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RESUMO

SARAH VITORIA MARTINS DA SILVA

CARACTERIZACAO DE Enterobacterales PRODUTORES DE ESBL ISOLADOS DE
COLONIZACAO COMUNITARIA

Orientadora: Renata Cristina Picao

Coorientador: Gabriel Taddeucci Rocha

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtenciao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e aprovaciao no RCS

Trabalho de Conclusao de Curso.

A resisténcia bacteriana ¢ um problema de satide global e, neste contexto, a ordem Enterobacterales
recebe destaque. No entanto, poucos estudos investigam a disseminagdo desses organismos
envolvidos com a colonizacdo comunitiria. O objetivo desse projeto foi de caracterizar cepas
pertencentes a ordem Enterobacterales quanto a producdo de ESBL envolvidas na colonizagao
comunitaria do TGI em humanos. Foram coletados swabs retais de individuos sem historico de
internagdo recente, admitidos na emergéncia de um hospital publico € um hospital privado do Rio de
Janeiro. Os espécimes clinicos foram avaliados quanto a sua viabilidade em meio de cultura nao
seletivo e cultivados em agar MacConkey (MAC) na vigéncia de ceftriaxona (1,5 pg/mL). As
amostras crescidas foram replicadas, através da técnica replica plating, em MAC com cefepima (16
pg/mL), em seguida foi realizada a identificacdo pelo MALDI-TOF MS e, posteriormente, o teste
fenotipico para detec¢do de ESBL por meio de disco-aproximacao. Para as amostras positivas, foi
realizada a pesquisa dos genes por PCR para a detec¢do de: blarpy, blagyy € blages € blacrx dos
grupos 1/2, 8 e 9. Foi realizada a classificacdo quanto ao grupo filogenético das amostras de E. coli e

o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Foram incluidos no estudo 228 individuos, dos quais
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85 apresentaram swabs positivos para o crescimento em cefepima. Foram recuperadas 289 cepas, das
quais 161 apresentaram fenotipo positivo para a producao de ESBL. As cepas com fenotipo positivo
foram oriundas de 47 individuos, representando prevaléncia de 20,6%. A produgdo de ESBL foi
observada com maior frequéncia na espécie E. coli (140, 87%), seguida por K. pneumoniae (14,
8,7%), P. stuartii (4, 2,48%), C. freundii (2, 1,24%) e H. alvei (1, 0,62%); e os genes relacionados
mais frequentes foram blacrxain (150, 93,1%), seguido de blarpy (62, 38%), blacrxas (47, 29,2%),
blacrx (37, 23%) e blagyy (18, 11,2%). Ao todo, foram encontrados 17 perfis considerando os genes
codificadores de ESBL identificados, 13 dos quais apresentavam mais de um gene codificador de
ESBL. Trés cepas apresentaram a amplificagdo somente de blaTEM e blaSHV, portanto o
sequenciamento do produto amplificado se faz necessario para confirmar se ¢ ou ndo o determinante
da produgdo de ESBL. A maioria das cepas de E. coli produtoras de ESBL foram categorizadas como
pertencentes ao filogrupo A ou C, seguido dos filogrupos F, D ou E, B1, B2, A, Clado I ou II, E ou
Clado I e U. Quanto ao antibiograma, 69 perfis de resisténcia foram encontrados, com destaque para a
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, principalmente quinolonas (78,6%), aminoglicosideos
(33%), e nitrofurantoina (16,5%). Nossos achados sdo preocupantes pois indicam uma grande
prevaléncia de ESBL na colonizacdo comunitdria do TGI em individuos que buscam pronto
atendimento, principalmente — mas ndo limitado a — E. coli produtora de CTX-M-1/2, o que pode

representar uma importante rota de entrada da resisténcia nos hospitais.

Palavras-chaves: ESBL, resisténcia, Enterobacterales, colonizagdo comunitaria.
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CARACTERIZACAO DE Enterobacterales PRODUTORES DE ESBL ISOLADOS DE
COLONIZACAO COMUNITARIA

Orientadora: Renata Cristina Picao

Coorientador: Gabriel Taddeucci Rocha

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Godes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencio
do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e aprovaciao no RCS

Trabalho de Conclusao de Curso.

Bacterial resistance is a global health problem, and in this context, the Enterobacterales order stands
out. However, few studies investigate the spread of these organisms involved in community
colonization. The aim of this project was to characterize strains belonging to the Enterobacterales
order regarding ESBL production involved in community colonization of the gastrointestinal tract
(TGI) in humans. Rectal swabs were collected from individuals with no recent hospitalization history
admitted to the emergency departments of a public and a private hospital in Rio de Janeiro. Clinical
specimens were assessed for viability on non-selective culture medium and cultivated on MacConkey
agar (MAC) in the presence of ceftriaxone (1.5 pug/mL). Grown samples were replicated using the
replica plating technique on MAC with cefepime (16 pg/mL). Subsequently, identification was
performed using MALDI-TOF MS, followed by a phenotypic test for ESBL detection using disk
approximation. For positive samples, gene research was conducted via PCR for the detection of
blagy, blagyy, blaggs, and blacrx. from groups 1/2, 8, and 9. The phylogenetic group classification of
E. coli strains and antimicrobial susceptibility testing were also carried out. The study included 228

individuals, of whom 85 presented positive swabs for growth in cefepime. A total of 289 strains were
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recovered, with 161 showing a positive phenotype for ESBL production. Strains with a positive
phenotype originated from 47 individuals, representing a prevalence of 20.6%. ESBL

production was most frequently observed in E. coli (140, 87%), followed by K. pneumoniae (14,
8.7%), P. stuartii (4, 2.48%), C. freundii (2, 1.24%), and H. alvei (1, 0.62%). The most frequently
related genes were blacrxnin (150, 93.1%), followed by blarpy (62, 38%), blacrxms (47, 29.2%),
blacrxmo (37, 23%), and blagyy (18, 11.2%). In total, 17 profiles were found considering the identified
ESBL-encoding genes, 13 of which had more than one ESBL-encoding gene. Three strains showed
amplification only of blargy and blagyy, so sequencing of the amplified product is necessary to
confirm whether it is the determinant of ESBL production or not. Most ESBL-producing E. coli
strains were categorized as belonging to phylogroups A or C, followed by phylogroups F, D or E, B1,
B2, A, Clade I or II, E or Clade I, and U. Regarding antibiogram, 69 resistance profiles were found,
highlighting resistance to other classes of antimicrobials, especially quinolones (78.6%),
aminoglycosides (33%), and nitrofurantoin (16.5%). Our findings are concerning as they indicate a
high prevalence of ESBL in the community colonization of the TGI in individuals seeking emergency
care, primarily — but not limited to — CTX-M1/2-producing E. coli. This could represent a significant
route for resistance entry into hospitals.

Key-words: ESBL, resistance, Enterobacterales, community colonization.
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Duas em cada 10 pessoas que residem na regido metropolitana do Rio de Janeiro possuem bactérias
no intestino que sao capazes de resistir aos melhores antibidticos, como sugerem os resultados aqui
apresentados. Além disso, uma alta diversidade de genes chamados bla envolvidos com esse
fendmeno foi observada; bem como altas taxas de resisténcia a outros antibidticos de importancia
clinica. O estudo teve a participagdo de pessoas sem historico de internagdo recente, atendidas na
emergéncia de um hospital publico e um privado em Niter6i. Para a realizacdo dessa pesquisa, os
voluntarios forneceram amostras fecais coletadas com um grande cotonete conhecido como swab, que
foram desafiadas na presenca de um grupo de antibidticos muito importante chamado betalactamicos.
As bactérias obtidas nesta etapa foram avaliadas quanto a produgdo de resisténcia e os genes
envolvidos foram investigados. Esses antibidticos, em especial os betalactamicos, tém grande
importancia para a medicina moderna; e a presenca de bactérias resistentes pode impactar a eficiéncia
desses medicamentos e, consequentemente, os cuidados com a saude como hoje conhecemos. Nosso
estudo alerta para o estado do intestino das pessoas na comunidade, contendo bactérias resistentes,
podendo servir como reservatério e veiculos dessas bactérias para ambientes hospitalares, onde o

impacto pode ser ainda maior.
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1. INTRODUCAO
1.1 Apresentacido do problema

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema de saude publica global no século XXI,
devido a limitacdo ou auséncia de antimicrobianos para o combate de infecgdes. A dificuldade
para o tratamento dessas doengas gera aumento dos indices de morbidade e mortalidade; e
impacto econdmico resultante do longo periodo de tratamento, maior periodo de internagao,
necessidade do uso de diversos antibidticos, ¢ necessidade de implementacdo de medidas de
redugdo dos danos provocados pela infecgdo, e medidas de controle para evitar a disseminagao
desses microrganismos resistentes nas unidades hospitalares (CDC, 2019; O’Neill, 2014; WHO,
2017).

Os bacilos gram-negativos pertencentes a ordem Enterobacterales estdo entre as cepas
resistentes mais associadas a casos de infecgdes em humanos, pois sdo microrganismos com
consideravel potencial patogénico. Além disso, apresentam a capacidade de realizar a troca de
material genético por meio da transferéncia horizontal de genes (THG) entre cepas da mesma
espécie, ou até mesmo entre espécies e/ou géneros diferentes, acumulando genes e elementos
genéticos moveis (EGM) que fazem a codificacdo dos mecanismos de resisténcia (Serna, 2022).
Nos EUA, o Centro de Controle e Prevencao de Doengas (CDC; do inglés, Centers for Disease
Control and Prevention) produziu um documento em 2013 categorizando os principais
microrganismos resistentes aos antimicrobianos utilizados no tratamento das infecgdes que
causam em humanos. Neste documento, as enterobactérias produtoras de ESBL foram
classificadas como uma ameaca grave (CDC, 2013). Em 2019, houve uma atualiza¢do deste
documento relatando um aumento significativo no nimero de infecgdes por enterobactérias
produtoras de ESBL (CDC, 2013; 2019). Em 2022, um estudo global estimou que 1,27 milhdes
das mortes que ocorreram em 2019 sdo atribuiveis diretamente a resisténcia, além disso, também
foi observado que 4,95 milhdes de mortes estavam associadas a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, incluindo aquelas diretamente atribuiveis (Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2022).

E importante ressaltar que os antibidticos e os determinantes de resisténcia aos

antimicrobianos sdo estruturas encontradas na natureza, independente da interferéncia humana.



Os microrganismos sdo capazes de produzir substancias antibidticas para conseguir vantagem de
crescimento e defesa contra organismos com os quais competem por nutrientes (Berkner, 2014).
No entanto, o uso de antimicrobianos na esfera humana impulsiona o fendmeno da resisténcia.
Outros potenciadores incluem o controle de infec¢ao deficiente, contaminagdo ambiental e o
movimento geografico de humanos e animais de companhia e de producdo, alimentos e matrizes
ambientais que carreiam bactérias resistentes em suas microbiotas(WHO, 2015; McEwen, 2018;
Wernli, 2022; Serna, 2022).

Assim, a emergéncia e disseminagdo da resisténcia bacteriana estd aumentando em todo o
mundo e significa uma ameaga ao futuro da satide humana, animal e ambiental caso nao ocorram
acoes que intervenham na evolu¢do da resisténcia (O'Neill, 2016). Por esse motivo, a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) liderou uma campanha internacional e os paises
signatarios se comprometeram a implementar planos de agdes dedicados ao combate da

resisténcia aos antimicrobianos.
1.2 Enterobacterales

A ordem Enterobacterales inclui um grupo heterogéneo de bactérias gram-negativas,
anaerobias facultativas e que se organizam em forma de bastonete dentro da classe
Gammaproteobacteria. Além disso, esse grupo consiste em sete familias: Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae, ¢ Budviciaceae
(Adeolu et al., 2016; Brenner e Farmer, 2005). Muitos membros desse grupo foram implicados
como microrganismos oportunistas em animais, incluindo humanos, como as espécies
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, entre outros géneros como Salmonella, Enterobacter,
Proteus, Citrobacter, Yersinia e Shigella pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que ¢ uma
das familias bacterianas taxonomicamente mais diversas e reconhecidas (Bonn & van der Zwet,
2000; GoodrichBlair & Clarke, 2007). Ainda, além de serem bacilos, os membros da familia
Enterobacteriaceae nao sao esporulados, possuem motilidade varidvel, crescem na presenga ou
auséncia de oxigénio, podem fermentar a glicose, sdo citocromo oxidase negativos, e capazes de
reduzir nitrato a nitrito (Adeolu et al., 2016). Estdo geralmente associados as infeccdes
relacionadas a assisténcia a satde (IRAS), como infec¢des do trato genitourinario (ITU),

infecgdes da corrente sanguinea (ICS) e infecgdes em sitios especificos para cirurgia, visto que


https://www.zotero.org/google-docs/?nP6R4f

estes microrganismos possuem potencial patogénico para causarem doenca, principalmente em
imunocomprometidos, mas também em individuos saudaveis. Por isso, apesar do protagonismo
em infec¢des provocadas por eles no ambito hospitalar, também geram preocupacdo em
ambientes extra-hospitalares (Mehrad et al., 2015).

De acordo com o Boletim Seguranca do Paciente e Qualidade em Servigos de Saude
emitido pela ANVISA entre os anos 2012 a 2022, dentre os microrganismos mais isolados das
IRAS, se destacou K. pneumoniae com percentual de resisténcia de 55,32% aos antimicrobianos
das classes betalactdmicos, seguido dos carbapenémicos, ceftazidima/avibactam e as polimixinas
(ANVISA, 2022). Um outro estudo realizado em 2020 por Duszynska envolvendo pacientes
tratados por mais de 48 horas na UTI do Medical University Teaching Hospital, localizado na
Polonia, visando a vigilancia e prevencao de IRAS, relata que 63% das IRAS foram causadas por
bactérias gram-negativas (Duszynska, 2020). Em condi¢des normais, o tratamento das infecg¢des
provocadas por enterobactérias pode ser feito por meio da utilizagdo dos antimicrobianos como
os aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas e polimixinas, incluindo a classe dos

betalactamicos, para esses microrganismos (da Silva e Lincopan, 2012; Sanchez, 2015).
1.3 Betalactamicos

Desde a descoberta da penicilina por Fleming em 1929, os betalactamicos permaneceram
como a classe de antibioticos entre os mais utilizados na medicina, representando cerca de 65%
de todas as prescrigdoes médicas nos EUA (Fleming, 1929; Bush, 2016). Dessa forma, os
betalactamicos sdo um dos principais farmacos utilizados no tratamento de infecg¢des causadas
por bacilos gram-negativos, pois geralmente apresentam elevada eficacia e amplitude de espectro
de agdo, apesar de possuirem efeitos colaterais em algumas pessoas, como respostas alérgicas ou
reacdo tardia de hipersensibilidade (Livermore e Williams, 1996; Pitout, Sanders e Sanders,
1997; Rahman et al., 2018; Bush, 2019; 2016). Quimicamente, essas substincias sao
subdivididas em seis subgrupos, sendo estes: penicilinas; cefalosporinas de primeira a quinta
geracdo; cefamicinas, que sdo estruturalmente similares as cefalosporinas de segunda geracao;
carbapenemas; monobactamicos; e os inibidores de betalactamases. Em relagdo a sua estrutura,
os antimicrobianos pertencentes a essa classe possuem um anel betalactamico constituido por trés

atomos de carbono e um atomo de nitrogénio (Samaha-kfoury, 2003; Rahman ef al., 2018).



O mecanismo de ac¢do dos betalactdmicos se da pela inibi¢do da sintese da parede celular
bacteriana e pela inducdo da autdlise bacteriana, a qual confere uma acao bactericida (Babic,
Hujer e Bonomo, 2006; Essack, 2001). O anel betalactimico tem semelhanga ao dipeptideo
D-alanina-D-alanina (D-Ala-D-Ala), que corresponde a fra¢do final do pentapeptideo de ligacao
cruzada da cadeia do 4cido N-acetilmuramico (NAM) do peptideoglicano. Assim, os
betalactamicos agem se ligando as enzimas de sintese da parede celular, também conhecidas
como proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), inibindo a sintese de peptidoglicano. Essa inibigao
de PBPs enfraquece a parede celular e resulta tanto na inibi¢ao do crescimento bacteriano, como
também na morte celular (Rice, 2012).

As penicilinas sdo os antibioticos frequentemente usados no tratamento de infecgdes
bacterianas em todo o mundo. Sdo classificadas em naturais, como a penicilina G e V, ou
semi-sintéticas, incluindo as resistentes a penicilinase, aminopenicilinas e penicilinas
antipseudomonas (Vrancianu, 2020). A penicilina G, também chamada de benzilpenicilina, foi o
primeiro betalactdmico usado pela clinica no tratamento de infec¢des por estreptococos; Outra
penicilina natural, também conhecida por fenoximetilpenicilina (penicilina V), apresenta
formulacdo oral sendo usado como estratégia terapéutica e profilatica para infecgdes leves e
moderadas por Streptococcus spp. suscetiveis, além do uso em criangas (Bush, 2016; Pottegard et
al., 2015). Algumas cepas produtoras de penicilinase também apareceram, e este problema
contribuiu para o desenvolvimento das semi-sintéticas, originando a segunda geracdo de
penicilinas incluindo oxacilina, dicloxaclinia e meticilina que, apesar de possuirem mais
estabilidade, sd3o menos eficazes contra microrganismos gram-positivos com susceptibilidade a
penicilinase quando comparada as penicilinas naturais, além da falta de ag¢do contra espécies
gram-negativas (Vrancianu, 2020).

A necessidade de agdo contra cepas gram-negativas corroborou o desenvolvimento da
terceira geracdo de penicilinas, as aminopenicilinas, que incluem a ampicilina e amoxicilina e
apresentam alta atividade contra Enterococcus spp. e diversas espécies gram-negativas, como E.
coli. Geralmente, a forma de administragdo da ampicilina ¢ por via parenteral, enquanto a
amoxicilina ¢ por via oral, no entanto, a estabilidade delas ¢ considerada fraca e suscetivel ao
ataque de penicilinase estafilococica e betalactamases produzidas pelas bactérias gram-negativas.

A eficicia limitada das penicilinas contra microrganismos gram-negativos desencadeou o



desenvolvimento de novas classes de antibidticos com maior espectro de acdo, como as
penicilinas antipseudomonas carboxipeniciclinas (ticarciclina e carbenicilina) e a ureidopenicilina
piperacilina (Vrancianu 2020; Sykes, 2013; Balsalobre, 2019). Nos ultimos anos, a eficacia dos
antibidticos com base de penicilina pode ser acelerada quando combinada com os inibidores de
betalactamases, como o acido clavulanico, tazobactam e sulbactam, pois atuam nas enzimas e
permitem que os betalactamicos exer¢am sua atividade antimicrobiana (Drawz, 2010; Vrancianu,
2020).

As cefalosporinas constituem outra categoria de betalactdmicos, e foram isoladas de
Cephalosporium spp. Existem cinco geracdes de cefalosporinas e cada geracdo ¢ administrada
dependendo do contexto clinico (MacDougall, 2017). A primeira geragdo ¢ constituida pela
cefalotina, cefazolina, cefalexina, cefapirina, cefradina e cefadroxil; Apresentam atividade
aumentada contra cocos sensiveis a meticilina e atividade média sobre algumas enterobactérias
como E. coli, Klebsiella spp. e Proteus mirabilis, porém ndo conseguem atravessar a barreira
hematoencefilica. A segunda geracdo ¢ subdividida em cefalosporinas verdadeiras e cefamicinas,
as verdadeiras incluem a cefuroxima e o cefprozil, enquanto que as cefamicinas sao constituidas
pelo cefmetazol, cefoxitina, cefminox e cefotetan. Seu espectro de acdo € mais amplo em
espécies gram-negativas. De terceira geracdo tem-se cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,
cefdinir, cefixima e cefoperazona; estas, s30 mais resistentes as betalactamases produzidas pelos
bacilos gram-negativos (Livermore, 1995; Vrancianu, 2020).

Em relagdo a quarta geracao de cefalosporinas, tem-se a inclusdo de cefpiroma e cefepima
que possuem espectro de agao mais amplo que as anteriores, além da notavel estabilidade a agao
de cefalosporinases mediadas por cromossomos ¢ plasmideos (Bush, 2016). A quinta geragao ¢
representada pela ceftarolina, ceftobiprole e ceftolozane. Estes, sdo eficazes contra contra cocos
gram-positivos como Streptococcus spp. € S. aureus sensivel ou resistente a meticilina (Stevens,
2014). Entretanto, outro composto foi recentemente acrescentado ao arsenal das cefalosporinas
em 2019 pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration) dos EUA, o cefiderocol, sendo
um dos betalactdmicos mais fortes e com estabilidade estrutural contra varias betalactamases das
classes A, C, D e algumas da classe B, segundo a classificacdo estrutural de Ambler (Hsueh,

2019).



Cabe mencionar os monobactamicos, outra categoria de betalactimicos que sdo ativos
contra bacilos gram-negativos e possuem baixa atividade sobre os microrganismos
gram-positivos (Balsalobre, 2019). O aztreonam ¢ um dos representantes desta categoria, sendo o
unico atualmente aprovado, pois € resistente a diversos tipos de betalactamases, além do seu uso
contra bactérias gram-negativas como P. aeruginosa (Bush, 2016). Os carbapenémicos também
representam outra categoria de betalactamicos. Inclui o imipenem, ertapenem, meropenem e
doripenem que sdo mais potentes devido a sua alta resist€ncia a maioria das betalactamases ja
existentes, incluindo as ESBLs. Além disso, apresentam a capacidade de penetragdo através da
membrana externa e maior afinidade para quase todos os PBPs, como também serem potentes
contra 0s microrganismos gram-positivos, gram-negativos, aerobios e anaerobios; (Papp-Wallace,
2011; Bush, 2016; Vrancianu, 2020).

Por fim, como dultima categoria dos betalactamicos, tem-se os inibidores de
betalactamases que podem ser utilizados em combinagdo com antibidticos para prevenir sua
degradacdo por betalactamases (Drawz, 2010). O 4acido clavulanico, um dos principais inibidores,
¢ ativo contra a maioria das betalactamases de classe A (Vrancianu, 2020). Sulbactam e
tazobactam, outros inibidores, sdo sulfonas de acido penicilanico que apresentam atividade
inibitoria de betalactamase. Combinacdes diferentes de sulbactam com betalactamicos,
representados por ampicilina-sulbactam e cefoperazona-sulbactam apresentam atividade baixa
contra produtores de ESBL pertencentes a cepas de E. coli e alta atividade contra Pseudomonas
spp. (Rafailidis, 2009; Mohanty, 2005; Vrancianu, 2020). O brobactam ¢ estruturalmente similar
ao sulbactam e tazobactam, porém possui uma poténcia maior do que o acido clavulanico contra
as enzimas cefalosporinases cromossomicas (Melchior, 1991; Vrancianu, 2020). Outros
inibidores foram introduzidos, como os inibidores de betalactamase ndo betalactimicos. O
avibactam, por exemplo, possui um mecanismo capaz de acilar o sitio ativo de serina
betalactamases A sua combinagdo com ceftazidima também ja foi aprovada para os casos
complicados de infecgdes hospitalares. O sucesso do avibactam contribuiu diretamente no
desenvolvimento do relebactam, que assim como os compostos a base de boronato representam
um segundo andaime no desenvolvimento de inibidores de amplo espectro de serina

betalactamases (Vrancianu, 2020; Tooke, 2019).



No entanto, como ja mencionado anteriormente, esses microrganismos apresentam
diferentes formas de evasdao da acdo bactericida dos betalactamicos, sendo quatro mecanismos
principais, como: 1) expressao alterada/mutagdes nas PBPs; i1) auséncia/redu¢do na expressao das
proteinas de membrana externa ou iii) superexpressao das bombas de efluxo; e iv) a producdo de
betalactamases; que representa o principal mecanismo de resisténcia utilizado pelas bactérias, em

especial, pelas gram-negativas (Rahman et al., 2018).
1.4 Resisténcia aos betalactamicos pela producio de betalactamases

As betalactamases sdo enzimas responsaveis por degradar o anel betalactamico antes da
interacdo com as PBPs, sendo este o principal mecanismo molecular de resisténcia aos
betalactdmicos em bactérias gram-negativas como E. coli ¢ K. pneumoniae. (Lee, 2012; Rahman
et al., 2018; Bush, 2019). Dois sistemas sdo empregados para classificar as betalactamases,
facilitando o seu estudo. O primeiro deles ¢ chamado de classificagdo molecular de Ambler, o
qual toma por base a estrutura molecular dessas enzimas, levando em consideragado o sitio ativo e
a sequéncia dos aminoacidos. A classificacdo de Ambler agrupa as betalactamases em quatro
classes: A, B, C e D. As classes A, C e D agrupam betalactamases que contém um residuo serina
no seu sitio ativo, responsavel por realizar o ataque nucleofilico ao anel betalactamico. A classe B
utiliza do ion zinco para hidrolisar o anel e, por essa razdo, sao também denominadas metalo
betalactamases (Ambler, 1980; Vrancianu, 2020). O segundo sistema de classificagao ¢ chamado
de classificacdo funcional de Bush, Jacoby e Medeiros. Esse sistema classifica as betalactamases
de acordo com o seu substrato e perfil de inibi¢do, sendo entdo divididas em trés grupos: o grupo
1 inclui cefalosporinases de classe C da classificagao de estrutura molecular; o grupo 2 inclui as
betalactamases das classes A e D, incluindo, entre outras, as penicilinases, oxacilinases e
betalactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases; e o grupo 3 inclui as
betalactamases da classe B, que requerem zinco para atividade, também conhecidas como
metalobetalactamases (Bush et al, 1995; Bush e Jacoby, 2010; Cornaglia, 2011; Vrancianu,

2020), conforme descrito na Tabela 1.



Tabela 1- Classifica¢ao das betalactamases de acordo com Bush, Jacoby e Medeiros (Adaptado de Bush e Jacoby,

2010)
Classe molecular Inibido por Inibido por
Grupo Bush- Jacoby Ambler Substrato distintivo AC/TZB EDTA Enzima(s) representativa(s)
E. coli AmpC, P99, ACT-1,
1 C Cefalosporinas - - CMY-2, FOX-1, MIR-1
le C Cefalosporinas - - GCl1, CMY-37
2a A Penicilinas + - PC-1
Penicilinas e 1%s
2b A cefalosporinas + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Cefalosporinas de espectro TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
2be A estendido e monobactamicos + - PER-1, VEB-1
2br A Penicilinas - - TEM-30, SHV-10
Cefalosporinas de espectro
2ber A estendido e monobactimicos - - TEM-50
2¢ A Carbenicilina + - PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilina e cefepima + - RTG-4
2d D Cloxacilina Variavel - OXA-1, OXA-10
Cefalosporinas de espectro
2de D estendido Variavel - OXA-11, OXA-15
2df D Carbapenémicos Variavel - OXA-23, OXA-48
Cefalosporinas de espectro
2e A estendido + - CepA
2f A Carbapenémicos Variavel - KPC-2, IMI-1, SME-1
3a B(B1) Carbapenémicos - + IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
3b B(B2) Carbapenémicos - + CphA, Sth-1

AC- acido clavulanico; TZB- tazobactam.

A primeira betalactamase descrita codificada por elemento genético movel foi identificada

em E. coli, isolada de uma paciente grega chamada Temoniera, nome que inspirou a designacao

da enzima como TEM-1. (Datta, 1965). A disseminagdo pela transferéncia horizontal foi

possibilitada por sua localizagdo em plasmideos e transposons. Esse tipo de enzima ja foi descrito

em outras espécies de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae e Neisseria

gonorrhoeae (Pfeifer, 2010; Rawat, 2010). Da mesma forma, SHV-1 se tornou mundialmente

disseminada (Silva e Lincopan, 2012). Mediante a prevaléncia e disseminagdao das



betalactamases, as cefalosporinas de terceira geragdo comecaram a ser introduzidas na clinica na
década de 80, tendo sua estrutura molecular resistente a agdo das enzimas descritas
anteriormente, porém a pressao seletiva causada pelo uso intensivo desses antibidticos favoreceu
a emergéncia de cefalosporinases com espectro de acdo estendido, de forma que, em 1983, foi
descrita a SHV-2, uma ESBL, que difere em apenas um aminoacido da enzima SHV-1 (Knothe,
1983; Silva e Lincopan, 2012).

As ESBLs constituem um grupo importante de betalactamases, caracterizadas por
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira a quarta geragdo, além dos monobactamicos.
Nao sdo capazes de hidrolisar as cefamicinas e os carbapenémicos, mas, no geral, possuem
susceptibilidade aos inibidores de betalactamases, como o 4cido clavulanico (Bush ef al., 1995;
Paterson e Bonomo, 2005; Bush e Jacoby, 2010). Dentre elas, as ESBLs do tipo TEM e SHV,
como mencionado acima, estdo diretamente relacionadas com variantes que distinguem somente
em algumas substituicdes dos aminoacidos de, por exemplo, TEM-1 e SHV-1, e seus pontos
isoelétricos que resultam em algumas altera¢des, como a capacidade de hidrolisar ceftazidima e
cefotaxima, enquanto outras familias como do tipo CTX-M, sdo mais diversas geneticamente
(Bradford, 2001). Existe uma outra familia de ESBLs, o tipo GES, que quando descritas foram
subdivididas em duas categorias, a primeira em enzimas que eram ESBLs e a segunda naquelas
que mostraram alguma atividade modesta de carbapenemase (Poirel, 2001).

A primeira descri¢do de ESBL na América Latina, foi realizada no Chile, sendo reportada
pela presenca de SHV-5 em K. pneumoniae (Gutmann, 1989; Silva & Lincopan, 2012). Na
Alemanha, em 1990, Bauerfeind reportou a producdo de uma cefalosporinase ndo pertencente as
familias TEM ou SHYV, denominada CTX-M-1, no mesmo periodo de tempo houve relatos da
enzima CTX-M-2 na Argentina (Bauerfeind, 1990; 1992; Quinteiros et al., 2003; Radice et al.,
2002). No Brasil, a primeira enzima do tipo CTX-M foi descrita na década de 1990 (Bonnet et
al., 2000). Outras familias de ESBL, como GES, tém sido identificadas em menor niimero,
porém, substitui¢des de aminoécidos no sitio ativo de ESBLs desse tipo podem aumentar seu
espectro de acdo contra carbapenémicos (Jacoby, 2012; Rawat, 2010; Picao et al., 2010).

As infecg¢des por Enterobacterales produtoras de ESBL ocorrem em taxas preocupantes
em esfera global. Diversos paises do mundo relatam que mais da metade das cepas de E. coli sdo

resistentes a ceftriaxona, ou melhor, presuntivamente produtores de ESBL, incluindo o México
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onde 58% das infecgdes sdo causadas por produtores de ESBL, 64% na China, 77% na India,
73% na Russia e 77% na Nigéria (Tamma, 2021). No entanto, 0 CDC estima que de 2012 a
2017, houve um aumento de 53% na incidéncia das infec¢des por Enterobacterales produtoras de
ESBL nos EUA (CDDEP, 2015; CDC, 2019). A ANVISA estima de que em 2022 com os dados
fornecidos por 1.526 hospitais acerca de infec¢des primarias da corrente sanguinea houve a
densidade de incidéncia de 4 por 1000 cateter/dia, infecgdes do trato urinario que ¢ uma das
causas prevalentes de IRAS, a densidade de incidéncia com base nos dados de 1.525 hospitais foi
de 3,5, e das infec¢des pulmonares foi de 12,5 com dados de 1.528 hospitais (ANVISA, 2022).
No contexto das infecgdes hospitalares, nos EUA, Jernigan e colaboradores (2020)
conduziram um estudo de 2012-2017 acerca das infec¢des bacterianas multirresistentes levando
em considera¢do a incidéncia de ESBL nos pacientes hospitalizados. Os autores observaram que
17% das infecg¢des tiveram inicio nos hospitais, porém 83% tiveram inicio na comunidade; Além
disso, os patégenos mais comuns nas infecgdes eram Enterobacteriaceae produtores de ESBL,
representando 84% dos casos em 2017. Um adendo importante ¢ que houve um aumento na
incidéncia de E. coli produtora de ESBL sendo a atual protagonista dos 86% do aumento global
na incidéncia de infec¢do por ESBL (Jernigan et al., 2020). Assim, acredita-se que a colonizacao

comunitaria por ESBL possa ser uma possivel rota de entrada de ESBL nos hospitais.
1.5 Colonizacio comunitaria por Enterobacterales produtoras de ESBL

A colonizagdo comunitaria por Enterobacterales vem se tornando cada vez mais frequente.
Apesar dos bacilos gram-negativos serem mais associados a IRAS, esses microrganismos ndo se
restringem ao ambiente hospitalar e estdo frequentemente associadas as infec¢des adquiridas na
comunidade (IAC) (Nnadozie e Odume, 2019).

Alguns fatores influenciam e podem potencializar a colonizagdo por esses microrganismos,
como o uso de antimicrobianos, uma vez que afetam diferentes sistemas corpdreos e possuem
diferentes vias de metabolizagdo (McEwen, 2018). Como evidéncias, ¢ visto que centenas de
milhares de toneladas de antibidticos sdo produzidas por ano e caem no meio ambiente (O’Neill,
2015; Van Boeckel, 2015). Os residuos das estagdes de tratamento e da industria farmacéutica,
quando tratados de forma errada, liberam elevadas concentragdes de antimicrobianos nas aguas

de superficie (O’Neill, 2015; So, 2015; Aubertheau, 2017; Singer, 2016); e os metabdlitos de
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antimicrobianos atuam como constituintes do esgoto humano, esterco de gado e da aquicultura,
junto com as bactérias fecais e os genes de resisténcia (Ruuskanen, 2016; Rizzo, 2013; Cabello,
2016).

Mediante a isso, foi observado que o saneamento bdsico precario também atua como
facilitador para a transmissdo indireta de bactérias entéricas entre residentes e viajantes que
voltam para suas casas colonizados pelas bactérias resistentes adquiridas no ambiente
comunitario (Walsh, 2011; Ashbolt, 2013), por isso, bactérias resistentes aos antimicrobianos sao
disseminadas em toda esfera mundial. Gu Y e colaboradores (2020) se concentraram na
disseminacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos e na forma que os genes que
determinam essa resisténcia sdo transmitidos para o meio ambiente, seja em fazendas de animais,
instituigdes de saude, farmacéuticas, comunidades ou estagdes de tratamento de esgoto;
observou-se que esses genes podem se espalhar por meio da transferéncia horizontal entre
diferentes cepas bacterianas (Gu, 2020; Jian, 2021).

As espécies gram-negativas produtoras de ESBL sdo comuns em ambientes hospitalares e
comunitarios (Bush e Jacoby, 2010). Entre as espécies da familias Enterobacteriaceae, E. coli
possui maior probabilidade de transmissdo entre os animais € os humanos, sendo considerada
bactéria resistente aos antimicrobianos associada a comunidade. Essa espécie ¢ a principal
causadora de infecgdes do trato urinario humano. Também pode ocasionar infecg¢des sistémicas e
gastroenterite. Como bactéria comensal, coloniza o trato gastrointestinal de animais, incluindo
humanos, além de estar presente no solo, plantas, vegetais e agua (Rousham, 2018). Em 2020,
Cerna e colaboradores mostraram que em ambulatorios na Franga, 1,6% das amostras isoladas de
colonizagdo comunitaria de E. coli foram caracterizados como produtores ESBLs, enquanto que
nos EUA foi observado cerca de 3,9% das amostras isoladas também como produtoras de ESBL
(Rossignol, 2017; Doi Y., 2013; Zavala, 2020). Em Malawi, foi realizado um estudo
demonstrando que 38% das espécies isoladas em ambientes comunitarios foram identificadas
como E. coli produtora de ESBL, sendo 29 de 39 amostras obtidas de swab retal e 4 de 8 de urina
(Onduru, 2021).

Raffelsberger e colaboradores (2023), demonstraram que na Noruega houve uma prevaléncia
de 3,3% de transporte gastrointestinal de E. coli produtoras de ESBL, em que as enzimas CTX-M

representaram 97% das responsaveis pelos genes descritos entre as amostras isoladas de
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portadores de ESBL. Foram descritos blacryi.is, blacrearis © blacryao; blagyy.,;, nas cepas
produtoras de ESBL sendo 3% j& portadores de ESBL e 1,7% amostras clinicas obtidas
(Raffelsberger, 2023). E notério que diversas condi¢des estdo associadas a disseminagio de
ESBL na comunidade, incluindo saneamento bdsico, higiene, consumo de antibidticos e o
controle insuficiente da prevengdo das infecgdes nas instituicdes de saude (de Lauzanne, 2022).
Oito comunidades africanas em Gana (2023) foram investigadas acerca da colonizacao intestinal
com Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de terceira gera¢do, 736 residentes foram
incluidos nesse estudo; destes 371 (50,4%) eram portadores de E. coli (362) e/ou K. pneumoniae
(9) resistentes a cefalosporinas de terceira geragdo. Além disso, grande parte das cepas de E. coli
eram produtoras de ESBL (94,9%), enquanto que de todos os produtores de CTX-M, 95,7% eram
blacry,.s (Obeng-Nkrumah, 2023). Além disso, a caracterizacdo de E. coli e K. pneumoniae
produtoras de ESBL coletadas durante o periodo de 2011 a 2014 em Ciudad Obregon, no
Meéxico, indicaram que as principais cepas de ESBL que foram detectadas nos espécimes clinicos
isolados possuiam blacry.y,. ;s € blag,y.;»,. (Miranda-Romero, 2017).

Apesar disso, no Brasil ainda sdo poucos os estudos que visem o ambito comunitario
relacionado a ESBL. Em 2021, no Rio de Janeiro, Tufic e colaboradores conduziram um estudo
abordando como viagens contribuem para a colonizagdo por bactérias produtoras de ESBL, em
que 9% dos viajantes estavam colonizados por Enterobacterales produtores de ESBL antes da
viagem (Tufic-Garutti, 2021). Um outro estudo em 2022, no Rio de Janeiro, conduzido por
Pinho Rodrigues e outros, abordou acerca da colonizagdo em ambientes comunitarios, e
observaram que 8% de todos os isolados estavam colonizados por E. coli produtora de ESBL (de

Pinho Rodrigues, 2022).
1.6 Disseminaciao de ESBL no ambiente

O despejo de residuos antimicrobianos em matrizes aquaticas t€ém contribuido para a
disseminagdo dos mecanismos de resisténcia, e varios paises descrevem a presenga de bactérias
resistentes em rios e efluentes (Dhanji et al., 2010; Fuentefria et al., 2010). A mobilizagdo dos
genes de resisténcia através de elementos genéticos moveis, como plasmideos, transposons e
integrons, tém intima associagdo com a ampla disseminagdo das betalactamases; facilitando a

troca genética entre diversas espécies bacterianas que, posteriormente, poderdo colonizar
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diferentes hospedeiros e ecossistemas e se disseminar por diferentes rotas (Weldhagen, 2004;
Silva & Lincopan, 2012).

Na China, Zhuang e colaboradores (2021) conduziram um estudo global abordando os
genes de resisténcia comumente encontrados em diferentes compartimentos ambientais. Nos
ambientes hospitalares, os genes de resisténcia a multidrogas, glicopeptideos e betalactamicos
(mecA, vanA, vanB e bla) foram amplamente descritos. Ja em fazendas, estagdes de tratamento de
aguas residuais (ETARs), agua e solo, os genes encontrados foram relacionados a resisténcia a
sulfonamida e tetraciclina (sul e tet) (Zhuang, 2021). Apesar disso, ja foram identificados genes
que conferem resisténcia aos betalactamicos em diferentes compartimentos, inclusive no Brasil,
por exemplo, em porcos (Literak et al., 2010), passaros selvagens (Silva et al., 2011), esgoto
(Chagas et al., 2011), rios ( Fontes et al., 2011; Oliveira ef al., 2014; de Araujo et al., 2016), dgua
potavel (Madec et al., 2016), residuos de frango (Botelho et al., 2015; Cardozo et al., 2021),
aguas costeiras de recreagdo (Montezzi et al., 2015; Paschoal et al., 2017), aguas residuais
hospitalares e urbanas (Zagui et al., 2020), primatas de vida livre (Zaniolo ef al., 2020) e aves

(Patricio et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que a resisténcia ¢ um fator complicador para o tratamento de infecgdes,
sobretudo em ambientes nosocomiais, mas também na comunidade; e que cepas resistentes ja
foram descritas em diversos compartimentos ambientais, como na esfera animal, tanto animais de
companhia quanto de criacdo e silvestres, produtos alimenticios, e solos e matrizes aquaticas; e
que as espécies pertencentes a ordem Enterobacterales possuem protagonismo neste cenario, €
que este estudo foi desenhado.

O protagonismo da ordem Enterobacterales, deve-se, em parte, a sua capacidade de
acumular mecanismos de resisténcia. Neste contexto, a resisténcia aos betalactimicos recebe
destaque, sobretudo pela produgdo de betalactamases, dentre elas, as ESBL. Entretanto, a
resisténcia a outras classes de antimicrobianos nao deve ser negligenciada. Como mencionado
anteriormente, as enterobactérias s30 microrganismos que ocasionam prejuizos socioecondmicos
relevantes, sendo fundamental a ado¢do de medidas mitigadoras para frear o avango da
resisténcia e seus agravantes. No entanto, pouco se sabe sobre os impactos dessa disseminacao de
cepas resistentes, tornando necessaria uma investigagdo mais aprofundada nesse cenario,
especialmente na regido metropolitana do Rio de Janeiro, onde poucos estudos abordam a
colonizagdo comunitaria. Essa pesquisa permitira saber quais espécies pertencentes a ordem
Enterobacterales sao comumente associadas a colonizagdo comunitaria de ESBL, bem como a
caracteriza-las fenotipica e genotipicamente. E, esse tipo de estudo pode contribuir para que haja
maior compreensao do fendmeno de resisténcia pela producdo de ESBL e, no futuro, apoiar

medidas para seu controle.
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3. OBJETIVOS

Caracterizar microbiologicamente cepas pertencentes a ordem Enterobacterales produtoras
de ESBL envolvidas na colonizagdo do trato gastrointestinal de individuos que buscam pronto

atendimento.
3.1 Etapas

e Formar uma cole¢do de amostras de Enterobacterales, e determinar o perfil fenotipico da

produgdo de ESBL;

e Caracterizar as amostras quanto aos genes ESBL relacionados os fenotipos observados

nas cepas obtidas no estudo;

e C(Caracterizar as amostras produtoras de ESBL quanto ao perfil de susceptibilidade a outras

classes de antimicrobianos de importancia clinica;

e Descrever os grupos filogenéticos das amostras identificadas como E. coli produtoras de

ESBL encontradas nos espécimes estudados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Amostras bacterianas

A colecdo bacteriana incluida no estudo foi oriunda de um estudo do grupo do
Laboratorio de Investigagdo em Microbiologia Médica (LIMM). Esse estudo foi realizado entre
novembro de 2021 e dezembro de 2022. Individuos sem histérico de internag¢ao nos ultimos seis
meses, ¢ que buscavam atendimento de emergéncia em dois hospitais — um publico e privado
— localizados na regido metropolitana do Rio de Janeiro, foram convidados a participar do
estudo. Esses voluntarios forneceram um swab retal auto coletado. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), conforme o Anexo I, sob o n® 46762621.2.0000.5455. Os
espécimes clinicos obtidos foram aplicados em agar TSA (do inglés, Trypticase Soy Agar) de
forma a formar um spot, para o controle da viabilidade celular do espécime clinico. Entdo, o swab
foi semeado em agar MacConkey acrescido de ceftriaxona (1,5pug/mL; MCRO) e a placa foi
incubada a 35 £+ 2 °C, durante 18-24 horas, em aerobiose. O crescimento observado foi replicado
em outras trés pressoes seletivas: cefepima (16pg/mL; CPM16), cefoxitina (32pg/mL; FOX32) e
imipenem (4pg/mL; IPM4), empregando a técnica replica plating. Como controle da técnica
foram utilizadas duas placas sem acréscimo de antimicrobiano. O presente estudo foi direcionado
para as amostras de Enterobacterales obtidas da pressdo seletiva CPM16. As culturas foram
inspecionadas e dois representantes de cada morfotipo foram subcultivados e submetidos as
andlises posteriores. As amostras bacterianas obtidas foram armazenadas em meio Skim Milk com

20% de glicerol a -20°C no LIMM.
4.2 Confirmacao da identificacdo das amostras

A identificagdo das amostras foi realizada por MALDI-TOF MS (do inglés,
Matrix-Assisted Laser Desorption/ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry), com o auxilio
do aparelho Microflex LT e o programa software Biotyper 3.0, mediante as instrucdes do
fabricante (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As amostras identificadas como pertencentes
a ordem Enterobacterales € com o score entre 2-3 seguiram para a detec¢do fenotipica da

producao de ESBL.
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4.3 Deteccio fenotipica da producido de ESBL

Para confirmagdo do fenotipo da producdo de ESBL das amostras de Enterobacterales
que foram recuperadas de CPM16, realizou-se o teste de disco-aproximagao. Para cada amostra
foi utilizada uma suspensdo de cultura recente apds crescimento por 18-24 horas a 35 + 2 °C,
em aerobiose em em 3 mL de solucdo salina (NaCl - 0,85%) padronizadas de acordo com o
padrdo 0,5 da escala McFarland, que corresponde a 1,5 x 10® unidades formadoras de colonias
(UFC)/mL. Com swabs estéreis, foi realizada a semeadura da suspensao, de forma confluente em
placas de Petri (90x15mm) contendo 20 mL de agar Mueller-Hinton. Em seguida, o disco de
amoxicilina/acido clavulanico (30/10 pg) foi disposto no centro da placa de Petri, e os discos de
aztreonam (30 pg), cefepima (30 pg), ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30 pg) e cefoxitina (30
ug) (todos Cefar, Sao Paulo, Brasil) foram dispostos a 25 mm de distancia do disco central. Em
seguida, houve a incubagdo da placaa 35 + 2 °C, durante 16-18 horas, em aerobiose.

As cepas que apresentaram zonas fantasmas ou distor¢des no padrao do crescimento
bacteriano na regido que entre o disco contendo o acido clavulanico e o substrato betalactdmico
foram consideradas produtoras de ESBL, a cefoxitina foi inserida também como marcador dessa
producao, visto que ESBL ndo hidrolisa esse antimicrobiano. As cepas E. coli ATCC 25922 e K.
pneumoniae ATCC 700603 foram usadas como controles negativo e positivo da producao de

ESBL, respectivamente (Jarlier et al., 1988).
4.4 Obtencao do DNA bacteriano

O DNA das amostras anteriormente identificadas e que apresentaram um fenotipo
sugestivo da producdo de ESBL foi extraido e utilizado como molde nas rea¢des de PCR (do
inglés Polymerase Chain Reaction) para amplificar o gene codificador da respectiva ESBL. Para
isso, as amostras em cultura fresca foram suspensas em agua destilada até¢ que a turbidez fosse
compativel com o padrao 0,5 da escala de McFarland. Essa suspensao foi adicionada a mistura da
PCR. A obtencdo do DNA foi possivel apés o aquecimento feito na primeira etapa da

termociclagem.
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4.5 Deteccio dos genes codificadores de ESBL.

Os genes codificadores de ESBL foram pesquisados por meio de PCR multiplex para os
genes blarpy, blagyy € blages € simplex para o gene blacrx.y dos grupos 1/2, 8 € 9. Uma reacao foi
realizada para a detec¢do das familias de genes codificadores das betalactamases bla gy, blagy €
blaggs; e a outra, para as variantes do gene codificador de ESBL: blacrx. (Montezzi, 2014).
Apo6s identificar o tipo de ESBL presente nas amostras testadas foi feita a confirmag¢ao do
resultado obtido para cada amostra, por meio de PCR simplex para cada gene positivo na PCR
multiplex. Os iniciadores, a termociclagem, os alvos e os tamanhos dos amplicons esperados
serdo descritos na Tabela 2. O volume final da reacao foi 10uL. Para cada amostra foram usados
SuL de GoTaq® G2 Green Master Mix (Promega®), 5 pmol de cada iniciador (0,5uL de solugdes
a 10pmol/uL) e 1uL de DNA e H,O livre de DNase. Os controles utilizados para a PCR
multiplex para os genes blarpy, blagyy € blagss foram as cepas bacterianas de Enterobacter
cloacae complex 998 (amostra 30) e Enterobacter asburiae (amostra 18), respectivamente. Como
controles para os genes blacrx.y, as cepas utilizadas foram E. coli f609 (amostra 10) para blacrx.m
do grupo 1/2, {87 (amostra 3) para blacrx. do grupo 8 e Enterobacter cloacae complex 998 para

blacrx. do grupo 9 (Botelho, 2012).



Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores para a detec¢do de genes envolvidos na producdo de ESBL.
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Tamanho do

Iniciadores Sequéncia 5'-3' produto (pb) Alvo Condicdes de ciclagem Referéncia
Single
mCTX 1/2-F ATGTGCAGYACCAGTAA s12 blaCTX-M
- le2
mCTX 1/2-R CGCTGCCGGTTTTATCSCCC grupo Desnaturagio inicial: 94°C/3’
mCTX 8-F AACRCRCAGACGCTCTAC 333 blaCTX-M 35 ciclos de 94°C/30” - Adaptado de
mCTX 8-R TCGAGCCGGAASGTGTYAT grupo 8 51°C/17 - 72°C/2” - Montezzi, 2014
mCTX 14-F  GGTGACAAAGAGARTGCAACGGAT 76 blaCTX-M Extensao final: 72°C/5
mCTX 14-R TTACAGCCCTTCGGCGATGA grupo 9
Multiplex
mTEM-F CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG
650 blaTEM o
mTEM-R AACCAGCCAGCCWGAAGG Desnaturagao inicial:
mGES-F AACCAGCCAGCCWGAAGG 95°C/10 30 ciclos de Montezzi
750 blaGES 95°C/30” - 2014 ’
mGES-R CCGTGCTCAGGATGAGTTG 56°C/30” - 72 0C/45” -
mSHV-F CTTGACCGCTGGGAAACGG Extensdo final: 72°C/10’
200 blaSHV
mSHV-R AGCACGGAGCGGATCAACGG

pb - pares de base
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4.6 Tipificacdo quanto ao grupo filogenético

A tipificagdo das amostras identificadas como E. coli foi realizada através de PCR
multiplex para os genes arpA, chuA, yjaA e tspE4.C2. Os iniciadores, a termociclagem, os alvos
e os tamanhos dos amplicons esperados estdo descritos na Tabela 3. O volume final da reacao foi
de 10uL e para cada amostra foram utilizados SuL de GoTaq® G2 Green Master Mix
(Promega®), 0,5uL de cada iniciador (20pmol/uL) e 1uL de DNA. O controle utilizado para a
PCR multiplex para os genes ja citados foi E. coli ATCC 25922. Realizamos esta tipificagdo com
o intuito de diminuir a quantidade de amostras identificadas como E. coli, visto que poderia haver
a presenga de clones em um mesmo individuo.

A eletroforese da amplificacao dos produtos dessa PCR foi realizada conforme descrito no
item 4.9, em um gel preparado a 2%. A interpretagdo do resultado foi feita a partir do gendtipo
quadruplo correspondente aos quatro genes em cada amostra testada, e assim, foi atribuido um
filogrupo pela marcagdo de auséncia ou presenca dos genes na seguinte ordem: arpA, chuA, yjaA

e TspE4.C2, conforme descrito no Tabela 4 (Clermont et al., 2000, 2004, 2013).
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Tabela 3- Lista de genes utilizados para a tipificagdo quanto ao grupo filogenético

Tamanho do

Iniciadores Sequéncia 5'-3' produto (pb) Alvo Condigdes de ciclagem Referéncia
Multiplex
chuA.1b! ATGGTACCGGACGAACCAAC
X 288 chuAd
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA Desnaturacdio inicial: 94°C/4’
yjaA.1b! CAAACGTGAAGTGTCAGGAG o1 i 30 ciclos de 94°C/5” - Clermont, 2013';
yjaA.2b! AATGCGTTCCTCAACCTGTG 7 59°C/20” - 2000%; 2004
TspE4.C2.1b! CACTATTCGTAAGGTCATCC Extensdo final: 72°C/5
152 TspE4.C2
TspE4.C2.2b? AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f! AACGCTATTCGCCAGCTTGC
400 ArpA
ArpA.l1r3 TCTCCCCATACCGTACGCTA

pb - pares de bases
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Tabela 4- Interpretacdo do resultado para determinacdo do grupo filogenético de E. coli

(Adaptado de Clermont, 2013)

arpA chuA yjaA IspE4.C2 Filogrupo

+ + + + U

+ + + - E ou Clado I
+ + - + DouE

+ + - - DouE

+ - + + U

+ - + - AouC

+ - - + B1

+ - - - A

- + + + B2

- + + - B2

- + - + B2

_ + - - F

- - + + U

- - + - CladoI oull
- - - + U

- - - - U

4.7 Selecao das amostras de E. coli para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A selecdo das cepas de E. coli para realizagdo do teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos foi realizada mediante a andlise do perfil genotipico de genes codificadores de
ESBL em conjunto com a tipificagdo quanto ao grupo filogenético de cada amostra oriunda de

cada individuo incluido no estudo.
4.8 Eletroforese

Os produtos amplificados nas PCRs realizadas foram observados por meio de eletroforese

em gel de agarose (Kasvi, Espanha) a 1,5%, em uma cuba horizontal, em 100 volts no periodo de
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45 a 100 minutos, contendo o tampao tris-borato EDTA (TBE) 0,5X, corado com brometo de
etidio (0,5%) (Sigma, St Louis, EUA) e posteriormente, revelados com o auxilio da luz UV
(ultravioleta) do ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo, Brasil). O

controle do tamanho molecular utilizado foi um marcador de 100pb (Sinapse, EUA).
4.9 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA)

O antibiograma das amostras foi realizado e interpretado de acordo com as
recomendagdes do CLSI (2023), pelo método de disco difusdo. Para esse teste, foram preparadas
suspensdes das culturas puras recentes de cada amostra em 3 mL de soluc¢do salina (NaCl -
0,85%) (Isofar, Brasil) de turbidez compativel com o padrao 0,5 da escala de McFarland (1,5 x
10 UFC/mL). Essa suspensdo foi inoculada em placa de Petri (140x15mm) contendo 55 mL de
agar Mueller-Hinton de forma a obter crescimento confluente. Em até 15 minutos apds a
semeadura os discos foram alocados na superficie do meio semeado. Os controles usados no teste
foram as cepas de E.coli ATCC 25922 e de P. aeruginosa ATCC 27853. Os discos testados
(Cefar) foram: acido nalidixico (30pg), amicacina (30pg), ampicilina (10pg), ciprofloxacina
(5png), cloranfenicol (30pg), ertapenem (10pg), fosfomicina (50ug), gentamicina (10pg),
meropenem (10pg), nitrofurantoina (300pg), sulfametoxazol/trimetoprim (23,75/1,25ug) e
tetraciclina (30pug). As placas foram incubadas a 35 + 2°C, durante o periodo de 16-18 horas em
aerobiose. Para a espécie E. coli, os discos utilizados foram os mesmos, exceto pela substituicao
de tetraciclina (30ug) por tigeciclina (15pug), e interpretacdo do resultado de acordo com as

recomendagdes do BrCAST (2023) para o disco substituido.
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5. RESULTADOS
5.1 Amostras bacterianas e confirmacao da identificacao das amostras

No estudo foram incluidos 228 individuos. 104 swabs retais apresentaram crescimento na
pressdo seletiva inicial por ceftriaxona. Apoés a realizacdo do replica plating, 85 swabs
continuaram apresentando crescimento na pressao seletiva CPM16, e foram recuperadas 289
cepas. Destas, 195 foram pertencentes a ordem Enterobacterales, sendo 147 E. coli oriundas de
42 individuos, 15 K. pneumoniae oriundas de sete individuos, 15 H. alvei oriundas de quatro
individuos, quatro P. stuartii de um individuo, quatro Enterobacter cloacae de trés individuos,
trés Enterobacter bugandensis de um individuo, duas Kluyvera ascorbata de um individuo, duas
Morganella morganii de um individuo, dois Citrobacter freundii de um individuo e uma K.
aerogenes de um individuo. Além disso, 94 amostras que foram recuperadas da pressao seletiva
citada, foram identificadas como nao pertencentes a ordem Enterobacterales, sendo trés
Achromobacter insolitus de um individuo, um Achromobacter mucicolens de um individuo, dois
Achromobacter xylosoxidans de dois individuos, 12 Acinetobacter baumannii de trés individuos,
seis Acinetobacter haemolyticus de tr€s individuos, dois Acinetobacter johnsonii de dois
individuos, oito Acinetobacter nosocomialis de um individuo, cinco Acinetobacter pittii de dois
individuos, seis Acinetobacter soli de um individuo, um Ochrobactrum anthropi de um individuo,
quatro Ochrobactrum intermedium de dois individuos, 27 Pseudomonas aeruginosa de 11
individuos, uma Pseudomonas alcaliphila de um individuo, uma Pseudomonas fluorescens de um
individuo, duas Pseudomonas guariconensis de um individuo, cinco Pseudomonas putida de

quatro individuos e sete Stenotrophomonas maltophilia de cinco individuos.
5.2 Deteccao fenotipica da producio de ESBL

Foi realizado o teste fenotipico para as 195 cepas da ordem Enterobacterales que foram
recuperadas na cultura sob pressdo seletiva por cefepima. Desta coleg¢do, 161 cepas isoladas de 47
voluntarios apresentaram fenotipo positivo para a producdo de ESBL, representando uma
prevaléncia de 20,6% na populagdo estudada. A producao de ESBL foi observada com maior
frequéncia na espécie E. coli (140, 87%), seguida por K. pneumoniae (14, 8,7%), P. stuartii (4,
2,48%), C. freundii (2, 1,24%) e H. alvei (1, 0,62%).
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5.3 Deteccao dos genes codificadores de ESBL

Todas as amostras com fenétipo positivo para a produgdo de ESBL apresentaram a
amplificacdo de um ou mais genes codificadores dessas enzimas, com exce¢do de uma amostra
de E. coli de um individuo que, apesar do fendtipo positivo, ndo foi detectado nenhum gene
codificador de ESBL entre os testados.

O gene codificador de ESBL observado na coleg¢do estudada com maior frequéncia foi
blacrx, (150, 93,1%), blacrxvg (47, 29,2%) € blacrxas(37, 23%). Foram encontrados 17 perfis,
conforme a Tabela 5, considerando os genes codificadores de ESBL identificados. Na maioria
das cepas que apresentaram o fenotipo de ESBL foi amplificado um gene que necessariamente
esta relacionado com esse fenotipo, exceto, nos casos em que houve amplificagdo de blagy €

blagy visto que os amplicons ndo foram sequenciados.



Tabela 5 - Perfil genotipico de Enterobacterales recuperadas em CPM16 e positivas no teste fenotipico
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Perfil Individuo (niimero de amostras)

Genes codificadores de ESBL

Espécies bacterianas

1
2
3

N N L A B

0

10
11
11

12

13

13
14
15
15

T3 (1)
T3 (1); T23 (1); (1); CP126 (2)
©); (2); CP027 (1); CP174 (4)
T2 (1); T18 (1); 19 (2); T11 (3); CP042 (1); CP0O53 (1);
CP095 (2); CP097 (1); CP113 (1); (1)
T19 (2)
CP038 (2)
T21 (2)
CHO16 (1)
(3)
(5); T11 (2); (2); CP027 (3); CP040 (1); CP053
(2); CP099 (1); CP113 (2); (3); CP161 (2)
T19 (1)
“
CP038 (2)
(1)
CP126 (2); CHO16 (1)
(1); CPO11 (4); CP027 (1); CP029 (1); CP170 (6);
CP177 (2); CP186 (2)

T16 (2); T18 (1); T21 (2); T29 (4); CP026 (4); CP047 (2);
CP043 (1); CP040 (1); CP058 (1); (1); )
CP167 (2)
CP143 (1)

1)
T19 (1)

blagyy, blargy, blacrxwi ke © blacTxovs tike
blagyy, blarpy, blacrx 2 ike
blarem, blacrxin € blacrxwo ke

blargw, blactxin ke © blacrxs ke

blarem, blacrxanike € blacrxovs ik
blagyy, blacrxwmniike € blacrxv tike
blagyy, blacrxminiike € Dlacrxws tike
blagyy, blacrxwin ke € blacrxus ke

blacrxmi ke Dlacrxvs tike € Dlacrxmo tike

blargy € blacrxi vike

blarey € blacrxwin ke
blargy € blacrx.o ke
blagyy € blacrx v ke
blagyy € blacrxv ke
blagyy € blacrxw s ke

blacrxmin ke € blacrsvo ke

blacrswiz iike € blacrxms ke

blacrxwi ke © blactxs ke
blag,y
blargy
blargy

K. pneumoniae (1)
K. pneumoniae (5)
E. coli (9)

E. coli (14)

P. stuartii (2)

K. pneumoniae (2)
E. coli (2)

K. pneumoniae (1)
E. coli (3)

E. coli (23)

P, stuartii (1)

E. coli (4)

K. pneumoniae (2)
E. coli (1)

K. pneumoniae (3)

E. coli (17)

E. coli (20)

C. freundii (2)
Hafnia alvei (1)
E. coli (1)

P, stuartii (1)
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Perfil Individuo (nimero de amostras) Genes codificadores de ESBL Espécies bacterianas
16 CP043 (1) blacrxs ke E. coli (1)

T3 (2); CHO003 (2); CPO11 (1); CP029 (3); CP036 (6); CP040
17 (1); CP042 (1); CP049 (2); CP065 (7); CP088 (3); CP113 blacrxa ke E. coli (44)

(2); (5); CP152 (4); CP158 (2); (1); CP163 (2)

Individuos que apresentaram amostras com mais de um perfil foram sinalizados com cores correspondentes;
Individuos que apresentaram amostras com apenas um perfil permaneceram em preto.
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5.4 Grupo filogenético

Todas as amostras obtidas da pressao seletiva CPM16 e identificadas como E. coli foram
classificadas quanto ao grupo filogenético. Foi possivel observar que, dentre as amostras
positivas para ESBL, a maioria das amostras foram categorizadas como pertencente ao filogrupo
A ou C, seguido dos filogrupos F, D ou E, B1, B2, A, Clado I ou I, E ou Clado I e U. Dentre as
amostras que apresentaram fenotipo negativo para a producao de ESBL, os filogrupos observados

foram A ou C e B2. As quantidades de cada grupo sdo descritas na Tabela 6.

Tabela 6- Caracterizacao dos grupos filogenéticos das amostras de E. coli

Grupo Filogenético Numero de amostras (%)

Amostras produtoras de ESBL

AouC 32 (22,85)
F 27 (19,28)
DouE 26 (18,57)
B1 19 (13,57)
B2 15 (10,71)
A 14 (10)
Clado I ou Il 4 (2,86)
E ou Clado I 2(1,43)
U 2(1,43)
Amostras nao produtoras de ESBL
AouC 2(33,3)
B2 4 (66,6)

5.5 Selecao das amostras de E. coli para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Ap6s a realizacdo da pesquisa dos genes envolvidos com a producdo de ESBL e

determinacdo dos grupos filogenéticos, 82 amostras foram selecionadas entre as 140 amostras
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identificadas como E. coli para a investigagdo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos,

conforme descrito no ANEXO II.
5.6 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foi realizado o teste de susceptibilidade para 103 amostras com fen6tipo positivo para a
producdao de ESBL, e foram observados 69 perfis de resisténcia ou suscetibilidade reduzida aos
antimicrobianos testados (Tabela 7). A maior frequéncia de resisténcia foi observada para o
antimicrobiano ampicilina (100%), seguido por ceftriaxona (95,1%), cefotaxima (83,5%),
(78,6%), acido nalidixico (69%), (60,1%),

sulfametoxazol+trimetoprima (57,2%), cefepima (49,5%), gentamicina (33%), amoxicilina/acido

ciprofloxacina aztreonam

clavulanico (23,3%), cloranfenicol (18,4%), nitrofurantoina (16,5%), tetraciclina (12,62%),
fosfomicina (6,79%), cefoxitina (6,79%), ertapenem (0,97%) e tigeciclina (0,97%).

Tabela 7- Perfil de resisténcia ou susceptibilidade reduzida das amostras recuperadas em CPM16

Caédigo Perfil de resisténcia

Amostra(s)/Individuo(s)

AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, SUT, TET, CIP, NAL, NIT, AMP ACP233, ACP234, ACP235/CP126

2 AMC, CTX, CPM, CRO, GEN, SUT, TET, CIP, NAL, CLO, NIT, AMP CPN148/

3 AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP30/ ; ACP288/CP158
4 AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, SUT, CIP, NIT, ETP, AMP CPN175/T23

5 CTX, CPM, ATM, CRO, SUT, TET, CIP, NAL, CLO, NIT, AMP ACP46/

6 AMC, CTX, FOX, CPM, ATM, CRO, FOS, CIP, NAL, CLO, AMP ACP287/CP158

7 AMC, CTX, ATM, CRO, FOS, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP41/CP027

8 AMC, CTX, CPM, CRO, GEN, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP204/CP095

9 AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, SUT, TET, CIP, NAL, AMP CPN120/T16

10 CTX, CPM, ATM, CRO, FOS, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP43, ACP44/CP027
11 CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, SUT, TET, CIP, NAL, AMP ACP232/CP126

12 CTX, CPM, ATM, CRO, SUT, CIP, NAL, CLO, NIT, AMP ACP285/

13 AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, CIP, NAL , AMP CHNI1/T2

14 CTX, ATM, CRO, FOS, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP40/CP027

15 CTX, CPM, ATM, CRO, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP282/

16 AMC, CTX, FOX, SUT, TET, CIP, NAL, NIT, AMP CHN21/

17 AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, SUT, CIP, NAL, AMP ACP302/CP161
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Codigo Perfil de resisténcia Amostra(s)/Individuo(s)
18 AMP ,CTX, ATM, CRO, SUT, CIP, NAL, NIT, AMP ACP405/CP186
1 CTX. CPM. ATM. CRO, GEN. SUT. CIP. NAL, AMP CHN 51,CHNS55,CHN56/ T9; CHN226/T11; ACP195,
ACP196/CH003; ACP 31/
20 CTX, CRO, GEN, SUT, CIP, NAL, CLO, AMP ACP145/CP042
21 CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, SUT, CLO, AMP ACP150/
22 CTX, ATM, CRO, GEN, SUT, CIP, NAL, AMP ACP194/CP088
23 CTX, CPM, CRO, SUT, TET, CIP, NAL, AMP CPN119/T16
24 CTX, FOX, CPM, ATM, CRO, SUT, CIP, AMP ACP328/CHO016
25 CTX, CPM, ATM, GEN, SUT, CIP, NAL, AMP CHN62/T11
26 CTX, CRO, GEN, SUT, TET, CIP, NIT, AMP ACP124, ACP129, ACP130, ACP132/CP038
27 CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, CIP, NAL, AMP ACP45, ACP47/
28 CTX, ATM, CRO, SUT, CIP, CLO, NIT, AMP ACP329/CHO16
29 AMC, CTX, CPM, ATM, CRO, NAL, AMP CHN167/T21
30 CTX, CPM, CRO, TGC, CIP, NAL, AMP CPN143/T18
31 CTX, ATM, CRO, FOS, CIP, NAL, AMP CHN22/
32 CTX, CPM, ATM, CRO, CIP, NAL, AMP ACP137/CP036; ACP184/CP065; ACP213/CP119
33 CTX, ATM, CRO, SUT, CIP, NAL, AMP ACP4/ ; ACP357/
34 CTX, CRO, SUT, CIP, NAL, NIT, AMP ACP100/
35 CTX, CRO, GEN, SUT, CIP, NAL, AMP ACP347/CP174
36 AMC, CTX, CPM, CRO, SUT, CIP, NAL ACP349/CP177
37 AMC, CTX, ATM, CRO, CIP, NAL, AMP ACP207/CP099
38 AMC, FOX, SUT, CIP, NAL, NIT, AMP CHN20/
39 CTX, CPM, ATM, CRO, GEN, CIP, AMP ACP216/CP119
40 CTX, CRO, GEN, CIP, NAL, AMP CHN2/T2
41 CTX, CRO, SUT, CIP, NAL, AMP ACP105, ACP143/CP040; ACP330/ ; ACP199/CP088
ACP55, ACP71/CP029; ACP147/CP042; ACP109/CP043;
2 CTX, ATM, CRO, CIP, NAL, AMP ACP152/CPOSS
43 CTX, CPM, ATM, CRO, CIP, AMP ACP214/CP119
44 CTX, CPM, ATM, CRO, SUT, AMP ACP208/
45 CTX, CRO, GEN, SUT, CLO, AMP ACPI151/
46 CTX, CPM, ATM, CRO, NAL, AMP CHNI168/T21
47 CTX, ATM, SUT, CIP, NAL, AMP ACP3/
48 AMP, CTX, CPM, ATM, CRO, FOS ACP317/CP163
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Codigo Perfil de resisténcia Amostra(s)/Individuo(s)
49 CTX, CRO, GEN, CIP, NAL, AMP CPN141, CPN142/T18
50 GEN, SUT, CIP, NAL, NIT, AMP CHNS57/
51 CTX, CPM, ATM, CRO, CLO, AMP CHN204, CHN205/T29
52 CTX, CPM, CRO, CIP, NAL, AMP CPN149/T19
53 CTX, CPM, SUT, CLO, AMP ACP36/CP036
54 CTX, CRO, SUT, NAL, AMP ACP99/CP049; ACP182/CP065
55 CTX, CRO, CIP, NAL, AMP CHN61,CHN64/T11; ACP108/CP043
56 CTX, CRO, SUT, CIP, AMP ACP127/CP036
57 AMC, CTX, CRO, CIP, AMP ACP295/CP160
58 CTX, CPM, ATM, CRO, AMP ACP206/CP097
59 AMC, CTX, CRO, SUT, AMP ACP313/CP167
60 CTX, ATM, CRO, NAL, AMP ACP56/CP029
61 CTX, ATM, CRO, SUT, AMP ACP209/
62 CTX, CRO, CIP, AMP ACP293, ACP305/CP160; ACP323/CP165
63 AMC, CTX, CPM, CRO CPN135%, CPN136*/
64 CTX, CRO, NAL, AMP CHN171/T21
65 CTX, CRO, SUT, AMP ACP211/
66 CIP, NAL, AMP CHN106, CHN108/T14
67 CTX, CIP, AMP ACP324/CP165
68 CTX, CRO, AMP ACP144/CP040; ACP106/CP047
69 AMC, AMP ACP260/CP143

*amostras que perderam a viabilidade e foram testadas apenas para os discos do teste fenotipico (AMC, ATM, CPM,
CTX e CRO).

AMC - amoxicilina/acido clavulanico, CRO- ceftriaxona, CTX- cefotaxima, CIP- ciprofloxacina, NAL- acido
nalidixico, ATM- aztreonam, SUT- sulfametoxazol+trimetoprima, CPM- cefepima, GEN- gentamicina, CLO-
cloranfenicol, NIT- nitrofurantoina, TET- tetraciclina, FOX- cefoxitina, ETP- ertapenem e TGC- tigeciclina.

5.7 Panorama geral da coloniza¢io nos voluntarios investigados

Identificamos a presenca de diferentes perfis genotipicos e de susceptibilidade para as
cepas isoladas de cada individuo estudado. Foi possivel observar também que os individuos T3 e
CPO19 apresentaram mais de uma espécie bacteriana, e consequentemente, mais de um perfil

genotipico quanto aos genes codificadores de ESBL quanto a susceptibilidade aos



como E. coli, como descrito na Tabela 8.

Tabela 8- Panorama geral da colonizacdo dos individuos incluidos no estudo

Individuo

T2

T3

T9
T11
T14
T16
T18
T19
T21
T23
T29
CPO11

CP019

CP026
CP027
CP029
CP049
CP047
CP043
CP038
CP036
CP042
CP053
CPO058

Espécies isoladas
E. coli (2)
E. coli (2);

K. pneumoniae (2)
E. coli (4)
E. coli (4)
E. coli (2)

Citrobacter freundii (2)

E. coli (3)

Providencia stuartii (4)

E. coli (3)
K. pneumoniae (1)
E. coli (2)
E. coli (2)
E. coli (4)

K. pneumoniae (1)
E. coli (1)

E. coli (4)

E. coli (3)

E. coli (2)

E. coli (1)
E. coli (2)

K. pneumoniae (4)
E. coli (2)
E. coli (2)
E. coli (2)
E. coli (1)

Perfil de enzimas codificadas pelos genes bla
TEM (2); CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (2)
CTX-M-1/2 (2)

SHV (2); TEM (2); CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (1)
TEM (4); CTX-M-1/2 (4); CTX-M-8 (1); CTX-M-9 (2)
TEM(4); CTX-M-1/2 (4); CTX-M-8 (2)
CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (1); CTX-M-9 (2)
CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (2)

TEM (1); SHV (1); CTX-M-1/2 (3); CTX-M-8 (2)
TEM (4); CTX-M-1/2 (3); CTX-M-8 (2)

SHV (1); CTX-M-1/2 (3); CTX-M-8 (3)

SHV (1); TEM (1); CTX-M-1/2 (1)
CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (2)
CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (2)

TEM (4); CTX-M-1/2 (3); CTX-M-9 (3)

SHV (1); TEM (1); CTX-M-1/2 (1)
CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (1)
TEM (3); CTX-M-1/2 (4); CTX-M-9 (2)
CTX-M-1/2 (3); CTX-M-9 (1)
CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (2)
CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (1)
CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (2)
SHV (4); CTX-M-1/2 (2); CTX-M-9 (4)
CTX-M-1/2 (2)

TEM (1); CTX-M-1/2 (2); CTX-M8 (1)
TEM (2); CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (2)
CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (1)

32

antimicrobianos de importancia clinica e grupo filogenético em relagdo as amostras identificadas

Cédigo do perfil de resisténcia

13; 40
31
16; 38
19; 50
19; 25; 55
66
9; 23
30; 49
2;52;63
29; 46; 64
4
51
33; 47
19; 27

53
75105 14
42; 60
34; 54
68
42; 55
26
32; 56
20; 42
21; 45
42
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Individuo Espécies isoladas Perfil de enzimas codificadas pelos genes bla Cédigo do perfil de resisténcia
CP065 E. coli (2) CTX-M-1/2 (2) 32;54
CPO088 E. coli (2) CTX-M-1/2 (1) 22; 41
CHO003 E. coli (2) CTX-M-1/2 (2) 19
CP095 E. coli (1) TEM (1); CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (1) 8
CP097 E. coli (1) TEM (1); CTX-M-1/2 (1); CTX-M-8 (1) 58
CP119 E. coli (3) CTX-M-1/2 (3); CTX-M-8 (1) 32;43
CP126 K. pneumoniae (4) SHV (4); TEM (2); CTX-M-1/2 (4) 1; 11
CP143 Hafnia alvei (1) SVH (1) 69
CP152 E. coli (2) CTX-M-1/2 (2) 12515
CP158 E. coli (2) CTX-M-1/2 (2) 3;6
CP160 E. coli (3) TEM (2); CTX-M-1/2 (2) 57; 62
CP161 E. coli (1) TEM (1); CTX-M-1/2 (1) 17
CP165 E. coli (2) TEM (1); CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (2) 62; 67
CHO16 K. pneumoniae (2) SHV (2); CTX-M-1/2 (2); CTX-M-8 (1) 24; 28
CP174 E. coli (1) TEM (1); CTX-M-1/2 (1); CTX-M-9 (1) 35
CP177 E. coli (1) CTX-M-1/2 (1) 36
CP170 E. coli (2) CTX-M-1/2 (2); CTX-M-9 (2) 33; 41
CP186 E. coli (1) CTX-M-1/2 (1); CTX-M-9 (1) 18

* o perfil de resisténcia estd descrito na Tabela 6.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho identificamos uma prevaléncia de 20,6% de Enterobacterales produtores
de ESBL colonizando o trato gastrointestinal de individuos sem histérico recente de internagao.
E. coli foi a espécie encontrada produzindo ESBL com maior frequéncia, mas outras espécies
foram identificadas com esse fenotipo. Observamos uma diversidade em relacdo aos genes
envolvidos, porém com importancia maior para blacrxi,; € as amostras estudadas mostraram
perfis de resisténcia a outras classes de antimicrobianos, ndo apenas aos betalactamicos.

A prevaléncia observada para a produgdo de ESBL em amostras de colonizacao
comunitaria no nosso estudo foi maior do que o que ja foi relatado no Rio de Janeiro. Tufic e
colaboradores (2021) encontraram prevaléncia de 9% quanto a colonizagdo do trato
gastrintestinal; ¢ em outro estudo, Pinho Rodrigues e colaboradores (2022) observaram que entre
2014-2016, os 6% das amostras isoladas de colonizagdo foram E. coli produtoras de ESBL, e de
2017-2019, foram 10% das amostras isoladas. E comparando com o presente trabalho,
observamos a prevaléncia de 18% das amostras isoladas como E. coli. Tamanha diferenca pode
ter diferentes causas: i) a coleta no pds pandemia no nosso caso, ao passo que os estudos citados
envolveram coletas antes do periodo pandémico; ii) a diferen¢a na metodologia empregada para o
processamento das amostras; e iii) o fato da populagdo estudada no presente trabalho ndo ser
saudavel, diferente do estudo Tufic (2021) com viajantes e de Pinho (2022) de pessoas em
consultas de rotina na clinica da familia; iv) A presenca de clones dentre as cepas de E. coli pode
ser um fator que corrobora com a maior incidéncia de ESBL.

Na Italia, foi estudado que pacientes internados de agosto de 2019 a marco de 2021
apresentaram que isolados de E. coli produtores de ESBL associados a infec¢des aumentaram de
9% para 11,5% pré e pos-pandemia, respectivamente (Shbaklo et al., 2022). A pandemia de
COVID-19 pode ter impulsionado a prevaléncia de bactérias multirresistentes na comunidade por
causa da grande quantidade de antimicrobianos que foram utilizados neste periodo, um estudo
realizado aqui no Brasil mostra que entre janeiro de 2014 e julho de 2021, azitromicina,
amoxicilina e cefalexina representaram 67% das vendas das farmacias e drogarias (Del Fiol,
2022). O aumento da resisténcia no periodo pandémico foi observado em hospitais brasileiros
(Massarine et al., 2023; Mesquita et al., 2023), mas, sugere ser a primeira vez que € visto na

comunidade no Brasil.
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A abordagem que empregamos no processamento, a técnica de replica plating permite a
analise de muitas colonias de uma tunica vez, e isso pode estar associado ao fato de termos
encontrado outros microrganismos além de E. coli, apesar dessa espécie ter sido mais numerosa
entre os produtores de ESBL. Os dados do presente trabalho demonstraram que 104 swabs retais
apresentaram crescimento na pressao seletiva inicial em ceftriaxona, no entanto, quando
replicados em cefepima, foi possivel observar uma redugdo para 85 swabs com crescimento
positivo; representando, ainda, um elevado numero de swabs com cepas capazes de crescer em
ambas as pressoes seletivas empregadas. O uso da ceftriaxona permitiu selecionar as espécies de
Enterobacterales que apresentavam diferentes mecanismos de resisténcia as cefalosporinas de
espectro estendido como as ESBL, AmpC e carbapenemases, além de outros mecanismos, como
a superexpressdo de bombas de efluxo (Ayele et al., 2018). Além disso, a utilizagdo da cefepima
foi essencial para a triagem das amostras produtoras de ESBL, visto que cepas produtoras deste
mecanismo sdao capazes de crescer na presenga deste antimicrobiano, enquanto as cepas
produtoras apenas de AmpC geralmente ndo apresentam éxito quando cultivadas na presenca de
cefepima (Jacoby, 2009). Sendo assim, na vigéncia de cefepima foi possivel a recuperagado de E.
coli, K. pneumoniae, C. freundii, P. stuartii ¢ H. alvei, E. cloacae, E. bugandensis, K. ascorbata,
M. morganii e K. aerogenes; todas confirmadas para a produ¢do de ESBL no teste fenotipico.
Comumente os trabalhos que avaliam a resisténcia mediada por ESBL utilizam cefalosporinas de
terceira geragdo como pressao seletiva (Luvsansharav et al., 2011; Sasaki et al., 2010; Ulstad et
al., 2016), mesmo quando em meios comerciais (Birgy et al., 2012; Farra et al., 2016; Liu et al.,
2022; Ostholm-Balkhed et al., 2013; Vilar et al., 2013). Portanto, a utilizagdo dessas duas
pressdes seletivas subsequentes podem representar uma alta confiabilidade na triagem de ESBL
do presente estudo.

Nao podemos deixar de considerar que a maior prevaléncia encontrada pode ser resultado
da populacao estudada. Tratam-se de pessoas que buscavam pronto atendimento e, portanto, nao
podem ser consideradas saudaveis. Embora ndo tenhamos a informagao sobre o problema que fez
com que essas pessoas buscassem atendimento, ndo podemos afastar a possibilidade da
ocorréncia de doengas que envolvam disbioses e medicagdo, no geral, por antimicrobianos

(Huang et al., 2020).
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Quanto aos genes codificadores de ESBL, o tipo mais encontrado foi blacrxy, 0 que
corrobora com a literatura, uma vez que a disseminagdo de CTX-M ¢ bastante descrita no ambito
intra e extra-hospitalar (Fontes et al., 2011; Montezzi et al., 2015; Chagas et al., 2011). No
Brasil, os genes codificadores de ESBL mais descritos em isolados de humanos em ambientes
hospitalares e comunitarios sao blacrx., € blacrxais, €specialmente na regido Sudeste, além de
blacrxm.s (Rocha et al., 2016). Nossos achados, portanto, corroboram a literatura, e sugerem que
esses sdo os determinantes também mais frequentes na colonizagdo comunitaria. E importante
ressaltar que no nosso estudo encontramos 17 perfis genotipicos, ou seja, diferentes combinagdes
da ocorréncia dos genes codificadores de ESBL. Isso pode ser explicado pela capacidade desses
microrganismos transferirem seus genes horizontalmente entre cepas da mesma espécie ou entre
espécies distintas, podendo levar ao acumulo desses genes e elementos genéticos moveis e,
consequentemente, codificar diferentes mecanismos de resisténcia (Serna, 2022). Porém, na
nossa colegdo tivemos uma amostra que apresentou fenotipo positivo e nao houve detecgcdo de
nenhum gene codificador de ESBL dentre os testados e isso pode ser explicado pela presenca
alguma outra variante de ESBL que ndo testamos e que ja foi descrita mas, existe a possibilidade
de ser alguma nova variante e portanto merece maior investigagao.

Quatro amostras de E. coli cresceram na vigéncia de cefepima, mas ndo apresentaram
fendtipo positivo quanto a producdo de ESBL. Para tentar explicar esse crescimento, avaliamos a
producao de carbapenemase, por meio do eCIM (dados ndo mostrados), e observamos que essas
amostras eram produtoras de MBL. Além disso, duas amostras de E. coli negativas no teste
fenotipico se mostraram resistentes a cefoxitina, inserida como marcador no teste de
disco-aproximacao para a deteccdo de ESBL e observamos que essas amostras sao produtoras de
AmpC. Porém, para as outras 28 amostras negativas no teste fenotipico nao conseguimos explicar
qual o mecanismo de resistEncia que pode estar presente; Apesar dessas excegdes e limitagdes
citadas, houve éxito na sele¢do dos microrganismos de nosso interesse, inclusive isolamos
Enterobacterales nao E. coli produtoras de ESBL, como observado no estudo realizado na
Etiopia, 17% dos isolados foram K. pneumoniae produtor de ESBL (Tola ef al., 2021).

Quanto ao grupo filogenético para observarmos a possivel presenca de clones entre as
cepas de E. coli, foi visto que a maioria das amostras de E. coli foram classificadas como

pertencentes ao filogrupo A ou C, seguido do filogrupo F, porém em outros estudos o filogrupo A
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ou C ¢ bastante evidenciado dentre as amostras, mas o filogrupo F ndo ¢ tdo evidenciado (Vading
et al., 2016). Em outros estudos, os filogrupos B2 e D foram encontrados especialmente em cepas
de E. coli patogénicas e que causam infecgOes extraintestinais, enquanto as cepas comensais
pertencem aos filogrupos A e Bl1, implicando que as cepas menos virulentas sdo colonizadores
comuns entre os individuos incluidos no presente estudo (Vading et al., 2016; Picard et al., 1999).

Para a determinagdo da suscetibilidade das amostras obtidas, o cenario ideal seria a
realizagdo do antibiograma para toda a cole¢do. No entanto, a fim de reduzir os custos € o tempo
despendido para a realizacdo desta etapa, optamos por selecionar parte da colecdo. Para tal,
diferentes abordagens poderiam ser empregadas, como a tipificagdo das amostras por RAPD, mas
todas essas abordagens envolveriam novos experimentos. Por isso, , visto que verificamos uma
ampla variedade de perfis genotipicos em conjunto com a determinagao dos grupos filogenéticos,
uma alternativa acessivel e de facil realizagdo foi a selegdo das cepas com base nesses perfis
Assim, foram selecionadas 82 de 140 amostras, resultando em 69 perfis de resisténcia apds a
realizacdo do antibiograma. Dentre esses perfis, houve maior frequéncia de resisténcia a
ampicilina, ceftriaxona, cefotaxima, ciprofloxacina, dacido nalidixico, aztreonam e
sulfametoxazol+trimetoprima. Porém, nosso estudo apresenta algumas limitacdes, especialmente
na interpretagdo dos resultados dos testes, devido a necessidade de adotar duas diretrizes distintas
(BrCAST e CLSI). Enquanto o CLSI considera categorias de resistente, intermediario e sensivel,
o BrCAST simplifica para apenas resistente e sensivel, levando-nos a classificar as categorias
intermediarias como tendo susceptibilidade reduzida devido a pequenas diferengas nos
milimetros dos halos. Essas discrepancias destacam as limitagcdes associadas a utilizagdo de
diferentes diretrizes em nosso estudo.

Apo6s a identificacdo das espécies, constatamos que as condi¢des de armazenamento e
cultivo desses microrganismos atenderam as nossas expectativas no que diz respeito a
recuperagdo das espécies bacterianas com susceptibilidade reduzida a ceftriaxona, provenientes
dos swabs retais de individuos sem historico recente de internagdo. Um ponto relevante a ser
destacado em relagdo as amostras identificadas como P. stuartii é que, durante a realizagdo do
teste de susceptibilidade, ocorreu a perda de viabilidade de duas dessas amostras. Essa
circunstancia explica o resultado obtido apenas com os discos utilizados para a deteccao

fenotipica da produgao de ESBL.
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Observamos também que diferente do que os artigos vém mostrando sobre colonizagao
comunitaria, ndo € apenas E. coli que apresenta impacto importante como hospedeiro carreador
de ESBL, sobretudo do tipo CTX-M1/2 neste fendmeno, ja que outros géneros bacterianos
também foram encontrados no estudo, embora em menor frequéncia. Nosso trabalho chama a
atengdo para o potencial de individuos da comunidade atuarem como veiculos para a inser¢ao da
resisténcia nas institui¢oes de saude.

E possivel observar que alcancamos o principal objetivo do desenho do nosso estudo que
foi caracterizar microbiologicamente cepas pertencentes a Ordem Enterobacterales produtoras de
ESBL envolvidas na colonizagdo comunitdria do trato gastrointestinal de humanos, e isso
permitiu observarmos que 20,6% de individuos colonizados por enterobactérias produtoras de
ESBL, foram 18% de E. coli e 2,6% de outros géneros, para isso determinamos as enterobactérias
produtoras de ESBL que estavam envolvidas nessa colonizagdo, caracterizamos quanto ao gene
codificador de ESBL, quanto ao perfil de susceptibilidade a outras classes de antimicrobianos de
importancia clinica e fizemos a tipificacdo das cepas de E. coli encontradas nos espécimes
clinicos quanto ao seu grupo filogenético. Os resultados encontrados sdo preocupantes, pois,
tendo em consideracdo que o nosso estudo engloba individuos da comunidade, esse numero ¢
significativo, e reforca que a resisténcia bacteriana ndo estd restrita ao ambiente hospitalar. As
causas relacionadas a colonizagdo comunitaria podem incluir saneamento basico deficiente, uso
de antimicrobianos, contato com animais de companhia; Meyer e colaboradores (2012), na
Alemanha, mostraram que o contato com animais de companhia aumentou em quase sete vezes a
chance de ser colonizado por E. coli produtora de ESBL (Meyer et al., 2012). Outros estudos sao
necessarios para descrever os fatores de risco associados a colonizagdo intestinal da populacao
estudada por bactérias resistentes aos antimicrobianos.

O foco deste estudo foi ESBL mas, apresenta resisténcia a muitas classes de
antimicrobianos, assim, estudos continuam sendo necessarios e ajudariam a melhorar a
compreensdo sobre quais os mecanismos de resisténcia envolvidos, visto que se trata de uma
possivel rota de entrada da resisténcia aos hospitais e ndo sabemos até quando essa colonizagao
se mantém; entdo ¢ necessario estudos para rastreio dessa populagdo para observar se mantém

essa colonizacao, fatores envolvidos e se houve a descolonizagao.
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7. CONCLUSOES

e A prevaléncia observada para a colonizagdo comunitaria por ESBL foi 20,6%. A espécie
produtora de ESBL mais frequente nos episodios de colonizagdo foram, principalmente E.
coli, seguida por K. pneumoniae, P. stuartii e C. freundii;

e Os genes relacionados a producdo de ESBL na coloniza¢do comunitaria foram blacrxa.i
seguido de blacrxs © blacrxm.o;

e As amostras produtoras de ESBL observadas colonizando os individuos que participaram
do estudo apresentaram resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, além dos
betalactamicos, com destaque para as classes de quinolonas, aminoglicosideos, e
nitrofurantoina;

e Os principais grupos filogenéticos de E. coli relacionados com a colonizagdo por

produtoras de ESBL foram o A ou C, seguido dos filogrupos F e D.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.812.469

Apresentagao do Projeto:

As infecgdes causadas por BGN MDR (bacilos gram-negativos multidrug resistant) constitui um problema
mundial de saiude publica, em que as

opgoes terapéuticas sao limitadas ou mesmo inexistentes. A ocorréncia delas € maior nos paises em
desenvolvimento, ocasionando elevada

morbidade, mortalidade, impacto econémico e social. Apesar destas bactérias causarem mais infecgdes em
ambientes hospitalares, no Brasil, a

contaminagao de alimentos e aguas recreativas com BGN-RAs ja foi descrita, assim como em outros paises.
Todavia, o papel destes reservatdrios

de microrganismos multirresistentes na ocorréncia das infecgdes nos pacientes submetidos aos cuidados
em salde ndo é conhecido. A extensa

disseminagao de bactérias resistentes a antimicrobianos em diversos ambientes naturais nos sugere uma
possivel relagio entre a exposigao e

colonizag@o. Entretanto, sdo poucos os estudos que avaliaram a colonizagdo de individuos da comunidade
por estes microrganismos, sobretudo no

Brasil. Ademais, dentre os estudos que fizeram esta pesquisa, poucos exploraram o papel dos habitos
alimentares, recreativos, socioecondmicos e

de estilo de vida nesta ocorréncia. A hipdtese deste estudo é a de que o ambiente contaminado
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com estes microrganismos promove a colonizagao

de seres humano que, por sua vez, podem servir como reservatorio e veiculo destes microrganismos para
as instituigGes de sadde. Portanto, o

objetivo do trabalho é determinar a prevaléncia e a origem da colonizagao comunitaria do TGl por BGN
MDR, bem como possiveis fatores de risco

associados a esta ocorréncia, em pacientes atendidos em uma unidade de pronto atendimento. Para tal,
serdo coletados espécimes clinicos (fezes

ou swabs retais) de 2400 individuos, sem histérico de internagao recente em instituigdes de saude, para a
investigagédo de colonizagéo por BGNs

produtores de cefalosporinases do tipo AmpC, ESBL, carbapenemases e com resisténcia transferivel a
colistina. Um guestionario acerca de habitos

e estilo de vida, bem como dados socioeconomicos sera aplicado. Serdo recrutados os pacientes atendidos
na unidade de pronto atendimento do

Complexo Hospitalar de Niteroi ao longo de 12 meses, sem restrigdo de idade, que ndo possuam
hospitalizagao recente ( 6 meses antes da coleta

do espécime) ou qualquer outra espécie de cuidado médico prolongado, e que atestem participagao
voluntaria no estudo por meio da assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os participantes serao convidados a responder um
guestionario e a fornecer um swab retal. As

amostras serdo processadas para a identificacao e caracterizagao de susceptibilidade antimicrobiana sob
pressao seletiva, incluindo a

caracterizagao quanto ao perfil fenotipico e genotipico de resisténcia. Os resultados da caracterizagao
fenotipica e genotipica e do questionario

serao confrontados com os dados obtidos de estudos complementares para a avaliagao de potenciais fontes
ambientais para a colonizagao.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

— Determinar a prevaléncia e a origem da colonizagao comunitaria do TGl por BGN MDR

Objetivo Secundario:

Objetivos especificos:— Descrever a prevaléncia de colonizagdo comunitaria do TGl por BGN MDR.—
Analisar as variaveis epidemioldgicas e clinicas

potencialmente associadas a aquisigao da colonizagdo comunitaria do TGl por BGN MDR;— Identificar os
determinantes genéticos envolvidos nos
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fendtipos de resisténcia observados;- Identificar as linhagens de BGN MDR mais frequentes na colonizagao
comunitaria do TGI;

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Nao estao previstos riscos para os individuos incluidos neste projeto. Trata-se de um estudo observacional
com coleta de dados mediante

entrevista, que nao trara qualquer risco aos individuos nele incluidos. Nao havera nenhuma interferéncia da
equipe participante do projeto na

assisténcia dos pacientes. O Unico exame adicional aqueles ja indicados pela equipe assistencial sera coleta
de swab retal para cultura; exame nao

invasivo que nao causa risco ou incémodo adicional aos pacientes. As analises microbiologicas adicionais
das amostras bacterianas oriundas dos

swabs serdo realizadas em colaboragéo com laboratério de pesquisa de referéncia para estudo de
microrganismos multirresistentes (LIMM, IMPG,

UFRJ) sob a responsabilidade da Prof® Dr® Renata C. Picdo. Nao serdao armazenados espécimes clinicos
dos pacientes incluidos no projeto. A

coleta @ manuseio dos dados serao realizados somente pelos pesquisadores incluidos no projeto. Sera
garantido sigilo que assegure a privacidade

dos sujeitos e a confidencialidade dos dados dos individuos incluidos no estudo. Os resultados serao
divulgados de forma compilada em meios

tradicionais de divulgagao cientifica como congressos e revistas cientificas. Os dados obtidos nao serao
usados para outros fins nao previstos neste

protocolo.

Beneficios:

Esperamos, ao longo do desenvolvimento deste projeto, gerar informagées sobre a colonizagao de
individuos da comunidade por BGN MDR,

principais causadores de infecgdes oportunistas. Esse conhecimento podera orientar rotinas de prevengao e
terapéuticas para este agravo nessa

populagao. Consequentemente, contribuir para a melhoria da assisténcia prestada. Contudo, as informagaes
geradas poderdo néo beneficiar

diretamente o paciente incluido na pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Estudo prospectivo para avaliar colonizagao pora bacilos gram negativos multiresistentes a antimicrobianos
em pacientes atendidos em unidade de pronto atendimento.
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Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

TCLE e termos de confidenciabilidade adequados

Recomendacgoes:

Incluir no projeto de pesquisa o questionario que sera aplicado aos pacientes e cuja informagao consta do
TCLE

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias ou inadequagoes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A atualizagdo dos Protocolos de Pesquisa é procedimento obrigatério conforme as Resolugdes 466/2012 e
510/16 (a cada seis meses), bem como enviar relatério final, quando do término do estudo (através de

“Notificagao” via Plataforma Brasil).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagodes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 12/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO _1697239.pdf 07:33:42
TCLE / Termos de  |termodeconsentimentonovoendereco.do| 12/05/2021 |Marcia Garnica Aceito
Assentimento / cx 07:33:30
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folharostoassinada.pdf 07/05/2021 |Marcia Garnica Aceito
15:23:33

Declaragao de declaracaoinstituicaoCHN1.pdf 07/05/2021 |Marcia Garnica Aceito

Instituigéo e 15:23:10

 Infraestrutura

Projeto Detalhado/ |projetocompletoCEP_semseguimento.dol 04/05/2021 |Marcia Garnica Aceito

Brochura cX 08:54:55

Investigador

Declaragao de declaracaodeinstituicaoCCS.pdf 04/05/2021 |Marcia Garnica Aceito

Instituigéo e 08:47:29

Infraestrutura

Orgamento orcamento_reduzido.docx 04/05/2021 |Marcia Garnica Aceito
08:47:12

Solicitagé@o Assinada | cartaapresentacaoprojeto.pdt 02/05/2021 |Marcia Garnica Aceito

pelo Pesquisador 17:46:55

Responsavel

Outros curriculumpesquisadores.docx 02/05/2021 |Marcia Garnica Aceito
17.37:20
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Outros termodeconfidencialidade.docx 02/05/2021 |Marcia Garnica Aceito
17:32:07
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ANEXO II: Amostras de E. coli selecionadas para o TSA

PCR ESBL PCR ESBL CTX-M Tipificacao
Individuo Amostra Pressao SHV | TEM | GES | G1/2 GS8 G9 | Grupo Filogenético
T2 CHN 1 FEP 16 - 4 - + + - A/C
T2 CHN 2 FEP 16 - 4 - = + - A/C
T3 CHN 22 FEP 16 - - - I - - A
T3 CHN 23 FEP 16 - - - + - - A
T9 CHN 51 FEP 16 - 4 - + - - A/C
T9 CHN 53 FEP 16 - + - + - - A/C
T9 CHN 54 FEP 16 - + - + - - A/C
T9 CHN 55 FEP 16 - i - + - s E/Clado I
T9 CHN 56 FEP 16 - 4 - + + - A/C
T9 CHN 57 FEP 16 - 4 - + = + A/C
T9 CHN 58 FEP 16 - + - + + - A/C
T9 CHN 59 FEP 16 - + - + - - A/C
T9 CHN 60 FEP 16 - + - + - - A/C
T11 CHN 61 FEP 16 - 4 - + - - Bl
T11 CHN 62 FEP 16 - + - + + - A/C
T11 CHN 64 FEP 16 - + - + + - B1
T11 CHN 225 FEP 16 - + - + + - Bl
T11 CHN 226 FEP 16 - 4 - + - - A/C
T14 CHN 106 FEP 16 - - - + + + F
T14 CHN 107 FEP 16 - - - + + + F
T14 CHN 108 FEP 16 - - - + = + F
T14 CHN 109 FEP 16 - - - + + + F
T18 CPN 141 FEP 16 - - - s + - A/C
T18 CPN 142 FEP 16 - + - + + - A/C
T18 CPN 143 FEP 16 + - = + - - A




PCR ESBL PCR ESBL CTX-M Tipificacio
Individuo Amostra Pressao SHV | TEM | GES | G1/2 G8 G9 | Grupo Filogenético
T21 CHN 167 FEP 16 - - - + + - D/E
T21 CHN 168 FEP 16 4 - - + + - D/E
T21 CHN 171 FEP 16 - - - + + - F
T21 CPN 184 FEP 16 + - - + + - D/E
T29 CHN 204 FEP 16 - - - + + - U
T29 CHN 205 FEP 16 - - - + + - B1
T29 CHN 206 FEP 16 - - - + + - B1
T29 CHN 207 FEP 16 - - - + + - B1
CPO11 ACP 3 FEP 16 - - - + - + D/E
CPO11 ACP 4 FEP 16 - - - + - - D/E
CPO11 ACP 16 FEP 16 - - - + - + D/E
CPO11 ACP 17 FEP 16 - - - + - + D/E
CPO11 ACP 18 FEP 16 - - - + - + D/E
CP019 ACP 30 FEP 16 - 4 - + = s E/Clado I
CP019 ACP 31 FEP 16 - 4 - + - - A/C
CP019 ACP 42 FEP 16 - + - + - - A/C
CP019 ACP 45 FEP 16 - + - - - + D/E
CP019 ACP 47 FEP 16 - + - + - s D/E
CP019 ACP 68 FEP 16 - + - - - + D/E
CP019 ACP 69 FEP 16 - + - - - + D/E
CP019 ACP 70 FEP 16 - + - - - + D/E
CP026 ACP 36 FEP 16 - - - + + - A/C
CP026 ACP 37 FEP 16 - - - + + - A/C
CP026 ACP 38 FEP 16 - - - + + - A/C
CP026 ACP 39 FEP 16 - - - + + - A/C
CP027 ACP 40 FEP 16 - 4 - + - - B1

59



PCR ESBL PCR ESBL CTX-M Tipificacio

Individuo Amostra Pressao SHV | TEM | GES | G1/2 G8 G9 | Grupo Filogenético
CP027 ACP 41 FEP 16 - + - + = 4 A/C
CP027 ACP 43 FEP 16 - 4 - + - - B1
CP027 ACP 44 FEP 16 - - - + = + A/C
CP027 ACP 48 FEP 16 - + - + - - Bl
CP029 ACP 55 FEP 16 - - - + = + A
CP029 ACP 56 FEP 16 - - - I - - A
CP029 ACP 71 FEP 16 - - - I - - A
CP029 ACP 72 FEP 16 - - - + - - A
CP049 ACP 99 FEP 16 - - - + - - F
CP049 ACP 100 FEP 16 - - - + - - D/E
CP040 ACP 105 FEP 16 - - - i - - B1
CP040 ACP 143 FEP 16 - 4 - + - - U
CP040 ACP 144 FEP 16 - - - + + - D/E
CP047 ACP 106 FEP 16 - - - + + - B2
CP047 ACP 107 FEP 16 - - - + + - B2
CP043 ACP 108 FEP 16 - - - I + - A
CP043 ACP 109 FEP 16 - - - - 4 - A
CP036 ACP 127 FEP 16 - - - + - - D/E
CP036 ACP 128 FEP 16 - - - + - - D/E
CP036 ACP 137 FEP 16 - - - i - - D/E
CP036 ACP 138 FEP 16 - - - + - - D/E
CP036 ACP 139 FEP 16 - - - + - - D/E
CP036 ACP 140 FEP 16 - - - + - - D/E
CP042 ACP 145 FEP 16 - 4 - + + - A/C
CP042 ACP 147 FEP 16 - - - I - - F
CP053 ACP 150 FEP 16 - 4 - + + - F
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PCR ESBL PCR ESBL CTX-M Tipificacio

Individuo Amostra Pressao SHV | TEM | GES | G1/2 G8 G9 | Grupo Filogenético
CP053 ACP 151 FEP 16 - 4 - + - - F
CP053 ACP 153 FEP 16 - + - + - - F
CPO58 ACP 152 FEP 16 - - - + + - Bl
CP065 ACP 182 FEP 16 - - - I - - D/E
CP065 ACP 184 FEP 16 - - - I - - F
CP065 ACP 185 FEP 16 - - - + - - F
CP065 ACP 186 FEP 16 - - - + - - F
CP065 ACP 187 FEP 16 - - - + - - F
CP065 ACP 188 FEP 16 - - - + - - F
CP065 ACP 189 FEP 16 - - - + - - F
CP088 ACP 194 FEP 16 - - - i - - B2
CP088 ACP 197 FEP 16 - - - + - - B2
CP088 ACP 198 FEP 16 - - - + - - B2
CP088 ACP 199 FEP 16 - - - - - - B2
CHO003 ACP 195 FEP 16 - - - 4 - - F
CHO003 ACP 196 FEP 16 - - - 4 - - F
CP095 ACP 204 FEP 16 - 4 - + + - A
CP095 ACP 205 FEP 16 - + - + + - A
CP097 ACP 206 FEP 16 - + - + + - A
CP099 ACP 207 FEP 16 - 4 - + - - A/C
CP113 ACP 208 FEP 16 - - - I - - F
CP113 ACP 209 FEP 16 - 4 - + + - F
CP113 ACP 210 FEP 16 - - - + - - F
CP113 ACP 211 FEP 16 - 4 - + - - F
CP113 ACP 212 FEP 16 - + - + - - F
CP119 ACP 213 FEP 16 - - - + - - B1
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PCR ESBL PCR ESBL CTX-M Tipificacio
Individuo Amostra Pressao SHV | TEM | GES | G1/2 G8 G9 | Grupo Filogenético
CP119 ACP 214 FEP 16 - - - + - - B1
CP119 ACP 215 FEP 16 - - - + - - Bl
CP119 ACP 216 FEP 16 - - - + + - B1
CP119 ACP 217 FEP 16 - - - + - - Bl
CP119 ACP 218 FEP 16 - - - + - - Bl
CP152 ACP 282 FEP 16 - - - I - - Clado I/II
CP152 ACP 283 FEP 16 - - - + - - Clado I/II
CP152 ACP 284 FEP 16 - - - + - - Clado I/II
CP152 ACP 285 FEP 16 - - - + - - Clado I/11
CP158 ACP 287 FEP 16 - - - + - - A/C
CP158 ACP 288 FEP 16 - - - + - - B2
CP160 ACP 293 FEP 16 - 4 - + - - A/C
CP160 ACP 294 FEP 16 - + - + - - A/C
CP160 ACP 295 FEP 16 - F - - - - A/C
CP160 ACP 305 FEP 16 - - - I - - A/C
CP160 ACP 307 FEP 16 - + - + - - A/C
CP161 ACP 302 FEP 16 - 4 - + - - A
CP161 ACP 303 FEP 16 - + - + - - A
CP167 ACP 313 FEP 16 - - - + + - A/C
CP167 ACP 314 FEP 16 - - - + + - A/C
CP163 ACP 317 FEP 16 - - - F - - D/E
CP163 ACP 318 FEP 16 - - - + - - D/E
CP165 ACP 323 FEP 16 - 4 - + + - Bl
CP165 ACP 324 FEP 16 - - - + + - B1
CP170 ACP 330 FEP 16 - - - I - 4 B2
CP170 ACP 331 FEP 16 - - - + - + B2
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PCR ESBL PCR ESBL CTX-M Tipificacio

Individuo Amostra Pressao SHV | TEM | GES | G1/2 G8 G9 | Grupo Filogenético
CP170 ACP 357 FEP 16 - - - + = + B2
CP170 ACP 358 FEP 16 - - - + - + B2
CP170 ACP 360 FEP 16 - - - + - + B2
CP170 ACP 365 FEP 16 - - - + - + B2
CP174 ACP 347 FEP 16 - 4 - + = + F
CP174 ACP 348 FEP 16 - + - + - + F
CP174 ACP 370 FEP 16 - + - + - + F
CP174 ACP 371 FEP 16 - + - + - + F
CP177 ACP 349 FEP 16 - - - + - + D/E
CP177 ACP 350 FEP 16 - - - + - + D/E
CP186 ACP 405 FEP 16 - - - + = + B2
CP186 ACP 422 FEP 16 - - - + - + B2

63

Linhas amarelas representam as amostras de E. coli selecionadas para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos



