: a superexpressão da 

enzima DHFR, que ocorre por mutação no promotor do gene dhfr (Huovinen, 2001) e 

mutações no próprio gene dhfr, codificando uma enzima modificada (Dale et al., 1997; 

Huovinen, 2001). A resistência às sulfonamidas pode ocorrer devido a mutações no gene dhps 

cromossômico ou pode ser mediada por plasmídeos, através da ação de três enzimas DHPS 

resistentes que são codificadas pelos genes sulI, sulII e sulIII (Sköld, 2000; Poirel et al., 

2018). Além disso, as bombas de efluxo e alterações na permeabilidade da membrana também 

podem conferir resistência tanto a TMP quanto às sulfonamidas (Huovinen, 2001). 

 

1.5 Clones de Escherichia coli 

Clones são microrganismos de um mesmo grupo sendo classificados como 

semelhantes por determinado método de tipificação (Riley, 2014). Os principais métodos para 

a tipagem de clones baseados em sequenciamento do DNA são o sequenciamento do genoma 

completo (SGC) e o multilocus sequence typing (MLST) (Riley, 2014; Manges et al., 2019). 

A técnica MLST baseia-se na análise de alelos dos genes do metabolismo central do 

microrganismo, chamados genes housekeeping (Maiden et al., 1998; Maiden, 2006). Com 

base nas variações entre os alelos de cada gene analisado comparado com as sequências de 

referência depositadas em um banco de dados de acesso público, a amostra recebe uma 

designação numérica que passa a ser seu perfil alélico. Baseado nesse perfil, as amostras são 

classificadas em diferentes sequence type (ST) (Maiden et al, 1998; Maiden, 2006). Para E. 
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coli são analisados sete genes housekeeping: adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA (Wirth et 

al., 2006). 

Amostras de E. coli são classificadas em diferentes ST que estão incluídos nos 

complexos clonais (CC). ST que compartilham 5 ou mais alelos idênticos entre si são 

agrupados no mesmo CC (Wirth et al., 2006). 

Os CC são amplamente encontrados em animais, meio ambiente e alimentos. Um 

trabalho realizou uma meta-análise de estudos (n=217) que abordaram o SGC ou o MLST em 

amostras de infecções intestinais e extraintestinais executados entre 1995 e 2018 encontrou 

uma diversidade de clones de E. coli (Manges et al., 2019). Neste estudo os autores 

identificaram vinte ST (ST131, ST69, ST10, ST405, ST38, ST95, ST648, ST73, ST410, 

ST393, ST354, ST12, ST127, ST167, ST58, ST88, ST617, ST23, ST117 e ST1193) 

associados com infecções extraintestinais (Manges et al., 2019). Dentre esses ST, um grupo 

limitado de clones pandêmicos, ST69, ST73, ST95 e ST131, tem sido associado com maior 

frequência com infecções adquiridas na comunidade (especificamente, ITU) e com infecções 

relacionadas aos cuidados com a saúde (especialmente ICS) (Riley, 2014; Denamur et al., 

2020). 

A técnica pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) é considerada muito útil para a 

tipagem bacteriana e consiste na utilização de enzimas de restrição para realizar cortes no 

genoma do microrganismo (Tenover et al., 1995; Neoh et al., 2019). Os genomas 

fragmentados migram em um gel de agarose dentro de um campo pulsado, gerando um perfil 

de bandas (Tenover et al., 1995; Neoh et al., 2019). Através desse método de tipagem, as 

amostras podem ser classificadas em: (i) geneticamente indistinguíveis, quando possuem um 

perfil de bandas indistinguível, (ii) intimamente relacionadas, se diferirem em duas ou três 

bandas, (iii) possivelmente relacionadas, se diferirem em quatro a seis bandas e (iv) não 

relacionadas, se diferirem em sete ou mais bandas (Tenover et al., 1995). No entanto, como 

essa é uma técnica demorada e laboriosa, juntamente com o avanço da tecnologia, outras 

abordagens passaram a serem utilizadas para a tipificação de amostras, como as já citadas 

MLST, SGC e random amplified polymorphic DNA (RAPD). 

A técnica RAPD também se baseia na análise de perfis de bandas e consiste na 

utilização de iniciadores arbitrários sem muita especificidade, provocando amplificações 

aleatórias no genoma do microrganismo. Após uma corrida de eletroforese, será gerado um 

perfil de bandas que serão consideradas o fingerprint da amostra (Madico, Akopyants e Berg, 

1995). Amostras com fingerprints indistinguíveis são consideradas clonais (Madico, 

Akopyants e Berg, 1995). 
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1.5.1 Escherichia coli sequence type 69 

1.5.1.1 Características gerais de Escherichia coli sequence type 69 

 Em 2001, Manges e colaboradores analisaram uma coleção composta de 386 amostras 

de E. coli obtidas de uma coorte de mulheres com ITU adquirida na comunidade (ITU-AC) de 

três estados Norte americanos: Califórnia, Michigan e Minnesota (Manges et al., 2001). 

Através da amplificação de sequências consenso intergênicas repetitivas de enterobactérias 

(ERIC2-PCR) foi identificado nessa coleção um grupo clonal, denominado grupo clonal A 

(CgA). Dentre as 386 amostras, 46 (45%) resistentes a sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) 

pertenciam ao CgA. Em outro estudo, realizado para analisar o poder discriminatório de um 

protocolo de MLST comparado com outros métodos de tipagem (Tartof et al, 2005), foram 

analisadas 45 amostras de E. coli, incluindo amostras isoladas no estudo de Manges e 

colaboradores (2001). As amostras antes pertencentes ao CgA foram classificadas como 

sendo do CC69 (Tartof et al, 2005). 

 Amostras do CC69 pertencem ao grupo filogenético D e são identificadas 

principalmente em espécimes obtidos de ITU e ICS, sendo distribuídas em diversas regiões do 

mundo, como Austrália, Brasil, Canadá, Chile, Grécia e Estados Unidos (Manges et al., 2006; 

Dias et al., 2009; Johnson et al., 2009; Johnson et al., 2011; Riley, 2014). Cepas do ST69 

geralmente são RMD, frequentemente incluindo resistência a SXT (Johnson et al., 2005). No 

entanto, são raras as amostras do ST69 produtoras de ESBL (Riley, 2014). Amostras do ST69 

geralmente carregam um único cassete de genes (dfrA17-aadA15) que codificam dihidrofolato 

redutase e aminoglicosídeo adeniltransferase em um integron de classe 1 (Solberg, Ajiboye e 

Riley, 2006). 

Amostras de E. coli do ST69 já foram isoladas de diversas fontes além de infecções 

humanas. Amostras desse ST produtoras de ESBL foram encontradas em cães domésticos na 

Finlândia (Grönthal et al., 2018), uma resistente à colistina foi encontrada em queijo de leite 

não-pasteurizado no Egito (Hammad et al., 2018), e algumas foram encontradas em esgoto 

urbano na Espanha (Colomer-Lluch et al., 2013). Campos e colaboradores (2013) 

identificaram duas amostras do ST69 resistentes a tetraciclina em saladas comercializadas 

prontas para consumo em Portugal (Campos et al., 2013). Amostras desse ST também já 

foram isoladas de camelos (Carvalho et al., 2020). 

Apesar de ser pouco comum amostras do ST69 produtoras de ESBL, estudos na 

China, Coréia do Sul e Japão identificaram amostras desse ST produtoras de blaCTX-M-14 (Kim 

et al., 2011; Ho et al., 2012; Matsumura et al., 2012). Uma amostra produtora de blaCTX-M-8 

isolada de espécime de urina foi encontrada no Brasil (Campos et al., 2018). 
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Um estudou analisou a virulência in vivo de diversas amostras de E. coli 

uropatogênicas de diferentes ST no modelo de Galleria mellonella. Foi observado que as 

amostras pertencentes ao ST69, juntamente com as do ST127, foram as mais letais nesse 

modelo animal. Amostras do ST69 e ST127 tiveram, respectivamente, um LD50 mediano de 

1,59X104 UFC/10µl e 1,17X104 UFC/10µl, um valor menor quando comparado com o LD50 

de amostras dos ST73, 95 e 131 (Alghoribi et al., 2014). 

 

1.5.1.2 Revisão da literatura sobre Escherichia coli sequence type 69  

A revisão bibliográfica sobre amostras do ST69 foi realizada através de pesquisa no 

buscador PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). O termo: “(Escherichia coli ST69) OR 

(Escherichia coli clonal group A)” foi utilizado para o levantamento dos artigos publicados. 

Um total de 101 trabalhos publicados no período de 2001 até 2020 foi encontrado utilizando 

esse termo. Além desse total, foram adicionados manualmente dois estudos em que o ST69 

foi previamente caracterizado como CgA (Manges et al., 2001 e Johnson et al., 2005), 

totalizando 103 trabalhos. O número total dos estudos encontrados separados de acordo com o 

ano de publicação está mostrado na Figura 1. 

 

Figura 1 – Distribuição dos trabalhos encontrados envolvendo amostras Escherichia coli do 

ST69 no período de 2001 a 2020 por ano de publicação. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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A análise inicial dos 103 artigos mostrou um aumento na quantidade de trabalhos 

envolvendo amostras de E. coli do ST69 ao longo dos anos, alcançando o número de 24 

artigos publicados durante ano de 2020. Algumas hipóteses para esse aumento podem ser: (i) 

o crescimento na vigilância epidemiológica dos clones de E. coli responsáveis por causar 

infecções tanto em humanos quanto em outros animais e (ii) a redução no custo dos métodos 

de tipagem, como o MLST. 

O critério utilizado para a inclusão dos artigos na revisão foi a seleção de artigos de 

epidemiologia que demonstrassem a prevalência do ST69 isolados de espécimes clínicos 

humanos em determinada região. Foram excluídos da revisão todos os artigos que não 

demonstrassem a prevalência desse ST, estudos sobre amostras ambientais e/ou animais não 

humanos, trabalhos de revisão e artigos para a avaliação de novas técnicas e/ou metodologias. 

Após a avaliação utilizando os critérios de seleção, dentre os 103 artigos iniciais, o número 

final de artigos inclusos na revisão foi 43. A lista completa com todos os 43 artigos inclusos 

na revisão está contida no Anexo 1. 

 Após a análise da revisão dos artigos, foi observado que amostras de E. coli do ST69 

foram identificadas em todos os continentes, reforçando o caráter pandêmico desse ST. A 

Ásia apresentou o maior número de trabalhos realizados (n=15). O segundo continente com a 

maior quantidade de trabalhos Europa (n=13), seguido da América do Norte (n=7) e América 

do Sul (n=6). África e Oceania tiveram um estudo cada (Figura 2). Todos os seis estudos 

envolvendo o ST69 na América do Sul foram realizados no Brasil, sendo cinco realizados no 

Rio de Janeiro (Dias et al., 2009a, 2009b; de Souza da-Silva et al., 2017, 2020; Campos et al., 

2018) e um em Salvador (Berman et al., 2014). A distribuição temporal e geográfica dos 

estudos analisados é mostrada na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2 – Distribuição geográfica dos 43 estudos epidemiológicos envolvendo o ST69. 
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Figura 3 – Distribuição temporal e geográfica dos estudos envolvendo ST69 da revisão 

 

Dentre os 43 artigos inclusos na revisão, amostras do ST69 foram as mais frequentes 

na coleção de 5 (12%) (Dias et al., 2009b; Berman et al., 2014; Nüesch-Inderbinen et al., 

2017; Karami, Wold e Adlerberth, 2017; de Souza da-Silva et al., 2020). A Tabela 1 mostra 

os espécimes clínicos em que as amostras de E. coli do ST69 foram isoladas e a prevalência 

relacionada com cada espécime de isolamento. O espécime mais comum em que as amostras 

foram isoladas foi urina, em 18 estudos. Além disso, alguns estudos isolaram amostras do 

ST69 de urina juntamente com outros espécimes clínicos, como sangue, fezes e ferida. Um 

total de oito estudos isolaram amostras do ST69 de sangue e um estudo, de fezes. 

Nos estudos em que amostras do ST69 foram isoladas de espécimes de urina, o valor 

encontrado para a mediana e moda da frequência foi dois. Nos estudos em que as amostras 

foram isoladas de sangue, a mediana da frequência foi três e a moda ficou igualmente 

distribuída entre três e quatro. Já no único trabalho em que amostras de E. coli foram isoladas 

exclusivamente de fezes, o ST69 foi o 6º mais frequente (Tabela 1). 

A taxa de frequência das amostras de E. coli do ST69 variou geograficamente (Figura 

4). A maior prevalência desse clone foi de 26% (n=49/192) no trabalho de Manges e 

colaboradores em 2001, realizado nos Estados Unidos. Nesse estudo, dentre as 192 amostras 

tipificadas, a maioria apresentou resistência a SXT (Manges et al., 2001). E a menor 

prevalência do ST69 foi de 1% (n=7/581) em um estudo realizado no Japão que foram tipadas 

apenas amostras produtoras de ESBL (Matsumura et al., 2012).  

A maior taxa de amostras do ST69 encontrada na América do Sul foi de 15% (n=77) 

identificada em amostras de ITU-AC no Rio de Janeiro, Brasil (de Souza da-Silva et al., 
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2020). Na Europa, a maior taxa de amostras desse ST foi de 25% (n=6) em um estudo 

realizado na Dinamarca em que foram analisadas apenas amostras produtoras de OXA-244 

(Hammerum et al., 2020). O estudo com maior taxa de amostras do ST69 na Ásia foi 

realizado na Indonésia, onde esse ST foi isolado de espécimes clínicos de sangue e compôs 

14% (n=3) da coleção (Paramita et al., 2020). No único estudo realizado na África incluído na 

nossa revisão, as amostras do ST69 compuseram 14% (n=5) das amostras tipificadas 

(Yahiaoui et al., 2015). Nesse estudo, a coleção continha 150 amostras, porém foram tipadas 

apenas amostras RMD dos filogrupos B2 e D (n=35). Já o único artigo da Oceania incluso na 

nossa revisão, foi realizado na Austrália, as amostras do ST69 foram isoladas de espécimes de 

urina e constituíram 7% (n=5) da coleção (Li et al., 2020). 

 

 

Tabela 1 – Distribuição da fonte de isolamento das amostras de Escherichia coli do ST69 em 

relação à frequência nos 43 estudos analisados 

Espécime clínico Número de estudosa 
Frequência das amostras nos estudosb 

Mediana Moda 

Urina 

 

18 2º 2º 

Sangue 

 

8 3º 3º/4º 

Fezes 

 

1 6º 6º 

Urina + Sangue 

 

3 5º 5º 

Urina + Ferida 

 

1 3º 3º 

Urina + Fezes 

 

1 1º 1º 

Urina + Sangue + Fezes 

 

1 2º 2º 

Urina + Respiratório + Ferida 1 2º 2º 
a Estudos em que o espécime clínico não foi identificado não foram inclusos na tabela. 
b Três estudos não mostraram a prevalência do ST69 em comparação com outros ST, pois fizeram a busca 

apenas para ST69 e não foram inclusos no cálculo da frequência.  

 

 

  



18 
 

 

Figura 4 – Distribuição da taxa das amostras do ST69 nas coleções entre os continentes 

 

1.5.2 Escherichia coli sequence type 69 no Brasil 

O primeiro relato de amostras do CgA no Brasil ocorreu em 2005, quando Johnson e 

colaboradores analisaram 60 amostras de E. coli provenientes de espécimes de urina isoladas 

de um centro médico universitário em Curitiba (Johnson et al., 2005). Dentre essas 60 

amostras, três pertenciam ao CgA, sendo duas resistentes a SXT (Johnson et al., 2005). 

Também no ano de 2005, um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa analisou 

344 espécimes de urina obtidas de mulheres que procuraram atendimento em dois hospitais no 

Rio de Janeiro durante os anos de 2005 e 2006 (Dias et al., 2009b). Dentre a coleção, 186 

casos foram confirmados como ITU sintomática. Um total de 118 amostras foram 

confirmadas como E. coli, sendo identificadas 15 amostras pertencentes ao CgA por ERIC2-

PCR. Do total das amostras incluídas como CgA, 14 (93%) foram resistentes a SXT (Dias et 

al., 2009b). 

No ano de 2013, em um estudo prévio (de Souza da-Silva et al., 2017) caracterizamos 

quanto à virulência 139 amostras de E. coli obtidas de mulheres do estudo realizado em 2005 

(Dias et al, 2009b), incluindo nesse momento 12 amostras isoladas de homens com ITU-AC. 

Dessas 139 amostras, 15 (11%) pertenciam ao ST69 (as mesmas 15 já identificadas na etapa 

anterior do estudo). Após a caracterização dos FV, nas amostras do ST69 foram identificados 

genes que codificam adesinas (fimH, papA, papGII, papGIII, afa/draBC, sfa/focDE), 
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sideróforos (iutA, fyuA) e invasinas (traT, kpsMII). Genes de virulência que codificam toxinas 

não foram encontrados (de Souza da-Silva et al., 2017). 

Em 2018, um grupo de pesquisadores realizou um estudo para caracterizar a estrutura 

populacional de amostras de E. coli coletadas de espécimes de urina de pacientes admitidos 

em quatro hospitais no Rio de Janeiro através do SGC (Campos et al., 2018). Neste estudo, 

dois clones foram predominantes: ST131 (n=26; 24%), seguido do ST69 (n=9; 8%). Amostras 

pertencentes ao ST69 apresentaram alta taxa de resistência a SXT (mais de 50% das amostras) 

e foram suscetíveis a aminoglicosídeos. Entretanto, esse estudo mostrou o perfil de virulência 

e resistência para amostras restritas ao ambiente hospitalar (Campos et al., 2018). 

Em 2020, determinamos a prevalência da resistência aos antimicrobianos e as β-

lactamases em uma coleção de amostras de UPEC obtidas na comunidade no Rio de Janeiro 

durante o ano de 2015 (de Souza da-Silva et al., 2020). De um total de 499 amostras, 77 

(15,4%) foram do ST69, sendo esse o mais frequente no estudo e apresentando alta taxa de 

resistência para CIP (25%). Esse valor foi muito superior em relação ao detectado em 2005, 

quando nenhuma amostra do ST69 foi resistente a CIP (Dias et al., 2009b). Em 2015, ST131 

foi o segundo clone mais frequente, com 45 (9%) amostras. Mostramos que as ITU-AC no 

Rio de Janeiro foram associadas a dois clones pandêmicos, ST69 e ST131 (de Souza da-Silva 

et al., 2020). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 As ITU estão entre as infecções bacterianas mais comuns em humanos, sendo E. coli o 

agente etiológico mais comum nessas infecções (Flores-Mireles et al., 2015). O uso de 

antimicrobianos em ITU favorece a seleção de amostras UPEC resistentes (Asadi Karam, 

Habibi e Bouzari, 2019). Amostras de E. coli pertencentes ao ST69 correspondem a uma das 

principais linhagens causadoras de infecções extraintestinais, incluindo ITU e ICS (Riley, 

2014; Manges et al., 2019). 

Em um estudo prévio realizado pelo nosso grupo, detectamos o perfil de genes de 

virulência em linhagens selecionadas de UPEC isoladas de indivíduos com ITU-AC, obtidas 

no ano de 2015 (de Souza da-Silva tese concluída 2018, artigo em processo de escrita). Dentre 

todos os genes de virulência pesquisados, foi observada uma baixa frequência desses genes 

nas amostras do ST69, sendo apenas três: fimH (91%), fyuA (60%) e traT (60%) presentes em 

mais de 50% das amostras (de Souza da-Silva tese concluída 2018, artigo em processo de 

escrita). A comparação da presença dos genes de virulência das amostras do ST69 de 2015 

(n=77 amostras) com as do ST69 da coleção de 2005 (n=15) (de Souza da-Silva et al., 2017) 

mostrou que a frequência dos genes papGII [n=15 (19%) para 2015; n=12 (91%) para 2005], 

traT [n=46 (60%) para 2015; n=14 (93%) para 2005] e para genes que codificam dois 

sideróforos (iutA e fyuA) era significativamente menor (p < 0,03) na coleção de 2015 (de 

Souza da-Silva tese concluída 2018, artigo em processo de escrita). 

Estes achados evidenciam que as amostras do ST69 responsáveis por causar ITU-AC 

em indivíduos do Rio de Janeiro exibiam características distintas do perfil de virulência e do 

perfil de resistência. Nossa hipótese é que essas características possam apresentar uma relação 

inversa, como identificado nas amostras do ST69 de 2015 que apresentaram aumento na 

resistência à CIP, e diminuição da quantidade de genes de virulência (de Souza da-Silva tese 

concluída 2018, artigo em processo de escrita), sugerindo que possa existir uma relação entre 

esses dois fatores. 

Além disso, vimos que, apesar do ST69 ser um dos principais clones de E. coli 

responsáveis por causar infecções extraintestinais, há poucos trabalhos na literatura que 

busquem caracterizar seus principais FV e genes de resistência, para uma melhor 

compreensão de sua patogênese nesses sítios extraintestinais. 

Dessa forma, torna-se essencial entender os FV que permitem o ST69 obter sucesso 

em sua colonização e infecção nos sítios além do intestino e também realizar uma 

investigação entre a relação de FV e a resistência aos antimicrobianos nas amostras desse 
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clone. Uma compreensão desses aspectos é importante para o desenvolvimento de novas 

terapias e estratégias capazes de diminuir os impactos das ITU no Rio de Janeiro.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

Realizar uma análise temporal do perfil de resistência de amostras de E. coli 

pertencentes ao ST69 isoladas de indivíduos com ITU-AC residentes no estado do Rio de 

Janeiro obtidas em três períodos: 2005, 2015 e 2019 e realizar uma análise genômica das 

amostras de 2005. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Determinar o perfil de resistência aos antimicrobianos das amostras do ST69 da 

coleção de 2019. 

Comparar o perfil de resistência das amostras do ST69 dos três períodos: 2005, 2015 e 

2019. 

Pesquisar a presença do gene fimH nas amostras do ST69 de 2019. 

Realizar uma análise genômica das amostras do ST69 de 2005. 

Comparar os genes de resistência e virulência das amostras do ST69 da coleção de 

2005 com genomas disponíveis em bancos de dados de amostras desse mesmo ST. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS      

4.1 Origem das amostras bacterianas e coleção do estudo 

As amostras de E. coli foram obtidas de indivíduos com ITU-AC residentes no Rio de 

Janeiro, provenientes de três estudos desenvolvidos no Laboratório de Investigação em 

Microbiologia Médica (LIMM). O primeiro estudo (Dias et al., 2009b; de Souza da-Silva et 

al., 2017) é composto por 139 amostras obtidas de pacientes atendidos no serviço de pronto-

atendimento de dois hospitais no Rio de Janeiro durante os anos de 2005 e 2006. Essas 

amostras foram identificadas por métodos microbiológicos tradicionais e foram tipadas por 

MLST. Um total de 15 (11%) amostras correspondeu ao ST69 (Dias et al., 2009b; de Souza 

da-Silva et al., 2017). O segundo estudo (de Souza da-Silva et al., 2020) foi composto por 

499 amostras isoladas durante o ano de 2015. Amostras cultivadas em placas de Petri foram 

enviadas pelo setor de microbiologia ambulatorial da rede do laboratório Diagnósticos da 

América S. A. (DASA). Todas as 499 amostras foram submetidas a identificação através de 

espectrometria de massas por MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time 

of flight). Dentre as 499 amostras da coleção, 77 (15%) foram identificadas como pertecentes 

ao ST69 através de MLST (de Souza da-Silva et al., 2020). O terceiro estudo (Eduardo 

Moreira de Castro, Tese de Doutorado em andamento, dados não publicados) está sendo 

realizado com amostras obtidas no ano de 2019, sendo o desenho do estudo semelhante ao do 

segundo trabalho (de Souza da-Silva et al., 2020). Foram enviadas pelo laboratório DASA 

1000 placas de Petri com culturas bacterianas, e 993 amostras foram identificadas como 

Escherichia coli. 

Para a identificação das amostras do presente estudo, cada grupo de amostras foi 

denominado pelo tipo de infecção (ITU) seguido do ano de isolamento, como mostrado na 

Tabela 2. Assim, a coleção do presente estudo é constituída por: (i) grupo ITU-2005, com 15 

amostras de E. coli do ST69, com nenhuma resistente a CIP (Dias et al., 2009b; de Souza da-

Silva et al., 2017); (ii) grupo ITU-2015, com 77 amostras do ST69, sendo 25 resistentes a 

CIP, e 52 amostras sensíveis a CIP (de Souza da-Silva, et al, 2020); (iii) grupo ITU-2019, 

com 101 amostras do ST69. Para o terceiro grupo foram realizados os experimentos de 

suscetibilidade aos antimicrobianos e a tipificação clonal, como descritos adiante. 
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Tabela 2 – Identificação das amostras de Escherichia coli do ST69 na coleção do estudo 

Identificação Número de amostras Origem e ano das amostras 

ITU-2005 15 1º Estudoa, 2005 

ITU-2015 77 2º Estudob, 2015 

ITU-2019 101 3º Estudoc, 2019 

Total 193 NAd 

a Dias et al., 2009b; de Souza da-Silva et al., 2017; b de Souza da-Silva et al., 2020; c Eduardo Moreira de Castro, 

Tese de Doutorado em andamento (dados não publicados). d: não se aplica. 

 

4.2 Tipificação por PCR multiplex 

As amostras ITU-2005 e ITU-2015 já foram tipificadas para a determinação do ST 

através de MLST (Dias et al., 2009b; de Souza da-Silva et al., 2020). As amostras ITU-2019 

foram tipificadas para a determinação do ST através de PCR multiplex de acordo com o 

protocolo descrito por Doumith e colaboradores (2015). Este protocolo permite a 

identificação de quatro ST pandêmicos (69, 73, 95 e 131) responsáveis por infecções 

extraintestinais (Doumith et al., 2015). Esta etapa foi realizada em paralelo com o projeto de 

Doutorado do aluno Eduardo Moreira de Castro. 

As amostras ITU-2019 foram cultivadas em TSA por aproximadamente 18 horas. 

Após o crescimento, foi escolhida uma colônia com o auxílio de uma alça microbiológica, que 

foi suspensa em um microtubo contendo 200µl de água destilada autoclavada. O microtubo 

com a suspensão foi agitado com auxílio de um vórtex por 30 segundos para lise das células 

bacterianas e liberação do material genético. 

A PCR foi realizada com volume final 10µl, composto por 5µl de MasterMix Green 

(2X), 2,4µl de água destilada, 0,2µl de cada iniciador a 0,2µM (Tabela 3) e 1µl de DNA da 

amostra. A condição de ciclagem foi: desnaturação inicial a 94ºC por 3 minutos, em seguida 

30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos e 

extensão a 72ºC por 30 segundos, e um ciclo de extensão final a 72ºC por 5 minutos (Doumith 

et al., 2015). Os controles utilizados na reação foram: E. coli ATCC BAA-457 para ST69; 

D20 para ST131; D150 para ST73; e D127 para ST95 (amostras de E. coli D20, D150 e D127 

são da coleção ITU-2015). 

 Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% 

com tampão Tris-Borato EDTA (TBE) 0,5X. Para a corrida foi utilizado o marcador “100pb 

DNA ladder” (Invitrogen®). A condição de corrida foi 100 volts por aproximadamente 60 

minutos. O gel foi corado com brometo de etídio (solução estoque 10mg/mL) (Sigma®, St. 



25 
 

Louis, EUA). As imagens foram visualizadas sob a luz ultravioleta com o equipamento 

ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare®). 

 

Tabela 3 – Iniciadores, sequência e tamanho do amplicon para a tipagem do ST por PCR 

Iniciador Sequência 
Tamanho do 

amplicon (pba) 

ST69_for ATCTGGAGGCAACAAGCATA 
104 

ST69_rev AGAGAAAGGGCGTTCAGAAT 

ST73_for TGGTTTTACCATTTTGTCGGA 
490 

ST73_rev GGAAATCGTTGATGTTGGCT 

ST95_for ACTAATCAGGATGGCGAGAC 
200 

ST95_rev ATCACGCCCATTAATCCAGT 

ST131_for GACTGCATTTCGTCGCCATA 
310 

ST131_rev CCGGCGGCATCATAATGAAA 

Doumith et al., 2015; a pb: pares de base. 

               

4.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos e teste de dupla difusão para 

identificação da produção de ESBL 

 As amostras ITU-2005 e ITU-2015 já foram caracterizadas quanto ao perfil de 

resistência em estudos anteriores (Dias et al., 2009b; de Souza da-Silva et al., 2020). Para as 

amostras ITU-2019, foi realizado o antibiograma de acordo com a padronização do Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Os antimicrobianos utilizados para esse 

teste estão descritos na Tabela 4. 

 Apesar das amostras da coleção ITU-2005 já apresentarem o perfil de resistência 

descrito por Dias e colaboradores (2009b), no presente estudo foi realizado o teste de 

suscetibilidade novamente para essa coleção para a utilização dos agentes antimicrobianos 

padronizados de acordo com o CLSI 2021. Para a confirmação do resultado do antibiograma e 

do teste de disco aproximação das amostras da coleção ITU-2005, os resultados dos dois 

testes foram analisados tendo como referências o documento CLSI 2005 e o  CLSI 2021. 

 Para a realização do teste, as amostras ITU-2005 e ITU-2019 foram cultivadas em 

ágar TSA pela técnica de esgotamento e incubadas na estufa por aproximadamente a 32ºC por 

18 horas. Após crescimento, uma alçada da amostra foi suspensa em solução salina a 0,85% 

para obtenção da turvação da escala 0,5 de MacFarland. Com o auxílio de um swab, a 
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suspensão foi semeada de maneira confluente em placas com ágar Mueller-Hinton. Após a 

secagem da semeadura, discos contendo os antimicrobianos foram adicionados na superfície 

do meio de cultura, com o auxílio de uma pinça estéril. As culturas foram incubadas a 35ºC 

por 16–18 horas. A leitura dos resultados foi realizada por medição dos tamanhos dos halos 

formados e as amostras foram classificadas como sensíveis, intermediárias ou resistentes de 

acordo com o CLSI (2021). No presente estudo, as amostras intermediárias e resistentes foram 

agrupadas como não suscetíveis. As amostras foram classificadas em RMD caso fossem não 

suscetíveis a pelo menos um antimicrobiano de, no mínimo, três categorias diferentes 

(Magiorakos et al., 2012). 

 Para a detecção de produção de ESBL foi realizado o teste de dupla difusão (Jarlier et 

al., 1988). No centro da placa com ágar Mueller Hinton foi adicionado o disco com 

amoxicilina-clavulanato (AMC) (30µg). Em seguida, os discos de ceftazidima (CAZ) (30µg), 

cefotaxima (CTX) (30µg), cefepima (FEP) (30µg) e aztreonam (ATM) (30µg) a uma 

distância de 25mm, de centro a centro, ao disco de AMC, como representado na Figura 5. A 

amostra foi considerada produtora de ESBL quando uma distorção nos halos de inibição foi 

visualizada. 

 

        Tabela 4 – Antimicrobianos utilizados no teste de susceptibilidade 

Antimicrobiano Classe 

Amicacina (AMK) (30µg) Aminoglicosídeo 

Ampicilina (AMP) (10µg) Penicilina 

Cefuroxima (CXM) (30µg) Cefalosporina de 2ª geração 

Cefoxitina (FOX) (30µg) Cefalosporina de 2ª geração 

Ceftriaxona (CRO) (30µg) Cefalosporina de 3ª geração 

Ciprofloxacina (CIP) (5µg) Fluoroquinolona 

Ertapenem (ETP) (10µg) Carbapenema 

Fosfomicina (FOS) (200µg) Fosfomicina 

Gentamicina (GEN) (10µg) Aminoglicosídeo 

Nitrofurantoína (NIT) (300µg) Nitrofurano 

Sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) (25µg) Inibidores da via dos folatos 
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4.4 Detecção do gene fimH 

 As amostras ITU-2005 e ITU-2015 já foram caracterizadas quanto a presença do gene 

fimH em trabalhos anteriores. As amostras ITU-2019 foram caracterizadas quanto à presença 

desse gene através de PCR simplex descrito no protocolo de Dias e colaboradores (2010). Os 

iniciadores utilizados estão descritos na Tabela 5. 

 

Figura 5 – Esquema representando a placa com os discos de antimicrobianos utilizados no 

teste de dupla difusão para detectar produção de ESBL 

 

 As amostras ITU-2019 foram cultivadas em TSA para o crescimento das colônias por 

aproximadamente 18 horas. Após o crescimento bacteriano, foi escolhida uma colônia e 

adicionada em suspensão de 200µl de água destilada autoclavada no microtubo. A suspensão  

foi submetida a agitação com auxílio de um vórtex por 30 segundos para lise das células 

bacterianas e liberação do material genético. 

 A PCR foi realizada com volume final de 10µl, composto por 5µl de MasterMix 

Green, 1µl do iniciador fimH-f (10pmol), 1µl do iniciador fimH-r (10pmol), 1µl de água e 2µl 

de DNA da amostra. As condições de ciclagem para a reação simplex foram: ciclo inicial de 

desnaturação a 95ºC por 2 minutos, seguido de 33 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 

segundos e anelamento a 72ºC por 1 minuto, e um ciclo final de extensão a 72ºC por 7 

minutos. 

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% 

com tampão Tris-Borato EDTA (TBE) 0,5X. A eletroforese foi sob 100 volts por 

aproximadamente 60 minutos.  Foi utilizado “100 pb DNA ladder” (Invitrogen) como 

marcador de tamanho de DNA para a corrida eletroforética. O gel foi corado com brometo de 

etídio (solução estoque 10mg/mL) (Sigma®, St. Louis, EUA). A imagem foi visualizada sob 
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luz ultravioleta com o equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare®). Como controle 

positivo da reação foi utilizada a amostra D318. 

 

        Tabela 5 – Iniciadores utilizados para detecção do gene fimH 

PCR Iniciador Sequência 
Tamanho do 

amplicon (pbb) 

Simplex 

fimH 

fimH-fa CGAGTTATTACCCTGTTTGCTG 
508 

fimH-ra ACGCCAATAATCGATTGCAC 

                aDias, Moreira e Riley, 2010; bpb: pares de base. 

 

4.5 Análise dos genomas das amostras ITU-2005 

 O sequenciamento das amostras da coleção de 2005 foi realizado durante o estágio de 

pós-doutorado da pesquisadora do nosso grupo na UC Berkeley DNA Facility (Universidade da 

Califórnia, Berkeley) em 2016 (Viviane Santos de Sousa, dados não publicados). As sequências foram 

cedidas para que fosse realizado as análises do presente estudo. 

A anotação dos genomas foi feita na plataforma Pathosystems Resource Integration 

Center (PATRIC) (https://patricbrc.org) (Brettin et al., 2015; Davis et al., 2020). 

A análise genômica das amostras ITU-2005 foi realizada utilizando a plataforma 

Center for Genomic Epidemiology (https://www.genomicepidemiology.org). Para a pesquisa 

dos genes de resistência foi utilizado o software ResFinder 4.1 (Zankari et al., 2017; Bortolaia 

et al., 2020). A pesquisa dos genes de virulência foi feita através do software VirulenceFinder 

2.0 (Joensen et al., 2014; Malberg Tetzschner et al., 2020). A determinação dos sorotipos foi 

realizada através do software SerotypeFinder 2.0 (Joensen et al., 2015). A determinação do 

fimH foi feita através do software FimTyper 1.0 (Roer et al., 2017a). Os parâmetros utilizados 

para todas as pesquisas foram identidade mínima de 90% e tamanho mínimo de cobertura de 

60%. A determinação do número de locus CRISPR foi feito na plataforma PATRIC (Davis et 

al., 2020). 

O escore de virulência de cada amostra foi definido como a soma de todos os genes 

identificados, sendo os genes pap contados uma única vez (Moreno et al., 2006). O escore de 

resistência foi calculado como a soma de todos os genes de resistência identificados. 
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4.6 Análise dos genomas de Escherichia coli baixados do banco de dados 

 Para a comparação dos genomas das amostras ITU-2005, foi feito o download de 40 

genomas de amostras de E. coli do ST69 de diferentes espécimes (15 de urina, 15 de sangue e 

10 ambientais) do banco de dados Enterobase (http://enterobase.warwick.ac.uk/) (Zhou et al., 

2020). Todas as amostras foram confirmadas como pertencentes ao ST69 através da análise 

na ferramenta MLST 2.0 (Larsen et al., 2012). 

 Para a pesquisa dos genes de resistência foi utilizado o software ResFinder 4.1 

(Zankari et al., 2017; Bortolaia et al., 2020). A pesquisa dos genes de virulência foi feita 

através do software VirulenceFinder 2.0 (Joensen et al., 2014; Malberg Tetzschner et al., 

2020). A determinação do fimH foi feita através da ferramenta FimTyper 1.0 (Roer et al., 

2017a). Os parâmetros utilizados para todas as pesquisas foram, assim como para as amostras 

ITU-2005, identidade mínima de 90% e tamanho mínimo de cobertura de 60%. Para 

compararmos os genes de resistência e virulência entre os genomas, criamos 2 heatmaps 

utilizando o software GraphPad Prism versão 8. 

 

4.7 Análises estatísticas 

Para as análises estatísticas, foi utilizado o software OpenEpi versão 3.0.1 

(https://www.openepi.com/) (Dean, Sullivan e Soe, 2013). Para as comparações entre as 

variáveis, foi realizado o teste exato de Fisher sendo considerado um resultado 

estatisticamente significativo o valor de p inferior a 0,05. 

 

4.8 Aspectos éticos 

A realização desse trabalho contou com a aprovação do CEP sob os números 196/04 e 

79238217.6.0000.5257. 

 

 

 

 

  

http://enterobase.warwick.ac.uk/
https://www.openepi.com/
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5 RESULTADOS 

5.1 Taxa de ST69 nas amostras da coleção ITU-2019 

 Como mostrado na Tabela 2, após a realização do PCR multiplex para a tipagem das 

amostras da coleção ITU-2019, dentre as 993 amostras identificadas como E. coli, 937 foram 

submetidas ao rastreamento dos ST (69, 73, 95 e 131) sendo identificadas 101 (11%) como 

pertencentes ao ST69. A comparação da frequência das amostras do ST69 nos três períodos 

está mostrada na Figura 6. No presente estudo foi observado uma diminuição na frequência do 

ST69 na coleção ITU-2019 (n=101; 11%) comparado com a coleção ITU-2015 (n=77; 15%), 

sendo esse resultado estatisticamente significativo (p=0,01). 

 

 

Figura 6 – Frequência do ST69 na coleção durante os três períodos. 

 

5.2 Características sociodemográficas da coleção ITU-2019 

 Dentre as 101 amostras de E. coli do ST69 na coleção ITU-2019, 99 (98%) foram 

isoladas de espécimes de urina de mulheres e duas (2%) isoladas de espécimes de homens. A 

Tabela 6 contém a divisão por sexo entre as amostras dos três períodos. A idade média entre 

os pacientes da coleção ITU-2019 foi 56,4 anos. A idade mínima foi um ano e a máxima foi 

91 anos. A Tabela 7 mostra a distribuição dos indivíduos em três categorias: < 18 anos, 18–59 

anos e >59 anos. O grupo mais frequente na coleção ITU-2019 foi a faixa etária entre 18–59 

anos (n=52; 51,5%) seguido dos pacientes com 60 anos ou mais (n=46; 45,5%). Um total de 

três (3%) pacientes era menor de 18 anos. 
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 Houve um aumento no número de adultos (18–59 anos) com ITU-AC na coleção de 

2019 em relação a 2015, sendo essa diferença estatisticamente significativa (p=0,04). Além 

disso, observamos também uma diminuição significativa (p=0,02) nos casos de ITU-AC em 

indidivíduos menores de 18 anos na coleção de 2019 comparada com a coleção de 2015 

(Tabela 7). 

 

Tabela 6 – Distribuição das amostras do ST69 de acordo com o sexo dos indivíduos nas 

coleções ITU-2005, 2015 e 2019 

Sexo 

Coleção 

Amostras (%) 
p 

ITU-2005 

N=15 

ITU-2015 

N=77 

ITU-2019 

N=101 pa pb pc 

Feminino 15 (100) 74 (96) 99 (98) > 0,9 > 0,9 0,7 

Masculino 0 (0) 3 (4) 2 (2) > 0,9 > 0,9 0,7 

           pa: 2005 vs 2015; pb: 2005 vs 2019; pc: 2015 vs 2019. 

 

Tabela 7 – Distribuição das amostras do ST69 por faixa etária dos indivíduos nas coleções 

ITU-2005, 2015 e 2019 

Faixa etária 

Coleção 

Amostras (%) 
p 

ITU-2005 

N=15 

ITU-2015 

N=77 

ITU-2019 

N=101 pa 

< 18   N.Ab 10 (13) 3 (3) 0,02 

18–59 N.A 27 (35) 52 (51,5) 0,04 

> 59 N.A 40 (52) 46 (45,5) 0,4 

             pa 2015 vs 2019; N.Ab Não há informação da faixa etária para a coleção ITU-2005 

 

5.3 Perfil de não suscetibilidade das amostras das coleções ITU-2005 e ITU-2019 

 O antibiograma realizado para as amostras ITU-2005 no presente estudo apresentou 

resultado diferente em relação ao perfil de resistência para as mesmas amostras obtidas em 

2005 (Tabela 8). Algumas amostras tornaram-se mais suscetíveis a quatro antimicrobianos no 

antibiograma atual quando comparadas ao primeiro antibiograma realizado no estudo prévio 

(Dias et al., 2009b), no entanto, essa diferença não foi significativa (Tabela 8). Embora os 

resultados dos perfis de suscetibilidade tenham diferido, o resultado do antibiograma atual foi 
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o selecionado para análises posteriores, pois foi analisado de acordo com o CLSI atualizado 

(2021) sendo também incluídos antimicrobianos não testados no antibiograma de 2005. 

O resultado do antibiograma para as amostras ITU-2019 está descrito na Tabela 9. 

Dentre as 101 amostras, as maiores taxas de não suscetibilidade foram para AMP (n= 53; 

52%), SXT (n= 42; 42%), CIP (n= 11; 11%) e AMC (n=10; 10%). Uma baixa frequência na  

não suscetibilidade foi observada para GEN, AMK e CTX, todos com 2% ou menos das 

amostras não suscetíveis para cada antimicrobiano. Todas as amostras foram suscetíveis para: 

ATM, FEP, FOX, CRO, CXM, ETP, FOS e NIT. Nenhuma amostra foi produtora de ESBL e 

9 (9%) foram classificadas como RMD. O Quadro 1 mostra o perfil de não suscetibilidade das 

amostras ITU-2019. 

 Quando comparada com amostras da coleção de 2005, as amostras ITU-2019 foram 

significativemanete mais suscetíveis à AMP, CXM e SXT (p < 0,05). Quando comparadas 

com a coleção de 2015 as amostras ITU-2019 foram sensíveis a AMP, CXM, CIP, GEN, NIT 

e SXT, sendo essa diferença significativa com p < 0,05 (Tabela 9) (Figura 7). 

 

Quadro 1 – Perfil de não suscetibilidade das amostras ITU-2019 

Número de amostras Perfil de não suscetibilidade 

33 Pan suscetíveis 

23 AMP + SXT 

12 AMP 

8 SXT 

5 AMC + AMP 

4 AMC + AMP + SXT 

4 AMP + CIP 

3 CIP 

2 AMP + CIP + SXT 

2 AMP + GEN + SXT 

2 CIP + SXT 

1 AMK + AMP + SXT 

1 AMC 

1 CTX 

Pan suscetíveis: amostras sensíveis a todos os antimicrobianos testados; AMP: ampicilina; SXT: sulfametoxazol-

trimetoprim; AMC: amoxicilina-clavulanato; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; AMK: amicacina; CTX: 

cefotaxima. 
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Tabela 8 – Comparação do antibiograma realizado no estudo prévio em 2005 com o realizado 

no presente estudo para as mesmas amostras da coleção ITU-2005 

Antimicrobianos 

Coleção ITU-2005 

N=15 

Antibiograma antigo Antibiograma atual p 

Suscetíveis 
Não 

suscetíveis 
Suscetíveis 

Não 

suscetíveis 
 

Amicacina 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Amoxicilina-

clavulanato 
12 (80) 3 (20) 15 (100) 0 0,2 

Ampicilina 1 (7) 14 (93) 2 (13) 13 (87) > 0,9 

Aztreonam N.Aa N.A 15 (100) 0  – 

Cefepima N.A N.A 15 (100) 0 – 

Cefotaxima 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Cefoxitina 13 (87) 2 (13) 15 (100) 0 0,4 

Ceftazidima 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Ceftriaxona N.A N.A 15 (100) 0 – 

Cefuroxima 13 (87) 2 (13) 13 (87) 2 (13) – 

Ciprofloxacina 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Ertapenem 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Fosfomicina 14 (93) 1 (7) 15 (100) 0 > 0,9 

Gentamicina 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Nitrofurantoína 15 (100) 0 15 (100) 0 – 

Sulfametoxazol-

timetoprim 
1 (7) 14 (93) 1 (7) 14 (93) – 

ESBLb 0 0 –  

RMDc 5 (33) 1 (7) 0,2 

aN.A: antimicrobianos não testados no estudo prévio; bESBL: β-lactamase de espectro estendido; cRMD: 

resistente à múltiplas drogas
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 Tabela 9 – Resultado do antibiograma das coleções de amostras do ST69 dos três períodos 

Amtimicrobianos 

Número de amostras (%) 

p 
ITU-2005 

N=15 

ITU-2015 

N=77 

ITU-2019 

N=101 

Suscetível 
Não 

Suscetível 
Suscetível 

Não 

Suscetível 
Suscetível 

Não 

Suscetível 
   pa    pb   pc 

AMK 15 (100) 0 77 (100) 0 100 (99) 1 (1) – > 0,9 > 0,9 

AMC 15 (100) 0 70 (91) 7 (9) 91 (90) 10 (10) 0,5 0,4 > 0,9 

AMP 2 (13) 13 (87) 15 (20) 62 (80) 48 (48) 53 (52) 0,8 0,02 <0,001 

ATM 15 (100) 0 74 (96) 3 (4) 101 (100) 0 > 0,9 – 0,1 

FEP 15 (100) 0 77 (100) 0 101 (100) 0 – – – 

CTX 15 (100) 0 77 (100) 0 100 (99) 1 (1) – > 0,9 > 0,9 

FOX 15 (100) 0 77 (100) 0 101 (100) 0 – – – 

CAZ 15 (100) 0 77 (100) 0 101 (100) 0 – – – 

CRO 15 (100) 0 77 (100) 0 101 (100) 0 – – – 

CXM 13 (87) 2 (13) 63 (82) 14 (18) 101 (100) 0 0,9 0,03 <0,001 

CIP 15 (100) 0 52 (68) 25 (32) 90 (89) 11 (11) 0,01 0,4 <0,001 

ETP 15 (100) 0 77 (100) 0 101 (100) 0 – – – 
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FOS 15 (100) 0 77 (100) 0 101 (100) 0 – – – 

GEN 15 (100) 0 70 (91) 7 (9) 99 (98) 2 (2) 0,5 > 0,9 0,07 

NIT 15 (100) 0 70 (91) 7 (9) 101 (100) 0 0,5 – 0,005 

SXT 1 (7) 14 (93) 16 (21) 61 (79) 59 (58) 42 (42) 0,3 <0,001 <0,001 

ESBL 0 0  0 – – – 

RMD 1 (7) 27 (35) 9 (9) 0,04 > 0,9 <0,001 

AMK: amicacina; AMC: amoxicilina-clavulanato; AMP: ampicilina; ATM: aztreonam; FEP: cefepima; CTX: cefotaxima; FOX: cefoxitina; CAZ: ceftazidima; CRO: 

ceftriaxona; CXM: cefuroxima; CIP: ciprofloxacina; ETP: ertapenem; FOS: fosfomicina; GEN: gentamicina; NIT: nitrofurantoína; SXT: sulfametoxazol-timetoprim; ESBL: 

β-lactamase de espectro estendido; RMD: resistência à múltiplas drogas;  pa: 2005 vs 2015; pb: 2005 vs 2019; pc: 2015 vs 2019. 
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Figura 7 – Frequência de não suscetibilidade entre as amostras do ST69 dos três períodos. *p < 0,05 
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5.4 Pesquisa do gene fimH amostras ITU-2019 

 O gene fimH foi detectado em 95 (94%) amostras na coleção ITU-2019. A Tabela 10 

mostra a frequência do fimH nas amostras do ST69 dos três períodos. A frequência desse gene 

nas coleções ITU-2005 e ITU-2015 foi de 100% e 91%, respectivamente. 

 

Tabela 10 – Presença do gene fimH nas amostras de Escherichia. coli dos três períodos 

Coleção 

Amostras 

N(%) pa pb pc 

Total fimH 

ITU-2005 15 15 (100) 

0,5 0,8 0,6 ITU-2015 77 70 (91) 

ITU-2019 101 95 (94) 

           a 2005 vs 2015; b 2005 vs 2019; c 2015 vs 2019. 

 

5.5 Análise do genoma das amostras ITU-2005 

 Todas as amostras apresentaram o gene fimH alelo 27. O sorotipo O153:H2 foi o mais 

frequente (n=8; 53%), seguido dos sorotipos O11:H18 (n=4; 27%), O17/O44:H18 (n=2; 13%) 

e O15:H18 (n=1; 7%). O conteúdo G-C das amostras variou entre 50,6 e 50,7% e todas as 

amostras possuem dois locus CRISPR (Tabela 11). 

 Foram encontrados 17 genes de resistência entre as amostras da coleção ITU-2005 

(Figura 8). Os genes mdf(A) e sitABCD foram os mais frequentes e presentes em todas as 15 

amostras. qacE e sul1 foram encontrados em 13 (87%) amostras; aadA5, blaTEM-1B e dfrA17 

encontrados em 12 (80%) amostras; aph(3”)-Ib, aph(6)-Id e sul2 encontrados em 11 (73%) 

amostras; mph(A) em 10 (67%); tet(B) em nove (60%); catA1 encontrado em seis (40%) 

amostras; tet(A) em duas (13%) amostras e os genes aadA1, dfrA1 e mph(B) encontrados em 

uma única amostra (Figura 8). O escore de resistência de cada amostra é mostrado na Tabela 

12. 

 Foram identificados 34 genes de virulência entre as amostras da coleção ITU-2005 e 

foram divididos em cinco categorias: adesinas, toxinas, sideróforos, cápsula e miscelânea 

(Figura 9). Os genes de virulência mais frequentes foram: air, lpfA, chua, sitA, kpsE, eilA, iss, 

ompT e terC presentes em todas as 15 amostras. Os genes fyuA, irp2 e traT foram encontrados 

em 14 (93%) amostras. Os genes iha, sat, iucC e iutA foram encontrados em 13 (87%) 

amostras. Os genes papA_fsiA_F16, papC e kpsMII_K52 foram encontrados em 12 (80%) 
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amostras. O gene senB foi encontrado em 11 (73%) amostras. O escore de virulência de cada 

amostra está descrito na Tabela 12. 

 

Tabela 11 – Características gerais dos genomas das amostras da coleção ITU-2005 

Amostra ST sorotipo fimH 
tamanho do genoma 

(pb) 
%G+C Locus 

CRISPR 

HMMC-015 69 O17/O44:H18 27 5,205,010 50.6 2 

HMMC-018 69 O11:H18 27 5,268,974 50.6 2 

HMMC-034 69 O153:H2 27 5,311,621 50.7 2 

HMMC-082 69 O11:H18 27 5,239,790 50.6 2 

HMMC-110 69 O153:H2 27 5,322,749 50.6 2 

HMMC-151 69 O11:H18 27 5,345,197 50.6 2 

HMMC-170 69 O153:H2 27 5,232,041 50.7 2 

HMMC-199 69 O153:H2 27 5,163,767 50.7 2 

HMMC-201 69 O15:H18 27 5,047,130 50.7 2 

HMMC-221 69 O153:H2 27 5,164,539 50.7 2 

HMMC-250 69 O153:H2 27 5,290,270 50.6 2 

HMMC-347 69 O153:H2 27 5,207,765 50.7 2 

HMMC-364 69 O11:H18 27 5,299,207 50.7 2 

HMMC-366 828a O17/O44:H18 27 5,172,742 50.6 2 

HMMC-414 69 O153:H2 27 5,336,719 50.6 2 

  a Single locus variant do ST69 
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Figura 8 – Genes de resistência encontrados nas amostras da coleção ITU-2005. Quadrados 

brancos indicam ausência, quadrados verdes indicam presença. 
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Tabela 12 – Escore de virulência e resistência nas amostras da coleção ITU-2005 

Amostra 
Escore de 

virulência 

Escore de 

resistência 

HMMC-015 18 12 

HMMC-018 19 8 

HMMC-034 20 9 

HMMC-082 19 13 

HMMC-110 23 8 

HMMC-151 19 12 

HMMC-170 19 13 

HMMC-199 18 13 

HMMC-201 14 7 

HMMC-221 18 13 

HMMC-250 19 10 

HMMC-347 19 13 

HMMC-364 19 11 

HMMC-366 19 7 

HMMC-414 19 6 
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Figura 9 – Distribuição dos genes de virulência nas amostras da coleção ITU-2005. Quadrados coloridos indicam presença, quadrados brancos indicam 

ausência.  Adesinas: azul; toxinas: vermelho; sideróforos: verde; cápsula: rosa; miscelânea: amarelo.
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5.6 Análise dos genomas do banco de dados 

 Os 40 genomas recuperados do banco de dados Enterobase foram divididos em três 

coleções: Urina (n=15), Sangue (n=15) e Ambiental (n=10). Um percentual de 80% (n=8) das 

amostras da coleção Ambiental apresentou o fimH27 e 20% (n=20) das amostras 

apresentaram o fimH47. O gene fimH27 foi identificado em 14 (93%) amostras da coleção 

Sangue, e fimH483 foi encontrado em apenas uma amostra dessa coleção. Todas as amostras 

da coleção Urina apresentaram o fimH27 (Anexo 2). O perfil de resistência e virulência das 

amostras estão detalhados nos Anexos 3 e 4, respectivamente. 

 O escore de resistência das amostras da coleção Ambiental variou de 1 a 13 (Tabela 

13). Os genes de resistência mais frequentes nessa coleção foram: mdf(A) presente em todas 

as amostras; sitABCD em 70% (n=7) das amostras; aph(3'')-Ib e aph(6)-Id presentes em 6 

(60%) amostras e blaTEM-1B em 50% (n=5) das amostras. Já o escore de virulência dessa 

coleção variou entre 8 e 24 (Tabela 14). Os genes de virulência mais encontrados nas 

amostras da coleção Ambiental foram: air, lpfA, chuA, kpsE, eilA, e terC presentes em todas 

as amostras; sitA, gad e iss em 90% (n=9) das amostras e ompT e traT em 8 (80%) amostras. 

 

Tabela 13 – Informações sobre o escore de resistência das coleções ITU-2005, Urina, Sangue 

e Ambiental 

Coleção 
Total de 

amostras 

Valor 

mínimo 

Valor 

máximo 
Média Desvio padrão 

ITU-2005 15 6 13 10 2,6 

Urina 15 2 13 8 3,91 

Sangue 15 2 13 6,8 3,63 

Ambiental 10 1 13 7,1 4,04 

 

Tabela 14 – Informações sobre o escore de virulência das coleções ITU-2005, Urina, Sangue 

e ambiental 

Coleção 
Total de 

amostras 

Valor 

mínimo 

Valor 

máximo 
Média Desvio padrão 

ITU-2005 15 14 23 18,8 1,78 

Urina 15 11 26 17 4,45 

Sangue 15 10 23 17,7 3,65 

Ambiental 10 8 24 15 5,01 
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Na coleção Sangue, o escore de resistência entre as amostras variou de 2 a 13 (Tabela 

13). Os genes de resistência mais frequente nas amostras dessa coleção foram: mdf(A) 

presente em todas as amostras; sitABCD encontrado em 12 (80%) amostras e blaTEM-1B, 

encontrado em 60% (n=9) das amostras. O escore de virulência variou entre 10 e 23 (Tabela 

14). Os genes mais identificados foram: air, lpfA, chuA, sitA, kpsE, gad, iss, ompT e terC 

encontrados em todas as 15 amostras; eilA identificado em 93% (n=14) das amostras e fyuA 

irp2 e traT encontrados em 80% (n=12) das amostras. 

Na coleção Urina, o escore de resistência variou entre 2 e 13 (Tabela 13). Os genes 

mais frequentes nessa coleção foram: mdf(A) presente em todas as amostras; sitABCD 

encontrado em 87% (n=13) das amostras; blaTEM-1b presente em 67% (n=10) das amostras e 

aph(3'')-Ib, aph(6)-Id e sul2 encontrados em 9 (60%) amostras. O escore de virulência variou 

entre 11 e 26 (Tabela 14). Genes de virulência mais frequentes entre as amostras foram: air, 

lpfA, chuA, eilA, gad e terC, presentes em todas as 15 amostras; sitA, kpsE e iss presentes em 

93% (n=14) das amostras; fyuA e irp2 identificados em 87% (n=13) das amostras e ompT e 

traT, encontrados em 12 (80%) amostras. 

 

5.7 Comparação entre os genomas das amostras ITU-2005 e do banco de dados 

 Para a comparação dos genomas da coleção ITU-2005 com os baixados do banco de 

dados Enterobase foram construídos dois heatmaps com todos os genes de resistência, 

virulência e mutações que poderiam conferir resistência presentes nos genomas. As Tabelas 

15 e 16 mostram, respectivamente, a comparação dos genes de resistência e virulência 

encontrados na coleção ITU-2005 em relação às coleções Urina, Sangue e Ambiental. A 

análise da comparação da resistência mostrou uma diferença significativa para os genes: 

aadA5, aadA17, qacE, sul1e tet(B) (ITU-2005 vs coleção Ambiental, p<0,04); qacE e sul1 

(ITU-2005 vs coleção sangue, p=0,02); e tet(B) (ITU-2005 vs coleção urina, p< 0,05) (tabela 

15).     

O gene mdf(A) foi encontrado em todos os 55 genomas analisados. Nas quatro 

coleções, entre os genes que codificam β-lactamases, blaTEM-1B foi o mais encontrado. Nas 

coleções ITU-2005 e Urina, não foram identificados genes que codificam ESBL, no entanto, o 

gene blaCMY-2 (que codifica uma β-lactamase do tipo ampC) foi identificado na coleção Urina. 

Nas coleções Sangue e Ambiental foram encontrados genes codificadores de ESBL (Figura 

10) (Anexo 3). Entre os genes que conferem resistência a TMP, dfrA17 foi o mais frequente 

nas quatro coleções, sendo a frequência desse gene estatisticamente significativa na coleção 

ITU-2005 em relação a coleção Ambiental (p=0,03). Em relação a resistência à sulfonamidas, 
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o gene sul1 foi significativamente mais frequente na coleção ITU-2005 do que nas coleções 

Sangue (p=0,02) e Ambiental (p=0,01) (Tabela 15). O gene sul2 também foi encontrado nas 

quatro coleções (Figura 10). 

Entre os genes que codificam enzimas modificadoras de aminoglicosídeos, aadA5, que 

confere resistência a estreptomicina e espectinomicina foi o mais frequentemente encontrado 

nas amostras da coleção ITU-2005 (n=12; 80%). Já na coleção Urina, os mais encontrados 

foram aph(3”)-Ib e aph(6)-Id (n=9; 60%). Na coleção Sangue, três genes foram os mais 

encontrados: aadA5, aph(3”)-Ib e aph(6)-Id (n=6; 40%). Na coleção Ambiental, os mais 

encontrados foram aph(3”)-Ib e aph(6)-Id (n=6; 60%). 

aadA5 foi significativamente mais frequente na coleção ITU-2005 do que na coleção 

Ambiental (p=0,009) (Tabela 15). O gene qacE, que promove resistência a compostos de 

amônio quaternário, foi significativamente mais frequente na coleção ITU-2005 do que nas 

coleções Sangue (p=0,02) e Ambiental (p=0,01) (Tabela 15). O gene tet(B) (que promove a 

resistência a tetraciclina) foi significativamente frequente na coleção ITU-2005 do que na 

coleção Urina (p=0,02) e Ambiental (p=0,03) (Tabela 15). 

Na coleção ITU-2005, 10 amostras foram identificadas com o gene mph(A), que 

confere resistência a macrolídeos, e uma única amostra com o gene mph(B). Nas coleções 

Sangue e Urina, 40% (n=6) das amostras apresentaram o gene mph(A) Na coleção Ambiental, 

quatro (40%) amostras apresentaram esse gene. 

 Na coleção ITU-2005 uma amostra apresentou a mutação S57T no gene parC. Essa 

mesma mutação também ocorreu em uma amostra da coleção Ambiental. A mutação S80I no 

gene parC foi identificada em duas (20%) amostras da coleção Ambiental, e em uma amostra 

da coleção Sangue e da coleção urina [1 (7%) para cada amostra das coleções, 

respectivamente]. Além disso, mutações no gene parE foram encontradas na coleção Urina. 

Não foram encontradas mutações no gene GyrA na coleção ITU-2005. Na coleção 

Urina, seis (40%) amostras apresentaram a mutação S83L em GyrA (p=0,01) e uma amostra 

apresentou a mutação D87N nesse gene. Na coleção Ambiental, 2 (20%) amostras 

apresentaram a mutação S83L em GyrA, essa mesma mutação foi encontrada em 33% (n=5) 

das amostras na coleção Sangue (p=0,04). 

Em relação aos genes de virulência, a frequência de 10 genes na coleção ITU-2005 foi 

significativamente maior em relação a coleção Ambiental: iha (p=0,002), papA_fsiA_F16 

(p<0,001), papC (p=0,001), sat (p=0,002), senB (p=0,02), fyuA (p=0,04), irp2 (p=0,04), iucC 

(p=0,01), iutA (p=0,01) e kpsMII_K52 (p=0,001). Os genes air, lpfA, chuA e terC foram 

encontrados em todos os 55 genomas. O gene gad foi significativamente menor na coleção 
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ITU-2005 do que nas outras 3 coleções: Urina (p<0,001), Sangue (p<0,001) e Ambiental 

(p<0,001). 

 

Figura 10 – Distribuição dos genes de resistência e das mutações encontradas nos 55 

genomas analisados 
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Tabela 15 – Comparação dos genes de resistência encontrados na coleção ITU-2005 com as 

coleções Urina, Sangue e Ambiental 

Gene 

Coleção 

Amostras (%) 

P 

ITU-2005 

N = 15 

Urina 

N = 15 

Sangue 

N = 15 

Ambiental 

N = 10 
pa pb pc 

aadA1 1 (7) 1 (7) 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

aadA5 12 (80) 7 (47) 6 (40) 2 (20) 0,1 0,06 0,009 

aph(3'')-Ib 11 (73) 9 (60) 6 (40) 6 (60) 0,6 0,1 0,7 

aph(6)-Id 11 (73) 9 (60) 6 (40) 6 (60) 0,6 0,1 0,7 

blaTEM-1B 12 (80) 10 (67) 9 (60) 5 (50) 0,6 0,4 0,2 

catA1 6 (40) 1 (7) 1 (7) 0 0,08 0,08 0,06 

dfrA1 1 (7) 0 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

dfrA17 12 (80) 8 (53) 6 (40) 3 (30) 0,2 0,06 0,03 

mdf(A) 15 (100) 15 (100) 15 (100) 10 (100) – – – 

mph(A) 10 (67) 6 (40) 6 (40) 4 (40) 0,2 0,2 0,3 

mph(B) 1 (7) 0 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

qacE 13 (87) 7 (47) 6 (40) 3 (30) 0,05 0,02 0,01 

sitABCD 15 (100) 13 (87) 12 (80) 7 (70) 0,4 0,2 0,1 

sul1 13 (87) 8 (53) 6 (40) 3 (30) 0,1 0,02 0,01 

sul2 11 (73) 9 (60) 6 (40) 4 (40) 0,6 0,1 0,2 

tet(A) 2 (13) 4 (27) 3 (20) 2 (20) 0,6 > 0,9 > 0,9 

tet(B) 9 (60) 2 (13) 4 (27) 1 (10) 0,02 0,1 0,03 

a ITU-2005 vs Urina; b ITU-2005 vs Sangue; c ITU-2005 vs Ambiental 

  

Genes do operon afa foram encontrados em duas amostras da coleção ITU-2005: 

HMMC-015 (afaA, afaB, afaC, afaD e afaE8) e HMMC-110 (afaA, afaC, afaD) (Figura 11). 

Na coleção Sangue, uma única amostra apresentou os genes desse operon (afaA, afaB, afaC, 

afaD e afaE8) (Anexo 4). Nas coleções Urina e Ambiental, não foram identificadas amostras 

carreadoras de genes afa. 

Foram encontrados nove genes relacionados a produção de colicinas e/ou microcinas 

(cea, cia, cma, cvaC, mcbA, mchB, mchC, mchF, mcmA) entre as amostras das quatro 



47 
 

coleções. Na coleção ITU-2005, apenas o gene cea foi identificado e em uma única amostra 

(Figura 10). Entre as amostras da coleção Urina, foram encontrados os genes cvaC (n=1; 7%), 

mcbA (n=1; 7%) mchB (n=1; 7%), mchC (n=1; 7%), mcmA (n=1; 7%) e mchF (n=2; 13%) 

(Anexo 4). Na coleção Sangue, foram encontradas amostras carreadoras dos genes mcbA 

(n=3; 20%), mchB (n=1; 7%), mchC (n=1; 7%), mcmA (n=1; 7%) e mchF (n=1; 7%). Na 

coleção Ambiental, foram identificados os genes cia (n=2; 20%), cma (n=1; 10%), cvaC (n=2; 

20%) e mchF (n=2; 20%). 

 Entre as amostras isoladas de espécimes clínicos, a presença dos genes chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA e sitA (que são relacionados com a captação de íons ferro) foi conservada. 

Todos esses genes foram identificados em mais de 50% das amostras das coleções ITU-2005, 

Urina e Sangue (Figura 11 e Tabela 16). Nas amostras das três coleções provenientes de 

espécimes clínicos (ITU-2005, Urina e Sangue), os genes que codificam toxinas mais 

frequentemente encontrados foram sat e senB. Em 54 (98%) genomas foi encontrado o gene 

kpsE, um dos responsáveis pela exportação do polissacarídeo (Rosenow et al., 1995) (Tabela 

16). Entre os genes kpsM, o gene kpsMII_K52 foi o mais frequente nas coleções ITU-2005, 

Urina e Sangue (Figura 11 e Tabela 16). Nas quatro coleções, os genes iss e traT (que 

conferem resistência ao soro) foram altamente encontrados, sendo identificados em pelo 

menos 80% das amostras de cada coleção (Figura 11 e Tabela 16). O gene eilA foi encontrado 

em 54 (98%) dos 55 genomas analisados. 

 

Tabela 16 – Comparação dos genes de virulência encontrados na coleção ITU-2005 com as 

coleções Urina, Sangue e Ambiental 

Gene 

Coleção 

Amostras (%) 
P 

ITU-2005 

N = 15 

Urina 

N = 15 

Sangue 

N = 15 

Ambiental 

N = 10 
pa pb pc 

afaA 2 (13) 0 1 (7) 0 0,4 > 0,999 0,7 

afaB 1 (7) 0 1 (7) 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

afaC 2 (13) 0 1 (7) 0 0,4 > 0,9 0,7 

afaD 2 (13) 0 1 (7) 0 0,4 > 0,999 0,7 

afaE8 1 (7) 0 1 (7) 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

air 15 (100) 15 (100) 15 (100) 10 (100) – – – 

iha 13 (87) 7 (47) 7 (47) 2 (20) 0,05 0,05 0,002 
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lpfA 15 (100) 15 (100) 15 (100) 10 (100) – – – 

nfaE 1 (7) 0 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

papA_F43 1 (7) 0 (0) 1 (7) 2 (20) > 0,9 > 0,9 0,6 

papA_fsiA_F

16 
12 (80) 7 (47) 7 (47) 0 0,1 0,1 <0,001 

papC 12 (80) 9 (60) 7 (47) 1 (10) 0,4 0,1 0,001 

astA 1 (7) 0 1 (7) 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

cea 1 (7) 0 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

sat 13 (87) 7 (47) 8 (53) 2 (20) 0,05 0,1 0,002 

senB 11 (73) 9 (60) 8 (53) 2 (20) 0,6 0,4 0,02 

chuA 15 (100) 15 (100) 15 (100) 10 (100) – – – 

fyuA 14 (93) 13 (87) 12 (80) 5 (50) > 0,9 0,5 0,04 

irp2 14 (93) 13 (87) 12 (80) 5 (50) > 0,9 0,5 0,04 

iucC 13 (87) 8 (53) 11 (73) 3 (30) 0,1 0,6 0,01 

iutA 13 (87) 8 (53) 11 (73) 3 (30) 0,1 0,6 0,01 

sitA 15 (100) 14 (93) 15 (100) 9 (90) > 0,9 – 0,8 

kpsE 15 (100) 14 (93) 15 (100) 10 (100) > 0,9 – – 

kpsMII 1 (7) 1 (7) 0 1 (10) > 0,9 > 0,9 > 0,9 

kpsMII_K52 12 (80) 5 (33) 9 (60) 1 (10) 0,02 0,4 0,001 

kpsMIII_k96 2 (13) 2 (13) 4 (27) 2 (20) > 0,9 0,6 > 0,9 

eilA 15 (100) 15 (100) 14 (93) 10 (100) – > 0,9 – 

espP 1 (7) 0 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

gad 1 (7) 15 (100) 15 (100) 9 (90) < 0,001 < 0,001 < 0,001 

hra 1 (7) 2 (13) 0 0 > 0,9 > 0,9 > 0,9 

iss 15 (100) 14 (93) 15 (100) 9 (90) > 0,9 – 0,8 

ompT 15 (100) 12 (80) 15 (100) 8 (80) 0,2 – 0,3 

terC 15 (100) 15 (100) 15 (100) 10 (100) – – – 

traT 14 (93) 12 (80) 12 (80) 8 (80) 0,5 0,5 0,6 

a ITU-2005 vs Urina; b ITU-2005 vs Sangue; c ITU-2005 vs Ambiental 
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Figura 11 – Distribuição dos genes de virulência encontrados nos 55 genomas analisados 
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6 DISCUSSÃO 

O presente trabalho corresponde uma parte inicial de um estudo mais amplo do nosso 

grupo que visa investigar e caracterizar amostras de E. coli do ST69 responsáveis por causar 

ITU-AC em indivíduos residentes do Rio de Janeiro. Embora esse clone seja considerado 

pandêmico e um importante agente causador de infecções extraintestinais (Manges et al., 

2001; Riley, 2014), há poucos trabalhos sobre esse ST no Brasil (Dias et al., 2009a, 2009b; 

Berman et al., 2014; De Souza da-Silva et al., 2017, 2020; Campos et al., 2018). Dentre os 

seis trabalhos envolvendo amostras do ST69 no Brasil encontrados durante a pesquisa para a 

revisão bibliográfica, quatro foram realizados pelo nosso grupo (Dias et al., 2009a, 2009b; De 

Souza da-Silva et al., 2017, 2020). 

Em nosso estudo, a frequência de amostras de E. coli do ST69 na coleção ITU-2019 

foi de 11% (n=101 de 937 amostras), uma redução significativa em relação a coleção ITU-

2015 (p=0,01). Em outras regiões do mundo, a taxa desse ST nas coleções é bastante variável. 

Manges e colaboradores (2001) identificaram 26% (n=49) das amostras da coleção que foram 

tipadas como pertencentes ao ST69 (Manges et al., 2001). Dentre as 192 amostras tipadas, 

102 (53%) apresentaram resistência a SXT (Manges et al., 2001). Em um estudo realizado no 

Japão que incluiu somente amostras produtoras de ESBL, a frequência do ST69 na coleção foi 

de 1% (n=7, de 581 amostras da coleção) (Matsumura et al., 2012). 

Na coleção ITU-2005, amostras de E. coli do ST69 foram a segunda mais frequente, 

atrás somente do ST73 (de Souza da-Silva et al., 2017). Na coleção ITU-2015 o ST69 foi o 

mais frequente do estudo (de Souza da-Silva et al.,  2020). Na coleção ITU-2019, o ST mais 

prevalente entre os quatro pesquisados (ST131, ST69, ST73 e ST95) foi o ST131, seguido do 

ST69. Apesar da redução na frequência do ST69, nossos resultados demonstram que esse ST 

é um dos principais clones responsáveis por causar ITU-AC no Rio de Janeiro. Esse achado 

está de acordo com estudos internacionais. Um trabalho realizado nos Estados Unidos avaliou 

a composição clonal de amostras de E. coli isoladas de ITU-AC de uma comunidade 

universitária em dois períodos: 1999–2000 e 2016–2017 (Yamaji et al., 2018). Na primeira 

coleção, o ST69 foi o segundo mais frequente (n=26; 11,6%). Na segunda coleção, esse ST 

foi o quarto mais frequente (n=22; 9,4%) (p=0,54). Assim como no nosso estudo, a frequencia 

do ST69 reduziu ao longo do tempo, no entanto, segundo os autores, esse clone continuou 

sendo uma das principais causas de ITU-AC nessa comunidade (Yamaji et al., 2018). 

Dentre os 17 estudos nos quais as amostras de E. coli foram isoladas apenas de 

espécimes de urina analisados na revisão bibliográfica (o trabalho de Manges e colaboradores 

(2001) não foi incluso no cálculo de frequência), ST69 foi o primeiro ou o segundo clone 
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mais frequente na coleção em mais da metade desses estudos (n=10; 59%). Quando 

analisamos os trabalhos que incluiram somente espécimes de urina, o ST69 foi o menos 

frequente no estudo de Fibke e colaboradores (2019), em que foi o quinto mais frequente na 

coleção (Fibke et al., 2019). Esse estudo pesquisou a composição clonal de amostras de E. 

coli responsáveis por ITU em mulheres no Canadá. ST95 foi o clone mais frequente (n=71; 

18%), e o ST69 surgiu como o quinto mais frequente na coleção (n=29; 8%) (Fibke et al., 

2019). 

Na coleção ITU-2019 houve uma redução na frequência do ST69 entre os indidivíduos 

com faixa etária menor de 18 anos em relação a coleção ITU-2015 (p=0,02). Para as amostras 

de 2019, essa faixa etária representou apenas 3% (n=3) da população total. Já na coleção de 

2015 a representação foi de 13% (n=10) (Tabela 8). 

Em um estudo realizado na Coréia do Sul que investigou a composição clonal de 

amostras de E. coli causadoras de ITU-AC em menores de 18 anos, ST69 foi o quarto mais 

frequente (n=5; 8%) (Yun et al., 2015). Em estudo realizado na França para avaliar população 

de amostras produtoras de ESBL isoladas de crianças com ITU através de SGC, ST69 foi o 

terceiro mais frequente (n=16; 7%) (Birgy et al., 2020). Nosso dado da baixa frequência do 

ST69 na população de menores de 18 anos na coleção ITU-2019 está de acordo com outros 

estudos internacionais. 

Houve um aumento significativo na faixa etária de adultos (18–59 anos) na coleção de 

2019 em relação a coleção de 2015 (p=0,04) (Tabela 8). No estudo suíço de Nüesch-

Inderbinen e colaboradores, 100% (n=6) das amostras do ST69 foram isoladas de pacientes na 

faixa etária entre 18–59 anos (Nüesch-Inderbinen et al., 2017). 

Uma hipótese para a diminuição da frequência do ST69 na coleção ITU-2019 em 

relação a coleção ITU-2015 é a alteração observada na faixa etária das duas populações. Na 

coleção de 2019 houve uma redução significativa no número de indivíduos menores de 18 

anos e um aumento significativo no número de adultos (18-59 anos). 

No presente estudo, realizamos novamente o antibiograma para as amostras ITU-2005. 

Observamos uma redução na não suscetibilidade de algumas amostras para: AMC (p=0,2), 

AMP (p>0,9), FOX (p=0,4) e FOS (p>0,9), quando comparamos com o antibiograma 

realizado em 2005. Há duas hipóteses que podem explicar esse fenômeno: (i) como essas 

amostras estão sob processo de congelameto há mais de 10 anos, genes acessórios, como os 

de resistência, podem não ser mais expressos, resultando nessa alteração no perfil de não 

suscetibilidade observado; (ii) como a resistência aos quatro antimicrobianos podem ser 
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mediadas por plasmídeos (Silver, 2017; Bush, 2018), com o passar dos anos essas amostras 

podem ter perdido esse(s) plasmídeo(s) responsável(is) pela resistência. 

Uma das principais características das amostras pertencentes ao ST69 é a elevada taxa 

de resistência a SXT (Riley, 2014; Johnson et al., 2005). No nosso estudo observamos uma 

redução significativa da não suscetibilidade ao SXT nas amostras de 2019 (n=41; 42%) 

comparadas com as amostras de 2005 (n=14; 93%, p<0,001) e de 2015 (n= 61; 79%, 

p<0,001). 

Em outros estudos a frequência da taxa de resistência a SXT se manteve acima de 

50%. Na Espanha, um estudo que avaliou a prevalência dos ST69, ST131 e ST393 como 

agentes causadores de infecções extraintestinais, 14 (64%) amostras do ST69 apresentaram 

resistência a SXT (Blanco et al., 2011). Na Arábia Saudita uma investigação de amostras 

UPEC em um hospital terciário demonstrou que 12 (80%) amostras do ST69 foram resistentes 

a SXT (Alghoribi et al., 2015). Em outro estudo realizado no Brasil, utilizando amostras 

hospitalares de pacientes com ITU, mais de 50% das amostras do ST69 (n=9) apresentaram 

resistência a SXT (Campos et al., 2018). No trabalho de Yamaji e colaboradores (2018), a 

resistência a SXT teve um ligeiro aumento entre os dois períodos analisados. Nas amostras de 

1999–2000 a resistência a SXT foi de 65,4% (n=17) enquanto nas amostras de 2016–2017 a 

resistência foi de 68% (n=15) (Yamaji et al., 2018). 

Também houve uma diminuição significativa na não suscetibilidade a AMP nas 

amostras da coleção ITU-2019 (n=53; 52%) em relação a coleção ITU-2005 (p=0,02) e ITU-

2015 (p<0,001). Esse resultado diferiu de alguns estudos internacionais. No estudo árabe de 

Alghoribi e colaboradores (2015), dentre as 15 amostras do ST69 na coleção, 14 (93,3%) 

apresentaram resistência a AMP (Alghoribi et al., 2015). Na China, em um estudo que 

recuperou amostras de E. coli de fezes, dentre as nove amostras pertencentes ao ST69, todas 

apresentaram resistência a AMP (Chen et al., 2014). No Canadá, um estudo avaliou a 

epidemiologia molecular de amostras de E. coli causando ICS, um total de 40 (71,4%) 

amostras do ST69 apresentou não sucestibilidade a AMP (Holland et al., 2020). No estudo de 

Yamaji e colaboradores, a resistência a AMP apresentou um ligeiro aumento entre os dois 

períodos: dentre 1999–2000, 19 (73,1%) amostras do ST69 foram resistentes a AMP; e de 

2016–2017 a resistência para esse antimicrobiano foi identificada em 17 (77,3%) amostras 

(Yamaji et al., 2018). 

A redução da não suscetibilidade a CIP (n=11; 11%) nas amostras de 2019 também foi 

significativa quando comparada com coleção de 2015 (n=25; 32%, p<0,001). Em estudos 

internacionais, a resistência a CIP nas amostras do ST69 é ausente ou muito reduzida. No 
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estudo de Yamaji e colaboradores (2018) a resistência a CIP ocorreu somente no período de 

2016–2017 e em uma única amostra (4,5%) (Yamaji et al., 2018). No trabalho de Alghoribi e 

colaboradores, dentre as 15 amostras do ST69, apenas uma (6,6%) foi resistente a CIP 

(Alghoribi et al, 2015). No estudo canadense de Holland e colaboradores, dentre as 56 

amostras do ST69, também somente uma (1,8%) foi não suscetível a CIP (Holland et al., 

2020). Em um trabalho realizado na Espanha e na França para investigar a composição clonal, 

FV e resistência aos antimicrobianos em amostras de E. coli causadoras de infecções 

extraintestinais, todas as amostras do ST69 (n=13) foram sensíveis a CIP (Flament-Simon et 

al., 2020). No estudo realizado na Suiça dentre as 6 amostras de E. coli do ST69, somente 

uma (16,6%) apresentou resistência para esse antimicrobiano (Nüesch-Inderbinen et al., 

2017).  

Outros antimicrobianos que apresentaram redução significativa para a não 

suscetibilidade na coleção ITU-2019 em relação a coleção ITU-2015 foram CXM (p<0,001) e 

NIT (p=0,005). No estudo de Alghoribi e colaboradores, dentre as amostras de E. coli do 

ST69, quatro (26,6%) foram resistentes a CXM (Alghoribi et al, 2015). Assim como no 

presente estudo, em que a resistencia para NIT foi ausente nas amostras de ITU-2019, outros 

trabalhos internacionais, também não evideciaram amostras do ST69 resistentes a esse 

antimicrobiano (Banerjee et al., 2013; Nüesch-Inderbinen et al., 2017; Flament-Simon et al., 

2020).  

Amostras de E. coli pertencentes ao ST69 frequentemente são associadas à resistência 

a múltiplas drogas (Riley, 2014). O número de amostras RMD na coleção ITU-2019 (n=9; 

9%) também foi significativamente menor em relação a coleção ITU-2015 (n=27; 35%, 

p<0,001). A taxa de RMD na coleção ITU-2019 ficou abaixo do encontrado em estudos 

internacionais. No estudo de Nüesch-Inderbinen e colaboradores (2017), 67% (n=4) das 

amostras do ST69 foram RMD. (Nüesch-Inderbinen et al., 2017). No trabalho de Flament-

Simon e colaboradores (2020) dentre as 13 amostras de E. coli do ST69 da coleção, 6 (43%) 

apresentaram RMD (Flament-Simon et al., 2020). 

Como já mencionado, amostras de E. coli do ST69 produtoras de ESBL são incomuns. 

Nossos achados estão de acordo com esse dado, uma vez que nenhuma amostra do ST69 

produtora de ESBL foi identificada nas coleções dos três períodos. No entanto, outros estudos 

já relataram amostras do ST69 produtoras de ESBL (Kim et al., 2011; Ho et al., 2012; 

Matsumura et al., 2012; Nüesch-Inderbinen et al., 2017; Campos et al., 2018).  

Apesar das amostras ITU-2019 apresentarem uma redução significativa para a não 

suscetibilidade a diversos antimicrobianos, o ST69 foi o segundo mais prevalente dentre as 
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937 amostras tipadas. Uma hipótese para esse resultado é que a resistência observada nos 

experimentos, muitas vezes pode ser diferente do comportamento como ocorre in vivo. Um 

exemplo é a formação de biofilmes, em que a comunidade bacteriana fica envolta de uma 

matriz extracelular, tornando-a resistente tanto a ação de antimicrobianos quanto do sistema 

imune do próprio hospedeiro (Fux et al., 2005; Venkatesan, Perumal e Doble, 2015). No 

entanto, os testes para a observação da produção de biofilme são testes in vitro, e essa relação 

ainda precisa ser comprovada in vivo. Entre os principais mecanismos de resistência 

associados a biofilme estão: uma maior dificuldade na penetração do antimicrobiano na 

matriz extracelular, ligação de antimicrobianos carregados positivamente na matriz 

extracelular, expressão de bombas de efluxo e a presença de células persister (Dufour, Leung 

e Lévesque, 2010). Diversos estudos já demonstraram amostras UPEC com a capacidade de 

formar biofilme (Hagos et al., 2019; Shah et al., 2019; Behzadi, Urbán e Gajdács, 2020). 

Um estudo recente realizado nos Estados Unidos demonstrou um novo mecanismo 

epigenético no qual amostras bacterianas em swarming podem tornar-se resistentes a 

antimicrobianos, denominado “necrosinalização” (Bhattacharyya, Walker e Harshey, 2020). 

Nesse mecanismo, a morte de uma subpopulação induz a expressão de bombas de efluxo, 

repressão de porinas e expressão de genes de catabolismo de espécies reativas de oxigênio na 

subpopulação sobrevivente, tornando-as resistentes e tolerantes a diversos antimicrobianos 

(Bhattacharyya, Walker e Harshey, 2020). Por ser um mecanismo recém-descoberto, até o 

momento não foram encontrados estudos que busquem relacionar essa “necrosinalização” 

com a possível seleção e prevalência de linhagens bacterianas que, inicialmente, apresentam 

uma alta taxa de suscetibilidade aos antimicrobianos. No entanto, é necessário avaliar se esse 

mecanismo exerce alguma influência no sucesso evolutivo de clones conhecidos pela alta 

suscetibilidade in vitro, como o caso do ST95, assim como na seleção de amostras com baixa 

resistência aos antimicrobianos, com no caso das amostras do ST69 da coleção ITU-2019. 

As amostras do ST69 da coleção de 2015 apresentaram um aumento na não 

suscetibilidade a diversos antimicrobianos em relação as amostras da coleção de 2005: CIP 

(p=0,01), AMC (p=0,5), ATM (p>0,9), CXM (p=0,9), GEN (p=0,5), NIT (p=0,5). Além 

disso, a presença de amostras RMD na coleção ITU-2015 foi significativamente maior do que 

na coleção ITU-2005 (p=0,04). No entanto, amostras ITU-2015 apresentaram uma diminuição 

significativa em determinados genes de virulência em comparação com as amostras de 2005, 

sendo apenas três genes presentes em mais de 50% nas amostras da coleção ITU-2015 (de 

Souza da-Silva tese concluída 2018, artigo em processo de escrita). 
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Uma hipótese para esse fenômeno é a complexa relação entre resistência aos 

antimicrobianos e a virulência bacteriana. A resistência pode impactar diretamente no fitness 

bacteriano, principalmente em situações em que não há pressão seletiva (Ender et al., 2004; 

Kanai et al., 2004; Allen, Angst e Hall, 2019). Alguns estudos já demonstraram que a 

resistência aos antimicrobianos pode tanto estar associada com o aumento (Cepas e Soto, 

2020; El-Baky, et al., 2020), quanto com a diminuição (Björkman, Hughes e Andersson, 

1998; Alonso, 2004; Horcajada et al., 2005) da virulência bacteriana. Além disso, apesar da 

diminuição do fitness devido a presença de resistência, podem ocorrer mutações 

compensatórias no genoma bacteriano, podendo restaurar esse fitness (Björkman, Hughes e 

Andersson, 1998; Andersson e Hughes, 2010). Essa relação entre resistência e virulência 

depende de diversos fatores, como a espécie bacteriana, condições ambientais e os próprios 

mecanismos de resistência e virulência em questão (Cepas e Soto, 2020). Em amostras UPEC, 

resistência a quinolonas já foi associada com menor expressão da fímbria do tipo 1, fímbria P 

e OmpA, além da ausência dos genes hlyA, cnf1 e sat (Cepas e Soto, 2020). Já a presença dos 

genes blaCTX-M15 e blaOXA-2 foi associada com a presença dos genes colV, colE2-E9, colIa-Ib, 

hlyA, csgA e colM, colB, colE, crl, respectivamente (Cepas e Soto, 2020). Esses dados 

reforçam a necessidade de realização de experimentos futuros, como a detecção de genes de 

virulência nas amostras ITU-2019 que, assim como nas amostras de 2005, tiveram uma baixa 

resistência aos antimicrobianos quando comparadas com as amostras ITU-2015 e a realização 

de testes fenotípicos de virulência para as amostras dos três períodos, visando investigar essa 

possível relação entre resistência e virulência nas amostras do ST69. 

O gene fimH é um importante fator de virulência em amostras UPEC, responsável pela 

adesão e invasão celular do patógeno em células do hospedeiro (Mulvey et al., 1998; 

Martinez et al., 2000; Parvez e Rahman, 2018). Além disso, variações alélicas desse gene 

também são utilizadas para a classificação de alguns clones de E. coli em sublinhagens (Price 

et al., 2013). O subclone H30-R do ST131 é caracterizado pela resistência a fluoroquinolonas, 

já o subclone H30-Rx é caracterizado pela produção de CTX-M-15 (Price et al., 2013). Até o 

presente momento, não foram encontrados estudos que busquem identificar sublinhagens para 

amostras para o ST69, assim como ocorre para o ST131. No presente estudo, vimos que o 

gene fimH está presente em 94% (n=95) das amostras da coleção ITU-2019, mantendo-se 

acima de 90% nas coleções dos três períodos: 100% e 91% nas coleções 2005 e 2015, 

respectivamente. 

Outra hipótese para a diferença do perfil de resistência encontrada entre as amostras 

do ST69 dos diferentes períodos pode ser a presença de diferentes sublinhagens desse ST 
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causadoras de ITU-AC circulantes no Rio de Janeiro. Dada essa hipótese, fica evidente a 

necessidade de realizar futuros experimentos, como a tipagem dessas três coleções por PFGE 

e/ou RAPD, para investigar a possibilidade da existência de sublinhagens desse ST 

circulantes. 

No presente estudo, também analisamos os genomas das 15 amostras de E. coli do 

ST69 da coleção ITU-2005 e comparamos com outros 40 genomas de amostras desse mesmo 

ST disponíveis no banco de dados Enterobase. Dentre os 55 genomas analisados, 52 (94,5%) 

apresentaram o fimH alelo 27, sugerindo que esse alelo seja altamente conservado nesse ST. 

Duas amostras da coleção Ambiental apresentaram o fimH alelo 47 e uma amostra da coleção 

Sangue, o fimH483. 

O gene mdf(A) foi encontrado em todos os 55 genomas analisados. Esse gene codifica 

uma bomba de efluxo capaz de atuar em uma grande variedade de moléculas, incluindo 

antimicrobianos de diferentes classes, por isso, a superexpressão desse gene pode promover o 

fenótipo RMD (Edgar e Bibi, 1997; Nishino e Yamaguchi, 2001;Wang et al., 2014; Yardeni, 

Zomot e Bibi, 2018). O gene blaTEM-1b foi o único gene bla identificado na coleção ITU-

2005 (n=12; 80%) e o mais frequente entre os codificadores de β-lactamases nas outras três 

coleções: Urina (n=10; 67%), Sangue (n=9; 60%) e Ambiental (n=5; 50%). Em um estudo 

realizado na Dinamarca, entre seis amostras de E. coli pertencentes ao ST69 na coleção, 

apenas em uma (17%) o gene blaTEM-1b identificado (Hammerum et al., 2020). 

Em 13 (87%) amostras da coleção ITU-2005 foram encontrados pelo menos um gene 

dfrA e, em todas as amostras dessa coleção, foi encontrado pelo menos um gene sul. Na 

coleção Urina, nove (60%) amostras apresentaram pelo menos um gene dfrA e 11 (73%) 

amostras, pelo menos um gene sul. Na coleção Sangue, 53% (n=8) das amostras apresentaram 

pelo menos um gene dfrA e 60% (n=9) pelo menos um gene sul. Na coleção Ambiental, cinco 

(50%) amostras apresentaram pelo menos um gene dfrA e um gene sul. A presença de genes 

sul na coleção ITU-2005 foi significativamente maior do que na coleção Sangue (p=0,01) e 

Ambiental (p=0,009). Dois genes que conferem resistência a tetraciclina foram encontrados 

nas quatro coleções, tet(A) e tet(B).  A frequência do gene tet(A) variou de 13% a 27% entre 

as coleções, e tet(B) foi significativamente mais frequente na coleção ITU-2005 do que nas 

coleções Urina (p=0,02) e Ambiental (p=0,03). 

Na coleção ITU-2005, foi identificada uma amostra com mutação no gene parC 

(S57T), no entanto, essa amostra não apresentou resistência fenotípica para CIP no 

antibiograma realizado (Tabela 8). Já nas coleções Urina (p=0,01) e Sangue (p=0,04), uma 

quantidade maior das amostras apresentou a mutação S83L no gene gyrA. 
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Genes que codificam para duas adesinas, air e lpfA, foram encontrados em todos os 55 

genomas analisados. Já os genes pap foram mais frequentes nas coleções ITU-2005, Urina e 

Sangue do que na coleção ambiental. Esse resultado reforça a importância desses genes para a 

patogênese bacteriana, principalmente na adesão de células do trato urinário (Parvez e 

Rahman, 2018). 

Entre os genes que codificam toxinas encontrados na coleção ITU-2005, sat foi o mais 

frequente (n=13; 87%). No estudo de Flament-Simon e colaboradores (2020), nove (69%) das 

amostras pertencentes ao ST69 da coleção também foram identificadas com esse gene 

(Flament-Simon et al., 2020). Em um estudo realizado no Irã que caracterizou padrões de 

suscetibilidade aos antimicrobianos e genes de virulência de cinco ST diferentes de E. coli 

(69, 73, 95, 127 e 131), esse gene foi encontrado em 25% (n=6) das amostras pertencentes aos 

ST69 (Hojabri et al., 2019). 

Em nenhum dos 55 genomas analisados encontramos os genes que codificam as 

toxinas hlyA e cnf1, características de amostras UPEC (Lüthje e Brauner, 2014; Parvez e 

Rahman, 2018). Outros trabalhos também demonstraram a ausência desses genes em amostras 

do ST69 (Gibreel et al., 2012; Campos et al., 2018., Flament-Simon et al., 2020). No estudo 

iraniano de Hojabri e colaboradores (2019) nenhuma amostra pertencente ao ST69 apresentou 

o gene cnf1, no entanto, o gene hlyA foi detectado em quatro (17%) amostras desse mesmo ST 

(Hojabri et al., 2019). No estudo de Alghoribi e colaboradores, nenhuma amostra do ST69 

apresentou o gene hlyA e uma amostra (7%) desse ST apresentou o gene cnf1 (Alghoribi et 

al., 2015). Essa baixa frequência desses dois genes pode ser um indício de que ambos não 

estão muito disseminados entre amostras do ST69. 

A cápsula bacteriana é uma importante estrutura presente em algumas amostras de E. 

coli. É responsável por permitir que o microrganismo evada do sistema imune através de 

mimetismo molecular e resistência ao complemento (Subashchandrabose e Mobley, 2015; 

Buckles et al., 2009). Todas as amostras das coleções de espécimes clínicos apresentaram o 

gene kpsE, um dos genes responsáveis pela exportação do polissacarídeo que irá formar a 

cápsula (Rosenow et al., 1995). Um total de 90% (n=9) das amostras da coleção Ambiental 

também apresentou esse gene. O gene kpsM foi encontrado em 49 (89%) dos 55 genomas 

analisados, sendo o kpsMII_K52 o mais frequente nas coleções ITU-2005 (n=12; 80%), Urina 

(n=5; 33%) e Sangue (n=9; 60%). No estudo de Campos e colaboradores, seis (67%) amostras 

de E. coli pertencentes ao ST69 apresentaram gene kpsM (Campos et al., 2018). 

Sistemas de aquisição de ferro são essenciais para a patogênese de amostras UPEC, 

uma vez que esse íon é importante para o metabolismo bacteriano e, ao mesmo tempo, 
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escasso no trato urinário. Os genes chuA, fyuA, irp2, iucC, iutA e sitA relacionados com a 

captação de íons ferro foram encontrados em mais de 85% das amostras da coleção ITU-2005 

e, com exceção de chuA e sitA, foram significativamente menos frequentes na coleção 

Ambiental. Na coleção Urina, todos os seis genes estiveram presentes em mais de 50% das 

amostras. Na coleção Sangue, todos foram encontrados em mais de 70% das amostras. A 

presença de sideróforos também foi amplamente frequente em amostras E. coli do ST69 de 

diversos estudos (Gibreel et al., 2012; Alghoribi, et al., 2015; Campos et al., 2018; Flament-

Simon et al., 2020). Esses resultados reforçam importância da presença desses genes para 

amostras de E. coli. 

Inesperadamente, na coleção ITU-2005 houve uma redução significativa no gene gad 

em relação as outras três coleções: Urina (p<0,001), Sangue (p<0,001) e Ambiental 

(p<0,001). Esse gene codifica uma glutamato descarboxilase e faz parte de um sistema que 

permite a sobrevivência de amostras de E. coli em ambientes extremamente ácidos (Kanda et 

al., 2020). 

O gene terC é localizado no operon ter sendo disseminado entre as espécies 

bacterianas (Turkovicova et al., 2016). Concordando com esses dados, o gene terC foi 

encontrado em todos os genomas analisados e está associado com a resistência a íons de 

telúrio (Turkovicova et al., 2016). Os genes de resistência ao soro, iss e traT, foram 

amplamente encontrados nas quatro coleções: ITU-2005 (n=15; 100%) (n=14; 93%), Urina 

(n=14; 93%) (n=12; 80%), Sangue (n=15; 100%) (n=12; 80%) e Ambiental (n=9; 90%) (n=8; 

80%). Outros estudos apresentaram dados semelhantes para o gene traT (Alghoribi, 2015; 

Campos et al., 2018; Hojabri et al., 2019), implicando que esse possa ser disseminado nas 

amostras do ST69. Em relação ao gene iss, estudos apontaram uma baixa frequência desse 

gene entre as amostras do ST69 (Blanco et al., 2011; Hojabri et al., 2019; Flament-Simon et 

al., 2020). 

O gene ompT, que codifica uma protease da membrana externa (Grodberg e Dunn, 

1988), foi amplamente encontrado nas amostras das quatro coleções: ITU-2005 (100%), 

Sangue (100%), Urina (n=12; 80%) e Ambiental (n=8; 80%). Dados semelhantes foram 

encontrados nos estudos de Campos e colaboradores, em que todas as amostras do ST69 

(n=9) apresentaram esse gene e de Flament-Simon e colaboradores, em que 12 (92%) das 

amostras desse ST apresentaram o gene ompT (Campos et al., 2018; Flament-Simon et al., 

2020). No entanto, em outro estudo internacional, a frequência de amostras do ST69 

carreadoras desse gene foi de 17% (n=4) (Hojabri et al., 2019). 
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Mesmo após a análise dos genes de virulência nos genomas das amostras ITU-2005, 

ainda é necessária a realização de testes fenotípicos, para avaliar a expressão desses genes e o 

comportamento dessas amostras em diversas situações, como na produção de biofilmes. Em 

experimentos futuros, também serão analisadas a virulência genotípica e fenotípica das 

amostras das coleções ITU-2015 e ITU-2019. 
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7 CONCLUSÃO 

Amostras de E. coli do ST69 (n=101; 11%) identificadas na coleção ITU-2019 foram 

o segundo grupo de ST mais frequente na coleção 2019, dentre quatro ST (69, 73, 95 e 131) 

pesquisados. 

Amostras do ST69 da coleção ITU-2019 apresentaram uma redução significativa na 

não suscetibilidade a diversos antimicrobianos, em relação as coleções de ITU-2005 e ITU-

2015. 

 O gene fimH manteve-se em uma alta frequência na coleção 2019, assim como nas 

coleções anteriores. 

A análise do genoma das amostras da coleção ITU-2005 em comparação com 

genomas de amostras do ST69 recuperados do banco de dados Enterobase, mostrou a 

presença de genes de resistência e virulência conservados em todas as amostras do ST69. 
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9 ANEXOS 

Anexo 1 – Artigos inclusos na revisão bibliográfica 

Ano País do estudo 

Número de amostras 

do ST69 (%) / total de 

amostras 

Prevalência 

do ST69 no 

estudo 

Espécime de 

isolamento 
Observações Referência 

2001 Estados Unidos 49 (26) / 192 N.Aa Urina 

Do total de 386 amostras da coleção, 

192 foram tipadas. A maioria das 

amostras tipadas eram resistentes a 

SXT 

Manges et al., 

2001 

2005 Estados Unidos 66 (6) / 1102 N.A 

Sangue 

Urina 

Outros não 

especificados 

 

N.A 
Johnson et al., 

2005 

2009 Brasil 3 (7) / 42 N.A 
Sangue 

Urina 
N.A Dias et al., 2009 

2009 Brasil 15 (13) / 118 1º Urina N.A Dias et al., 2009 

2010 França 3 (3) / 110 5º N.Ib N.A Bert et al., 2010 

2011 Espanha 22 (4) /500 2º N.I 

Entre os 3 ST pesquisados (ST69, 

ST131 e ST393), o ST69 foi o 

segundo mais prevalente 

 

Blanco et al., 

2011 

2011 Coréia do Sul 3 (9) / 35 3º 
Ferida 

Urina 

Dentre as 138 amostras do estudo, foi 

feito o MLST apenas para amostras 

produtoras de CTX-M14 

Kim et al., 2011 

2012 Inglaterra 27 (9) / 300 3º Urina N.A 
Gibreel et al., 

2012 
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2012 Japão 7 (1) / 581 3º N.I. 
Inclusas no estudo apenas amostras 

produtoras de ESBL 

Matsumura et 

al., 2012 

 

 

2012 

 

 

China 

 

 

5 (3) / 167 

 

 

4º 

 

 

Sangue 

 

 

Inclusas no estudo apenas amostras 

produtoras de ESBL 

 

 

Ho et al., 2012 

2013 Estados Unidos 15 (5) / 299 5º 

 

Sangue 

Urina 

Outro não 

especificado 

N.A 
Banerjee et al., 

2013 

2014 China 9 (3) / 340 6º Fezes 

Dentre 347 amostras da coleção, 340 

foram tipadas por MLST. O autor 

informou que 7 amostras morreram 

Chen et al., 

2014 

 

2014 Suécia 35 (6) / 548 2º Urina N.A 

 

Sundqvist et al., 

2014 

 

2014 Brasil 3 (8) / 36 1º N.I N.A 
Berman et al., 

2014 

2014 China 1 (5) / 22 5º N.I 

 

Inclusas no estudo apenas amostras 

resistentes ou com susceptibilidade 

reduzida a carbapenemas 

 

Cai et al., 2014 
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2014 

 

China 

 

14 (7) / 213 

 

2º 

 

N.I 

De um total de 550 amostras da 

coleção, foi feita a tipagem molecular 

apenas para as 213 amostras 

produtoras ESBL 

 

 

Zhang et al., 

2014 

2015 Coréia do sul 5 (8) / 64 4º Urina 
Inclusas no estudo apenas amostras de 

pacientes com menos de 18 anos 
Yun et al., 2015 

2015 China 12 (9) / 128 2º Sangue N.A 
Zhao et al., 

2015 

2015 Argélia 5 (14) / 35 2º Urina 

No estudo foram inclusas 150 

amostras. Porém, foi realizado MLST 

apenas para as amostras RMD dos 

filogrupos B2 e D (n=35); 

Yahiaoui et al., 

2015 

2015 Arábia Saudita 15 (7) / 202 4ª Urina N.A 
Alghoribi et al., 

2015 

2016 Irlanda 3 (15) / 20 3º Sangue 

Foram inclusas no estudo apenas 

amostras de ICS de pacientes que 

vieram a óbito 

Miajlovic et al., 

2016 

2016 Dinamarca 27 (10) / 286 2º Urina N.A 
Hertz et al., 

2016 

2016 China 5 (6) / 90 3º Sangue N.A 
Wang et al., 

2016 
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2016 Coréia do Sul 6 (8) / 80 4º Urina 
Foram inclusas no estudo apenas 

amostras produtoras de ESBL CTX-M 
Kim et al., 2016 

2017 Brasil 15 (11) / 139 2º Urina 

A coleção é a mesma do estudo de dias 

et al., 2009, com adição de 9 amostras 

de espécimes de mulheres e 12 

amostras de espécimes de homens 

De Souza da-

Silva et al., 

2017 

2017 Suíça 6 (14) / 44 1º Urina N.A 

Nüesch-

Inderbinen et 

al., 2017 

 

2017 Suécia 27 (6) / 477 1º 
Fezes 

Urina 

 

Dentre os 3 clones pesquisados, ST69, 

131 e 393, o ST69 foi o mais frequente 

 

Karami, Wold e 

Adlerberth, 

2017 

2017 China 15 (8) / 201 3º N.I. 

Foram isoladas 320 amostras de E. 

coli no total. Porém, foi feito MLST 

apenas para as 201 produtoras de 

ESBL; 

 

Miao et al., 

2017 

2017 Dinamarca 20 (4) / 518 4º Sangue 

Foi feito MLST apenas para amostras 

produtoras de ESBL, carbapenemases 

e/ou pAmpC (518/552); 

Roer et al., 

2017b 

2018 Estados Unidos 48 (11) / 441 4º Urina N.A 
Yamaji et al., 

2018 

2018 Brasil 9 (8) / 108 2º Urina N.A 
Campos et al., 

2018 
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2018 Escócia 26 (16) / 162 2º Sangue N.A 
Goswami et al., 

2018 

2019 Irã 24 (7) / 335 2º 

Urina 
Respiratório 

Ferida 

N.A 
Hojabri et al., 

2019 

2019 Estados Unidos 31 (11) / 273 2º Urina N.A 
Tarltona et al., 

2019 

2019 Canadá 29 (8) / 385 5º Urina N.A 
Fibke et al., 

2019 

2020 Canadá 56 (8) / 682 3º Sangue N.A 
Holland et al., 

2020 

2020 Brasil 75 (15) / 499 1º Urina N.A 
De Souza da-
Silva et al., 

2020 

2020 Espanha 13 (7) / 196 3º N.I N.A 
Flament-Simon 

et al., 2020 

2020 Indonésia 3 (14) / 22 2º Sangue N.A 
Paramita et al., 

2020 

2020 Dinamarca 6 (25) / 24 2º 

Urina 

Sangue 

Fezes 

Foram analisadas apenas amostras 

produtoras de OXA-244 

 

Hammerum et 
al., 2020 
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2020 França 16 (7) / 218 3º Urina 

Foram analisadas apenas amostras 

produtoras de ESBL causando 

infecção febril no trato urinário em 

crianças 

Birgy et al., 

2020 

2020 Bangladesh 5 (4) / 128 3º N.I N.A 
Mazumder et 

al., 2020 

2020 Austrália 5 (7) / 67 2º Urina 

Foram analisadas apenas amostras 

resistentes a trimetoprim e/ou amostras 

de ITU recorrentes 

Li et al., 2020 

a Não se aplica; 
b Não foi informado de que espécimes clínicos foram isoladas as amostras do ST69. 
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Anexo 2 – Informações dos 40 genomas baixados do banco de dados 

Identificação da amostra Número de acesso Espécime de isolamento fimH 

KGu020 DRR063399 Ambiental fimH27 

KMi011 DRR063363 Ambiental fimH27 

E2026_9 SRR5075686 Ambiental fimH27 

D.14 SRR5279327 Ambiental fimH47 

EK7.18 SRX6792834 Ambiental fimH27 

TC1910River3 traces-0PFgvYy Ambiental fimH27 

PNUSAE048738 SRR11116076 Ambiental fimH47 

S31-5 SRR8738073 Ambiental fimH27 

K DD Zu-13 SRR8738127 Ambiental fimH27 

Cw Lw Down-1 SRR8738140 Ambiental fimH27 

MER-5 SRR5936476 Sangue fimH27 

MER-22 SRR5936500 Sangue fimH27 

TCE03 DRR102628 Sangue fimH27 

KME07 DRR102602 Sangue fimH27 

GASRECE218 SRR6505330 Sangue fimH27 

HVH 223 (4-2976528) SRR958455 Sangue fimH27 

HVH 215 (4-3008371) SRR784756 Sangue fimH27 

HVH 130 (4-7036876) SRR958244 Sangue fimH27 

HICF136 SRR3051036 Sangue fimH27 

HICF247 SRR3051005 Sangue fimH27 

MOD1-EC685 SRR4261770 Sangue fimH27 

COL-89 ERR5863513 Sangue fimH27 

COL-87 ERR5863511 Sangue fimH27 

US21 SRR10568448 Sangue fimH483 

US28 SRR10568442 Sangue fimH27 

CM20 DRR102568 Urina fimH27 

F14W138294 SRR8505931 Urina fimH27 



81 
 

F14W125408 SRR8505932 Urina fimH27 

M14W071194-2 SRR8505937 Urina fimH27 

P6338 SRR7879958 Urina fimH27 

D9009 SRR7879953 Urina fimH27 

P6087 SRR7879884 Urina fimH27 

0000-0061-1771 SRR5120222 Urina fimH27 

0000-0053-3941 SRR5093683 Urina fimH27 

0000-0065-6492 SRR6072766 Urina fimH27 

C014 SRR8871876 Urina fimH27 

H032 SRR8871863 Urina fimH27 

d028-11 SRR8871808 Urina fimH27 

EC114 SRR9588130 Urina fimH27 

109980 SRR10270325 Urina fimH27 
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Anexo 3 – Perfil de genes de resistência presentes nos 40 genomas baixados do banco de 

dados 

Identificação da amostra Genes e mutações que podem conferir resistência 

KGu020 
aph(3')-Ia, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaCTX-M-2, blaTEM-1B, 

dfrA5, mdf(A), sul2. GyrA S83L. 

KMi011 
aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1B, dfrA7, mdf(A), qacE, 

sitABCD, sul1, sul2 

E2026_9 mdf(A), sitABCD 

D.14 mdf(A) 

EK7.18 
aac(3)-IId, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA14, dfrA17, 

mdf(A), qnrS1, sul2, tet(A). ParC S80I 

TC1910River3 
aadA5, aac(3)-IId, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), mph(A), qacE, 

sitABCD, sul1, tet(B). GyrA S83L, ParC S80I 

PNUSAE048738 mdf(A), sitABCD. ParC S57T 

S31-5 
aadA5, aac(3)-IId, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, 

mdf(A), mph(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2, tet(A) 

K DD Zu-13 
aac(3)-IV, aph(3”)-Ib, aph(4)-Ia, aph(6)-Id, blaCTX-M-1, 

mdf(A), mph(A), sitABCD 

Cw Lw Down-1 
aac(3)-IV, aph(3”)-Ib, aph(4)-Ia, aph(6)-Id, blaCTX-M-1, 

mdf(A), mph(A), sitABCD 

MER-5 
aadA5, blaCTX-M-15, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), mph(A), qacE, 

sul1, tet(B). GyrA S83L 
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MER-22 blaCTX-M-14, mdf(A), sitABCD, tet(A). GyrA S83L 

TCE03 
aadA5, aac(3)-IIa, blaCTX-M-14, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), 

mph(A), qacE, sitABCD, sul1, tet(A). GyrA S83L 

KME07 
aadA5, aac(3)-IIa, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), mph(A), qacE, 

sitABCD, sul1, tet(A). GyrA S83L 

GASRECE218 blaSHV-12, mdf(A), sitABCD 

HVH 223 (4-2976528) 
aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, blaTEM-1c, mdf(A), sitABCD, 

sul2 

HVH 215 (4-3008371) 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), 

qacE, sitABCD, sul1, sul2 

HVH 130 (4-7036876) 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, catA1, dfrA17, 

mdf(A), mph(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2, tet(B) 

HICF136 aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA14, mdf(A), mph(A), sul2 

HICF247 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), 

qacE, sitABCD, sul1, sul2 

MOD1-EC685 aph(3’)-Ia, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, mdf(A), sul2, tet(B) 

COL-89 
BlaTEM-1b, dfrA14, mdf(A), mph(A), sitABCD, tet(B). GyrA 

S83L, ParC S80I 

COL-87 mdf(A), sitABCD 
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US21 mdf(A), sitABCD 

US28 Mdf(A), sitABCD 

CM20 
aadA5, aac(3)-IIa, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), mph(A), qacE, 

sitABCD, sul1, tet(A). GyrA S83L 

F14W138294 aadA5, blaTEM-1b, catA1, dfrA17, mdf(A), sitABCD, sul1, tet(B) 

F14W125408 
aadA5, aac(3)-IId, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, 

mdf(A), mph(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2, tet(A) 

M14W071194-2 
Aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-36, dfrA14, mdf(A), mph(A), 

sitABCD, sul2. GyrA S83L 

P6338 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), 

mph(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2 

D9009 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), 

mph(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2 

P6087 
aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, mdf(A), sitABCD, 

sul2 

0000-0061-1771 
floR, mdf(A), tet(A). GyrA S83L, GyrA D87N, ParC S80I, 

ParE S458A 

0000-0053-3941 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-1b, dfrA17, erm(B), 

mdf(A), mph(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2. GyrA S83L 

0000-0065-6492 
Aac(3)-IId, aph(3’)-Ia, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaCMY-2, 

mdf(A), sul2, tet(B). GyrA S83L, ParE L416F 
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C014 
aadA5, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaTEM-Ib, dfrA17, mdf(A), qacE, 

sitABCD, sul1, sul2 

H032 Mdf(A), sitABCD. GyrA S83L 

d028-11 Mdf(A), sitABCD 

EC114 BlaTEM-1b, mdf(A), sitABCD 

109980 

aadA1, aac(3)-VIa, aph(3”)-Ib, aph(6)-Id, blaCMY-2, blaTEM-1b, 

floR, mdf(A), qacE, sitABCD, sul1, sul2, tet(A) 
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Anexo 4 – Perfil de genes de virulência dos 40 genomas baixados do banco de dados 

Identificação da amostra Genes de virulência 

KGu020 
air, lpfA, cia, cvaC, hlyF, chuA, iroN, iucC, iutA, sitA, kpsE, 

kpsMIII_K96, eilA, etsC, gad, iss, mchF, ompT, terC, tratT 

KMi011 
air, lpfA, papC, cia, chuA, sitA, kpsE, kpsMIII_K96, eilA, iss, 

ompT, terC, traT 

E2026_9 
air, lpfA, chuA, sitA, kpsE, kpsMII_K5, eilA, gad, iss, ompT, 

terC 

D.14 air, lpfA, chuA, kpsE, eilA, gad, terC, traT 

EK7.18 

air, iha, lpfA, papA_F43, cma, cvaC, hlyF, sat, chuA, fyuA, 

iroN, irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K5, eilA, gad, iss, 

mchF, ompT, terC, traT 

TC1910River3 
air, iha, lpfA, papA_F43, sat, senB, chuA, fyuA, irp2, iucC, 

iutA, sitA, kpsE, kpsMII, eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 

PNUSAE048738 air, lpfA, chuA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, terC 

S31-5 
air, lpfA, senB, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, eilA, gad, iss, 

ompT, terC, traT 

K DD Zu-13 
air, lpfA, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, kpsMII_K5, eilA, etpD, 

gad, iss, ompT, terC, traT 

Cw Lw Down-1 
air, lpfA, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, kpsMII_K5, eilA, etpD, 

gad, iss, ompT, terC, traT 

MER-5 
air, lpfA, senB, chuA, fyuA, irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, 

kpsMIII_K96, eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 
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MER-22 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, 

terC, traT 

TCE03 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, 

terC, traT 

KME07 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, mcbA, sat, senB, chuA, 

fyuA, irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, 

ompT, terC, traT  

GASRECE218 air, lpfA, chuA, sitA, kpsE, kpsMII_K5, gad, iss, ompT, terC 

HVH 223 (4-2976528) 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, chuA, fyuA, irp2, 

iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, terC, 

traT 

HVH 215 (4-3008371) 
air, lpfA, senB, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, 

gad, iss, ompT, terC, traT 

HVH 130 (4-7036876) 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, 

terC, traT 

HICF136 
air, lpfA, mcbA, chuA, fyuA, irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, 

kpsMIII_K96, eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 

HICF247 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, 

terC, traT 

MOD1-EC685 

afaA, afaB, afaC, afaD, afaE8, air, lpfA, mchB, mchC, mcmA, 

chuA, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMIII_K96, eilA, gad, iss, mchF, 

ompT, terC, traT 

COL-89 
air, lpfA, papA_F43, mcbA, sat, senB, chuA, fyuA, irp2, iucC, 

iutA, sitA, kpsE, kpsM_K11, eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 
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COL-87 
air, lpfA, chuA, sitA, kpsE, kpsMIII_K96, eilA, gad, iss, ompT, 

terC 

US21 
air, lpfA, astA, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, 

gad, iss, ompT, terC, traT 

US28 
air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, chuA, fyuA, irp2, 

iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, terC 

CM20 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, mchF, 

ompT, terC, traT 

F14W138294 
air, lpfA, papA_feiA_F8, papC, senB, chuA, fyuA, irp2, sitA, 

kpsE, eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 

F14W125408 
air, lpfA, senB, chuA, sitA, kpsMII, eilA, gad, iss, ompT, terC, 

traT 

M14W071194-2 
air, lpfA, papA_feiA_F8, papC, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, 

eilA, gad, iss, terC, traT 

P6338 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, mcbA, sat, senB, chuA, 

fyuA, irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, 

terC, traT 

D9009 
air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 

P6087 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K4, eilA, gad, hra, iss, 

terC, traT 

0000-0061-1771 
air, lpfA, chuA, fyuA, irp2, kpsE, kpsMIII_K96, eilA, gad, 

ompT, terC 
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0000-0053-3941 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, 

terC, traT 

0000-0065-6492 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, chuA, fyuA, irp2, 

iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, terC, 

traT 

C014 

air, iha, lpfA, papA_fsiA_F16, papC, sat, senB, chuA, fyuA, 

irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsMII_K52, eilA, gad, iss, ompT, 

terC, traT 

H032 
air, lpfA, papA_feiA_F8, senB, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, 

eilA, gad, iss, ompT, terC, traT 

d028-11 
air, lpfA, chuA, fyuA, irp2, sitA, kpsE, kpsMII_K5, eilA, gad, 

iss, ompT, terC 

EC114 
air, lpfA, chuA, sitA, kpsE, kpsMIII_K96, eilA, gad, iss, ompT, 

terC 

109980 

air, lpfA, tsh, cvaC, hlyF, mchB, mchC, mcmA, chuA, fyuA, 

iroN, irp2, iucC, iutA, sitA, kpsE, kpsM_K15, eilA, etsC, gad, 

hra, iss, mchF, ompT, terC, traT 
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