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RESUMO

HIVILA SANTOS DA SILVA

CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA LINHAGEM PANDEMICA ST69 DE
CEPAS DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE INFECCOES DA CORRENTE
SANGUINEA

Orientadora: Karla Rodrigues Miranda
Coorientadora: Fernanda Baptista de Oliveira Luiz
Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusiao de Curso.

Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC) ¢ reconhecida como um dos principais
microrganismos responsaveis pelas infecgdes de corrente sanguinea (ICS) e infecg¢des do trato
urinario (ITU) O clone E. coli ST69 ¢ um dos mais investigados entre os clones conhecidos
como pandémicos, sendo frequentemente isolado em casos de ICS e associado a resisténcia
aos antimicrobianos, além de produzir betalactamases de espectro estendido (ESBL). O
objetivo deste estudo foi avaliar a resisténcia a antimicrobianos comumente utilizados no
tratamento de ICS em ambientes hospitalares, bem como a produ¢do de ESBL. Para isso, uma
colecdo de 53 amostras de E. coli ST69 de ICS de pacientes internados em um hospital
universitario no Rio de Janeiro, no periodo de 2014 a 2023, foram selecionadas. Para avaliar a
susceptibilidade a antimicrobianos e a detec¢do da produgdo de ESBL, foram realizados
ensaios de disco-difusdo e disco-aproximagdo, respectivamente. Foi observado que a
resisténcia a ampicilina foi a mais elevada, atingindo 58,5% (n=31) das amostras, seguida por
sulfametoxazol-trimetoprim (54,8%, (n=29) e cefazolina (49%, (n=26). Nao foi observada
resisténcia a fosfomicina e tigeciclina. Em um total de 17% (n=9) foi detectada a producao de
ESBL. A anélise de resisténcia revelou a importancia do monitoramento continuo e da busca
por alternativas terapéuticas eficazes, especialmente em infecgdes graves, devido a
disseminagdo crescente de cepas multirresistentes. Os achados deste estudo destacam a
importancia de estratégias de vigilancia e controle para mitigar a disseminacdao de cepas

multirresistentes € otimizar o tratamento das infecgdes causadas por E. coli ST69.

Palavras-chave: Escherichia coli, ST69, beta-lactamases de espectro estendido, infec¢do da corrente
sanguinea, resisténcia a antimicrobianos.
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ABSTRACT
HIVILA SANTOS DA SILVA

CHARACTERIZATION OF THE RESISTANCE OF THE ST69 PANDEMIC
LINEAGE OF ESCHERICHIA COLI STRAINS ISOLATED FROM BLOODSTREAM
INFECTIONS

Orientador: Karla Rodrigues Miranda
Co-orientador: Fernanda Baptista de Oliveira Luiz

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes 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
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusiao de Curso.

Extraintestinal pathogenic Escherichia coli (EXPEC) is recognized as one of the main

microorganisms responsible for bloodstream infections (BSIs) and urinary tract infections
(UTIs). The E. coli ST69 clone is among the most studied pandemic clones, frequently
isolated in BSI cases and associated with antimicrobial resistance, as well as the production of
extended-spectrum beta-lactamases (ESBL). This study aimed to evaluate the resistance to
commonly used antimicrobials in the treatment of BSIs in hospital settings, as well as the
production of ESBL. A collection of 53 E. coli ST69 isolates from BSIs of hospitalized
patients at a university hospital in Rio de Janeiro, between 2014 and 2023, was selected. To
assess antimicrobial susceptibility and detect ESBL production, disk diffusion and disk
approximation tests were performed, respectively.The highest resistance was observed to
ampicillin, affecting 58.5% (n=31) of  the isolates, followed by
sulfamethoxazole-trimethoprim (54.8%, n=29) and cefazolin (49%, n=26). No resistance was
observed to fosfomycin or tigecycline. ESBL production was detected in 17% (n=9) of the
isolates. The resistance analysis highlighted the importance of continuous monitoring and the
search for effective therapeutic alternatives, especially in severe infections, due to the
growing spread of multidrug-resistant strains. The findings of this study underscore the
importance of surveillance and control strategies to mitigate the dissemination of

multidrug-resistant strains and optimize the treatment of infections caused by E. coli ST69.

Key-words: Escherichia coli, ST69, extended-spectrum beta-lactamases, bloodstream
infection, antimicrobial resistance.
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS
HIVILA SANTOS DA SILVA

CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DA LINHAGEM PANDEMICA ST69 DE
CEPAS DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE INFECCAO DA CORRENTE
SANGUINEA

Orientadora: Karla Rodrigues Miranda
Coorientadora: Fernanda Baptista de Oliveira Luiz

Escherichia coli é uma bactéria que normalmente vive no intestino das pessoas de maneira
saudavel, mas que pode causar infec¢des quando se espalha para outras partes do corpo, como
0 trato urinario ou a corrente sanguinea. A linhagem ST69 de E. coli ¢ um tipo especifico
dessa bactéria, que se tornou uma preocupagao maior em hospitais devido a sua capacidade de
causar infecgdes graves e se tornar resistente a muitos antibioticos. O termo ESBL se refere a
uma substancia produzida por algumas variantes de E. coli, incluindo o ST69, que torna
certos antibioticos ineficazes, dificultando o tratamento dessas infec¢des. Este estudo teve
como objetivo investigar a resisténcia dessas bactérias a medicamentos e como a produgao de
ESBL tém impactado a eficicia dos tratamentos. Das 53 amostras de E. coli ST69 analisadas,
17% foram identificadas como produtoras de ESBL, mostrando resisténcia a varios
antibidticos. A resisténcia mais alta foi observada contra a ampicilina, um medicamento
comum para tratar infec¢des urindrias e da corrente sanguinea. Os resultados destacam a
necessidade de monitorar constantemente essas bactérias para melhorar o tratamento de

infeccdes graves e evitar que se tornem mais dificeis de controlar.

Palavras-chave: Escherichia coli, ST69, resisténcia a antibioticos, infecciao sanguinea.
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1. INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli foi descrito pela primeira vez em 1884 pelo pediatra e infectologista
alemao Theodor Escherich, durante seus estudos sobre a microbiota intestinal de criancas.
Escherich identificou uma bactéria de crescimento rapido, inicialmente denominada
Bacterium coli Commune (Escherich, 1988). Devido a sua facilidade de isolamento e cultivo
em laboratério, E. coli tornou-se um organismo modelo em diversos campos da pesquisa
cientifica. A partir da década de 1950, foi amplamente utilizada em estudos de biologia
molecular, o que impulsionou avangos significativos na compreensdo dos mecanismos
genéticos e bioquimicos (Crick et al., 1961; Shulman, Friedmann e Sims, 2007; Blount,
2015).

E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, a qual esta inserida na ordem
Enterobacterales. Enterobacteriaceae inclui microrganismos de relevancia clinica, como
Shigella, Salmonella, Klebsiella e Escherichia (Janda e Abbott, 2021). Pertencente ao filo
Pseudomonadota (Garrity et al., 2021), classe Gammaproteobacteria (Krieg et al., 2010), ¢
uma bactéria Gram-negativa, anaerobia facultativa, ndo formadora de esporos, possui flagelos
peritriquios, podendo apresentar capsula (Madigan et al., 2012). Alguns aspectos metabolicos
incluem a capacidade de reduzir nitratos a nitritos e fermentar a glicose (Nataro e Kaper,
1998; Madigan et al., 2012).

E. coli faz parte do microbioma humano e de outros animais, estando presente no
colon como um componente comensal da microbiota intestinal. Essa bactéria estabelece uma
relagdo de simbiose com o hospedeiro (Tortora, Funke e Case, 2010), coloniza o co6lon e
reside nas camadas de muco que revestem as células epiteliais do intestino(Poulsen et al.,
1994). As cepas consideradas patogé€nicas sao geneticamente diversas e apresentam varios
fatores de viruléncia e genes de resisténcia a antimicrobianos (Kaper, Nataro e Mobley, 2004),
sendo categorizadas em E. coli patogénica intestinal (IPEC) e E. coli patogénica
extraintestinal (ExXPEC).

As cepas de E. coli, presentes na classificacdo IPEC, sdo categorizadas nos seguintes
patotipos: (1) E. coli enteropatogénica (EPEC), causadora de diarreia em criangas e animais;
(2) E. coli enterohemorragica (EHEC), responsavel pela colite hemorragica e sindrome
hemolitico-urémica; (3) E. coli enterotoxigénica (ETEC), causa predominante da diarreia do
viajante, suina e bovina; (4) E. coli enteroagregativa (EAEC), associada a diarreia persistente

em humanos, e (5) E. coli difusamente aderente (DAEC), subclasse de E. coli
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enteroagregativa, responsavel por diarreia em criangas; (6) E. coli enteroinvasiva (EIEC), que
induz diarreia aquosa e disenteria (Palaniappan et al., 2006).

As cepas EXPEC sdo divididas em trés patotipos principais com base nas doengas que
causam em humanos: E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli causadora de sepse (SEPEC) ¢ E.
coli associada a meningite neonatal (NMEC) (Sarowska et al., 2019). Outros patotipos
responsdveis por causar infeccdes em animais sdo: E. coli patogénica aviaria (APEC)
(Kathayat et al., 2021), E. coli patogénica do tecido mamario (MPEC) (Goulart e Mellata,
2022) e E. coli patogénica do endométrio (EnPEC) (Sheldon et al., 2010). As cepas ExPEC
sdo capazes de invadir, sobreviver e causar infecgdes em tecidos e fluidos fora do trato
intestinal, especialmente na corrente sanguinea e no trato urindrio (Vanstokstraeten et al.,

2022).

1.2 Fatores de viruléncia em E. coli extraintestinal

As cepas EXPEC possuem uma estrutura filogenética complexa e alta plasticidade
gendmica, permitindo-lhes superar as defesas do hospedeiro e invadir tecidos, desencadeando
uma resposta inflamatdria. Os fatores de viruléncia dessas cepas podem ser divididos em
cinco categorias principais: adesinas (fimbrias F1, P e S), invasinas, fatores de absor¢do de
ferro, proteinas e toxinas. Destacam-se entre esses fatores as adesinas, toxinas, fatores de
aquisicao de ferro, lipopolissacarideo (LPS), capsula polissacaridica e invasinas, os quais sao
codificados em ilhas de patogenicidade, plasmideos e outros elementos genéticos moveis
(Johnson e Russo, 2002; Moulin-Schouleur et al., 2006; Sarowska et al., 2019; Sora et al.,
2021).

As ilhas de patogenicidade sdo regioes especificas do cromossomo bacteriano onde
genes de viruléncia estdo concentrados. Essas ilhas e seus genes associados podem se
disseminar entre populacdes bacterianas por meio de transferéncia horizontal, j& tendo sido
identificadas em cepas de EXPEC. Além das ilhas de patogenicidade, essas bactérias possuem
uma variedade de plasmideos que promovem a disseminacdo de genes de resisténcia a

antimicrobianos e genes de viruléncia (Sarowska et al., 2019; Vila et al., 2016).

1.2.1 Adesinas

A aderéncia a superficie da célula hospedeira ¢ uma etapa fundamental para a

colonizagdo bacteriana, que ocorre por meio de interagdes especificas com receptores € a
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superficie do epitélio do hospedeiro (Kaper, Nataro e Mobley, 2004). As adesinas sao
estruturas que desempenham um papel crucial nesse processo, mediando a ligacao bacteriana
aos tecidos hospedeiros (Antao et al., 2009).

As adesinas podem ser categorizadas com base na estrutura, sendo fimbriais ou
nao-fimbriais, e também em relacao a sua sensibilidade ou resisténcia a manose (Sora et al.,
2021). Quatro tipos principais de adesinas sdo frequentemente encontrados em cepas ExPEC:
fimbria tipo 1 (fim), fimbrias P associadas a pielonefrite (pap), fimbrias S ou as fimbrias
especificas do acido sidlico (sfa) e adesinas afimbriais (afa) (Antdo et al., 2009).

As fimbrias do tipo 1 s3o amplamente encontradas em diversas espécies de bactérias
patogénicas e comensais, sendo frequentemente associadas a infec¢des urindrias em humanos
e animais (Yuri ef al., 1998a, 2000; Martinez et al., 2000; Bower ef al., 2005). Essas fimbrias
desempenham um papel crucial na colonizagdo do trato intestinal e urinario, sendo
consideradas fatores de viruléncia essenciais em cepas EXPEC. No entanto, sua presenca nao
¢ exclusiva de patogenos, sendo também encontrada em comensais (Bower, Eto e Mulvey,
2005; Liithje e Brauner, 2014; Spaulding et al., 2017). Além de sua fun¢do na adesdo, a
fimbria tipo 1 também ¢ essencial para a invasdo celular, interagindo com receptores
especificos em vdrias superficies celulares, como células do epitélio do trato urinario,
eritrocitos, epitélio bucal, intestinal e vaginal, além de camadas musculares e vasos
sanguineos (Bower ef al., 2005; Johnson, 1991; Sarowska et al, 2019, Sora et al., 2021).

A fimbria P é conhecida por estabelecer ligagdes com o antigeno do grupo sanguineo
P, um glicoesfingolipidio presente na superficie das células epiteliais dos rins. Essa fimbria ¢
denominada "P" devido a sua associacdo com infecg¢des de pielonefrite (Liithje e Brauner,
2014). Embora sejam morfologicamente semelhantes as fimbrias do tipo 1, as fimbrias P se
distinguem por sua capacidade de reconhecer e se ligar a sequéncia de carboidratos
a-D-Galp-(1-4)-beta-D-Galp, caracteristica dos antigenos do grupo sanguineo P (Antdo et al.,
2009). Os agrupamentos de genes fimbriais P estio comumente localizados em PAI (Habouria
et al., 2022). As fimbrias S foram identificadas em cepas de E. coli associadas a pielonefrite,
reconhecendo estruturas que contém acido sidlico, diferentes de manosideos ou antigenos P
em eritrocitos humanos. Elas sdo denominadas fimbrias S devido a sua ligagao especifica aos
sialil galactosideos (Antdo et al., 2009; Sarowska et al., 2019). Estas fimbrias sdo codificadas
por um grupo de nove genes, onde o gene sfad codifica a subunidade principal e o gene sfaS
codifica a adesina que se liga ao receptor a-sialil-(2,3)-beta-Gal nas células epiteliais renais e
vasculares. Algumas adesinas, conhecidas como afimbriais ou nao-fimbriais, estdo associadas

a estruturas amorfas na membrana externa (Antao et al., 2009).
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1.2.2 Toxinas

Cepas ExXPEC frequentemente carreiam genes responsaveis pela produgao de diversas
toxinas, incluindo hly4, hlyD, hlyF (codificam a a-hemolisina), cnfl (fator necrosante
citotoxico 1), sat (toxina autotransportadora secretada), pic (protease associada a colonizacao)
¢ vat (uma proteina autotransportadora vacuolizante) (Sora et al., 2021). Essas toxinas podem
comprometer a integridade celular do hospedeiro e possibilitar a entrada do microrganismo
em camadas profundas do tecido. Dessa forma, o microrganismo tem acesso a nutrientes,
escapando do sistema imune do hospedeiro e levando a uma possivel resposta inflamatoria

intensa (Liithje e Brauner, 2014; Onlen Guneri et al., 2022).

1.2.3 Sistemas de aquisicao de ferro

O ferro ¢ essencial para as bactérias, devido ao seu papel fundamental em varias
fun¢des metabdlicas. Estas incluem o transporte e armazenamento de oxigénio, a sintese de
DNA, o transporte de elétrons e o metabolismo de perdxidos (Desvaux et al., 2020; Liithje e
Brauner, 2014). A maior parte do ferro no corpo humano estd complexada com moléculas de
transporte como a transferrina, presente no sangue, e a lactoferrina, encontrada no trato
digestivo e em secregoes salivares e pulmonares. Para utilizar o ferro presente no hospedeiro,
as bactérias desenvolveram sistemas de captura que visam as formas complexas de ferro, tais
como os fons citrato (sistema fec) e heme (sistema chu). Estes sistemas de transporte
(sistemas Sit) ou a producdo de compostos PK-NRP chamados sider6éforos permitem a
captura do ferro dos transportadores ou sistemas de reserva do hospedeiro e o transportam de
volta para a bactéria através de receptores especificos (Liithje e Brauner, 2014; Desvaux ef al.,
2020).

Cepas ExPEC possuem sider6foros como enterobactina e salmoquelina (catecolatos),
yersiniabactina (fenolato) e aerobactina (tipo misto), que aumentam sua viruléncia (Sarowska
et al., 2019). A salmoquelina, um derivado glicosilado da enterobactina, ¢ a aerobactina,
caracteristicas de cepas de ExXPEC, sdo codificadas pelos plasmideos ColV e ColBM e
apresentam alta eficiéncia na captagdo de ferro (Sarowska et al., 2019). Esses sideréforos
desempenham um papel crucial ndo apenas na colonizacdo do trato urinario por UPEC, mas
também na ocorréncia de infec¢do da corrente sanguinea (ICS), destacando sua importincia

na viruléncia bacteriana (Dale ¢ Woodford, 2015; Sora et al., 2020).
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1.3 Infecgdes por E. coli patogénica extraintestinal

As cepas EXPEC sdo inicialmente comensais no intestino, mas possuem a capacidade
de se disseminar para outros sitios do corpo, causando infecgdes. Essas bactérias versateis
podem resultar em infec¢des do trato urinario, corrente sanguinea, prostata e outras areas nao
intestinais. Originam-se de um nicho na microbiota intestinal de humanos e outros animais, e
¢ deste reservatorio que emergem para causar infeccdes extraintestinais como as que
acometem o trato urindrio, corrente sanguinea e meninges, podendo resultar em meningite

neonatal (Manges et al., 2019).

1.3.1 Infeccido da Corrente Sanguinea por E. coli

A ICS ¢ caracterizada pela presenga de hemocultura positiva em pacientes que
apresentam sinais sistémicos de infec¢do. Clinicamente, essa condigdo ¢ definida pela
combinacdo de hemocultura positiva e sintomas clinicos de infeccao (Timsit et al., 2020;
Munro, Zilberberg e Shorr, 2024). As ICS podem ser divididas em origem hospitalar ou
comunitdria e tendem a ser mais prevalentes em individuos com comorbidades ou
imunodeficiéncia adquirida ou hereditaria (Viscoli, 2017). Quando surgem no contexto
hospitalar, sao identificadas como infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS),
englobando aquelas adquiridas durante a prestagdo de cuidados médicos, ndo estando
presentes na admissdo inicial do paciente, sendo um dos eventos adversos mais comuns que
podem comprometer a seguranga do paciente (Sikora e Zahra, 2022).

As infeccdes podem ser classificadas como primérias, quando ndo ha um foco
identificado inicialmente, e secundarias, quando ha evidéncia clinica ou microbioldgica de
infeccdo em um sitio anatdomico especifico. Ambas podem apresentar hemocultura positiva,
diferenciando-se pela auséncia ou presenca de um foco clinico evidente de infec¢do. Infecgoes
primarias estdo frequentemente associadas a quadros graves, como bacteremia ou sepse,
enquanto as secundarias geralmente envolvem a disseminagdo de uma infec¢do previamente
estabelecida em um sitio anatdomico especifico (Laupland, 2013; ANVISA, 2021).

A presenga de bactérias na corrente sanguinea pode desencadear uma resposta
inflamatéria exacerbada, culminando em sepse, uma condi¢do grave caracterizada pela
disfungdo organica potencialmente fatal induzida por uma resposta descontrolada do

hospedeiro a infec¢ao (Russo e Johnson, 2003; Holmes et al., 2021).
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As infecgdes graves por E. coli frequentemente estdo associadas as ICS, sendo a
principal causa da sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) e contribuindo para
cerca de 40.000 mortes anuais nos EUA (Russo e Johnson, 2003; Vila et al., 2016). Um
estudo abrangendo o periodo de 1997 a 2016 analisou amostras isoladas de ICS em centros de
saude de 45 paises. Os resultados indicaram que E. coli € o principal agente responsavel entre
os Gram-negativos e, a segunda espécie mais frequente, responsavel por 20,5% dos casos,
ficando atrés apenas de S. aureus, que representou 20,7% dos casos. Revelou ainda que, apds
2005, E. coli tornou-se o patdogeno mais comum nas ICS (Diekema et al., 2019).

A ICS causada por E. coli frequentemente se origina de ITU. Essa conexao ressalta a
importancia de abordar adequadamente as ITU para mitigar o risco de complicagdes como as
infeccdes sanguineas associadas, evidenciando a relevancia das infec¢des causadas por esse
microrganismo (Abernethy et al., 2017). Fatores como eventos anteriores de ITU e o uso
prévio de cefalosporinas de terceira geragdo sdo significativos para a ocorréncia de ICS
causadas por cepas de E. coli produtoras de betalactamases de espectro estendido (ESBL),
enzimas que conferem resisténcia a antimicrobianos betalactamicos de amplo espectro
(Bernabé et al., 2017; Micenkova et al., 2017; Xiao et al., 2019). Adicionalmente, as ICS
frequentemente resultam da contaminacdo do cateter durante a sua inser¢do ou manipulacao,
permitindo que microrganismos presentes na pele se disseminem pelo dispositivo até o espago
intravascular. Sdo fatores de risco aspectos como condi¢cdes do hospedeiro, como doencas
cronicas, transplantes e nutrigdo parenteral, além do tempo de hospitalizacdo e uso
prolongado do cateter (Baier et al., 2020). A progressao dessa infec¢ao esta ligada a
habilidade do microrganismo de sobreviver as defesas do sistema imunoldgico do hospedeiro
e as suas propriedades de viruléncia. A bacteremia por E. coli pode induzir uma resposta

inflamatoéria intensa, o que contribui para as elevadas taxas de mortalidade associadas (Daga

etal., 2019).

1.4 Caracterizacio genotipica de E. coli

1.4.1 Grupos filogenéticos

Em 1987, foi proposta uma classificagdo filogenética de E. coli com base na técnica de
eletroforese de enzimas multilocus (MLEE - multilocus enzyme electrophoresis), que analisou
uma colecao de 72 amostras de E. coli de diversas origens. Essa técnica avalia as diferengas

na mobilidade de enzimas selecionadas em um gel de eletroforese, permitindo inferir a
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presenca de diferentes alelos. Um conjunto de 35 enzimas foi utilizado para agrupar as
amostras de E. coli em seis grupos filogenéticos principais: A, B1, B2, C, D e E. As cepas
ExPEC sao predominantemente encontradas nos grupos B2 e D, enquanto cepas consideradas
comensais ¢ associadas a diarreia sdo agrupadas nos grupos A e B1. Andlises mais recentes
indicaram a existéncia de oito grupos filogenéticos, com a inclusdo dos grupos F e H, este
ultimo relacionado ao grupo D (Selander et al., 1987; Denamur et al., 2021).

Com o avango das técnicas moleculares e estudos epidemioldgicos, métodos mais
praticos e econdomicos foram desenvolvidos para identificar os grupos filogenéticos de E. coli.
Um protocolo eficiente de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex foi elaborado
para detectar os genes yjaA, chuA e fragmentos de TSPE4.C2, desenvolvido por Clermont e
colaboradores (Clermont, Bonacorsi e¢ Bingen, 2000). O gene yjad esta associado a
caracteristicas de viruléncia e diferenciacdo entre cepas patogénicas e comensais de E. coli,
enquanto o gene chuA esta relacionado a captagdao de ferro por meio do uso de heme, uma
caracteristica importante de cepas uropatogénicas e extraintestinais. Os fragmentos TSPE4.C2
sdo usados como marcadores moleculares para discriminar grupos filogenéticos especificos de
E. coli (Skjet-Rasmussen et al., 2013; De Souza et al., 2019; Byarugaba et al., 2023).

Com base na presenca ou auséncia desses elementos genéticos, as cepas sdo
classificadas nos grupos filogenéticos mais frequentes: A, B1, B2 e D. O grupo A inclui cepas
que nao apresentam esses elementos, o grupo Bl possui o gene TSPE4.C2, o grupo B2 ¢
caracterizado pela presenca dos genes yjad e chuA, enquanto o grupo D é composto por cepas
que possuem apenas o gene chuA (Clermont, Bonacorsi e Bingen, 2000; Gordon et al., 2008;
Lee et al., 2010).

Com o crescente nimero de dados de tipificagdo por sequenciamento de multilocus
sequence typing (MLST) disponiveis para diferentes hospedeiros e locais, identificou-se a
necessidade de aprimorar a classificagdo filogenética desse microrganismo, devido a
agrupamentos inadequados de algumas cepas. Para melhorar a precisdo na diferenciagdo entre
os grupos filogenéticos, foi introduzida a detec¢do do gene arp4 no PCR multiplex. Essa
adaptacdo permitiu uma distingdo mais refinada de oito principais filogrupos (A, B1, B2, C,
D, E, F e clados I a V), com o grupo U designando amostras que ndo foram categorizadas nos
grupos principais pela técnica anteriormente utilizada (Clermont et al., 2013; Yu, Banting e

Neumann, 2021).
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1.4.2 Tipificaciao de linhagens

O MLST ¢ uma metodologia amplamente empregada para a caracterizagdo genotipica
de E. coli, baseando-se na amplificacdo e sequenciamento de sete genes conservados,
conhecidos como genes housekeeping. Estes genes sdo: adenilato quinase (adk), fumarato
hidratase (fumC), DNA girase (gyrB), isocitrato/isopropilmalato desidrogenase (icd), malato
desidrogenase (mdh), adenilsuccinato desidrogenase (purA) e dominio de ligagdo ATP/GTP
(recA). Eles desempenham papeis essenciais na manutenc¢ao celular e suas sequéncias definem
alelos que compdem o perfil alélico, determinando o sequence type (ST) de cada amostra. STs
que variam em até dois alelos sdo agrupados em complexos clonais (CC), permitindo estudos
epidemiologicos robustos devido a estabilidade desses perfis ao longo do tempo (Enright e
Spratt, 1999; Wirth et al., 2006; Maiden et al., 1998).

Atualmente, existem técnicas mais dgeis € economicamente vidveis em comparacao ao
MLST que foram desenvolvidas para identificar as linhagens pandémicas predominantes de
E. coli. Em 2012, Doumith e colaboradores desenvolveram um PCR multiplex capaz de
identificar especificamente as linhagens ST73, ST69, ST131 e ST95, responsaveis por mais
da metade dos casos de infeccdo por essa espécie (Riley, 2014; Turrientes et al., 2014:
Holland et al, 2020). Esta abordagem utiliza a amplifica¢do de fragmentos genomicos Uinicos
e conservados em cada linhagem de interesse. Ap6s a amplificagdo, os produtos sdo separados
por eletroforese em gel de agarose, onde podem ser facilmente observados e diferenciados
com base no tamanho. A técnica demonstrou uma sensibilidade de 100% e especificidade de

99,5%, validada pela comparagdo com o0 MLST (Doumith et al., 2015).

1.5 Linhagens pandémicas de E. coli patogénica extraintestinal

O termo clone refere-se a um grupo de microrganismos geneticamente idénticos
derivados de um ancestral comum, que compartilham caracteristicas genotipicas ou
fenotipicas especificas detectaveis por métodos de tipificagdo molecular, indicando que
pertencem a um mesmo grupo (Riley, 2014; Simar, Hanson e Arias, 2021).

Um estudo de metandlise destacou que o clone ST69 ¢ altamente prevalente em
infeccdes, sendo amplamente distribuido em diversas regides, com prevaléncia
particularmente elevada na América do Norte ¢ Europa. Apesar da atencdo dada ao clone
ST131 em estudos epidemioldgicos devido a sua alta frequéncia em ITUs e ICS, o ST69
também merece destaque por sua importancia clinica e epidemioldgica em diferentes locais e

contextos (Manges et al., 2019).
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Esses dados evidenciam a importancia de monitorar continuamente esses clones

pandémicos para entender melhor sua disseminacdo e impacto na satide publica.

1.5.1 Linhagem ST69

A designagao E. coli O11:K52:H18-D-ST69 reflete uma combinagao de caracteristicas
fenotipicas e genotipicas essenciais para a identificacdo e classificagao dessa linhagem. O
nimero O11 representa o antigeno somatico O, uma parte do lipopolissacarideo presente na
membrana externa da bactéria, enquanto K52 se refere ao antigeno capsular K, que ajuda a
proteger a bactéria contra a resposta imunologica do hospedeiro. O numero HI18 esta
relacionado ao antigeno flagelar H, responséavel pela motilidade bacteriana. A letra D indica o
grupo filogenético ao qual a cepa pertence, caracteristico do complexo clonal 69. Finalmente,
ST69 refere-se ao tipo de sequéncia (sequence type) determinado pela tipagem multilocus,
que identifica a linhagem especifica com base em marcadores genéticos. Esses elementos sao
fundamentais para caracterizar a linhagem ST69, permitindo um acompanhamento preciso de
sua distribui¢do e resisténcia antimicrobiana em diferentes regides e contextos clinicos.

ST69 pertence ao complexo clonal 69 (CC69) e anteriormente identificado como
grupo clonal A (CgA), foi inicialmente descrita em um surto de infec¢des extraintestinais em
Berkeley, California (EUA). Nesse surto, a cepa representou 11% de todas as infecgdes do
trato urindrio (ITU) e 52% das ITUs resistentes a antimicrobianos. Estudos subsequentes
demonstraram que esse grupo clonal estd relacionado a uma parcela significativa das
infecgdes extraintestinais graves em humanos, correspondendo a aproximadamente 10% a
20% de todas as infecgdes por EXPEC. A identificacdo do CgA foi realizada por meio da
técnica de amplificacdo de sequéncias consenso intergénicas repetitivas de enterobactérias
(ERIC2-PCR), que auxilia na diferenciacao genética entre cepas (Manges ef al., 2001; Amee,
Manges e Johnson, 2012). As cepas ST69 pertencem ao grupo filogenético D e estdo
associadas a diversos sorogrupos, incluindo O11, O15, O17, 044, O73, O77, 086, O125ab e
025b (Riley, 2014).

Desde a sua identificagdo inicial em 1999 no norte da California, EUA, as cepas
classificadas como ST69 tém sido reportadas globalmente, sendo isoladas de casos de ITU e
ICS. A distribuicdo geografica dessas cepas ¢ ampla, com registros na Australia, Brasil,
Canada, Chile, Grécia e Estados Unidos, indicando a importancia epidemioldgica do ST69 em
infeccOes extraintestinais (Manges et al., 2006; Dias et al., 2009; Johnson et al., 2009;
Johnson et al., 2011; Riley, 2014).
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A preocupacdo crescente € a evolugdo da resisténcia antimicrobiana das cepas ST69,
que estdo adquirindo novos genes de resisténcia, incluindo ESBLs e carbapenemases,
indicando um alarmante acimulo de resisténcia a antimicrobianos (Giacobbe et al., 2015;
Wang et al., 2016). A maioria das cepas ¢ multirresistente e frequentemente contém um
cassete genético (dfrAl17 — aadAS) que codifica as enzimas diidrofolato redutase e
aminoglicosideo adeniltransferase, respectivamente, presentes em um integron de classe I
(Solberg, Ajiboye e Riley, 2006; Ajiboye et al., 2009). Song e colaboradores (2020) relataram
a presenca de cepas produtoras de ESBL do ST69 em vegetais crus na Coreia do Sul,
ressaltando a disseminacdo deste clone em ambientes agricolas e a possivel rota de
transmissdo para humanos através da cadeia alimentar (Song et al., 2020). Além disso,
estudos identificaram a circulacio do ST69 em amostras de leite com mastite bovina,
destacando a importancia da vigilancia epidemiologica para monitorar a disseminagao deste
clone em diferentes contextos e suas potenciais implicagdes na saude publica e na seguranca
alimentar (Afema et al., 2018; Niiesch-Inderbinen et al., 2019).

Ha poucos estudos disponiveis sobre o ST69 no Brasil, mas os resultados obtidos
evidenciam sua relevancia clinica e epidemiologica. O primeiro relato foi em 2005, quando
Johnson e colaboradores identificaram trés amostras do ST69 em espécimes de urina de um
hospital em Curitiba, sendo duas resistentes a sulfatomexazol-trimetoprim (Johnson et al.,
2005). Durante os anos de 2005 e 2006, um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa
detectou 15 amostras pertencentes ao ST69 em hospitais do Rio de Janeiro, 93% delas
resistentes a esse mesmo antimicrobiano (Dias et al., 2009b). Em 2013, de Souza da-Silva e
colaboradores confirmaram esses dados e caracterizaram genes de viruléncia presentes nas
amostras, incluindo fimH e iutA (de Souza da-Silva et al, 2017). Em 2018, Campos e
colaboradores relataram que o ST69 representava 8% das amostras de urina hospitalares no
Rio de Janeiro, com resisténcia superior a 50% para sulfatomexazol-trimetoprim (Campos et
al., 2018). Um estudo realizado com amostras de 2015 revelou que o ST69 foi o clone mais
frequente (15,4%) em infec¢cdes adquiridas na comunidade, apresentando uma taxa
significativa de resisténcia a ciprofloxacino (25%) (de Souza da-Silva et al., 2020). No
entanto, em 2019, houve uma diminui¢ao dessa frequéncia (11%), sendo o clone ST131 mais
frequente (14%), em uma colegdo de 998 amostras de E. coli isoladas de ITU communitéria

(Castro et. al., 2019).
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1.6 Resisténcia a antimicrobianos

Na ultima década, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destacou a resisténcia
antimicrobiana como uma séria ameaga a satde publica global. Em resposta, diversos paises
foram incentivados a elaborar estratégias individuais para prevenir e controlar a emergéncia e
disseminagdo de patdogenos que apresentam resisténcia aos antimicrobianos (OMS, 2017). A
presenca de bactérias multirresistentes, que ndo respondem a trés ou mais classes de
antimicrobianos, representa uma séria preocupagdo para a saude publica, especialmente
considerando o limitado nimero de novos farmacos em desenvolvimento. Em 2019, a
resisténcia antimicrobiana foi responsavel por aproximadamente 1,27 milhdo de obitos
globalmente, sendo que infec¢des por E. coli contribuiram com mais de 250 mil desses casos
(Magiorakos et al., 2012; Murray et al., 2022). O Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia
e Utilizacdo de Antimicrobianos (GLASS) de 2022 demonstrou uma correlagdo direta entre o
consumo ¢ a resisténcia de antimicrobianos (Ajulo e Awosile, 2024). Em 2024, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), emitiu uma nota estratificando em diferentes niveis uma lista com
diferentes patdogenos humanos que foram considerados como prioridades pela agéncia para
pesquisa e desenvolvimento de antimicrobianos; incluindo Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos e, as cefalosporinas de terceira geracdo como de nivel critico, prioridade 1
(OMS, 2024).

E. coli ¢ uma bactéria de relevancia clinica e epidemioldgica significativa, reconhecida
por sua capacidade de causar infec¢des alimentares e por servir como reservatorio crucial de
genes de resisténcia antimicrobiana. A resisténcia dessa espécie aos antimicrobianos resulta
de uma variedade de mecanismos, incluindo a produ¢do de enzimas que hidrolisam diferentes
classes de antimicrobianos, bombas de efluxo, alteragdes na permeabilidade da membrana e
modificagdes em proteinas de ligacao a penicilina (Karaiskos et al., 2019; Peng et al., 2022).
Adicionalmente, sua eficiente capacidade de adquirir e disseminar genes de resisténcia por
através de plasmideos e outros elementos genéticos moveis (da Cruz Campos et al., 2020). A
plasticidade genética da E. coli, sua capacidade de se adaptar e adquirir novas caracteristicas,
¢ impulsionada em grande parte pela transferéncia horizontal de genes. Esse processo ¢
mediado por diferentes mecanismos, permitindo que a bactéria incorpore material genético de
outras bactérias, expandindo seu arsenal de habilidades e resisténcias. Plasmideos, estruturas
circulares de DNA extracromossdmico, funcionam como vetores altamente adaptaveis para a

transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre bactérias (da Cruz Campos et al., 2020).
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1.6.1 Resisténcia aos beta-lactimicos

Os betalactamicos representam uma classe crucial de antimicrobianos amplamente
prescritos devido as suas diversas indicacdes clinicas. Eles sdo subdivididos em penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos € monobactamicos, cada um com estruturas quimicas
distintas. Esses antimicrobianos atuam como bactericidas ao se ligarem as proteinas de
ligagdo a penicilina (PBP), interferindo na sintese da parede celular bacteriana,
especificamente na etapa de transpeptidacdo, resultando na interrupcdo da sintese de
peptidoglicano e consequente morte bacteriana (Bush e Bradford, 2016; Tooke et al., 2019).

A resisténcia a antimicrobianos betalactamicos em bactérias gram-negativas esta
principalmente relacionada a produc¢do de enzimas betalactamases, que possuem a capacidade
de hidrolisar o anel beta-lactamico desses antimicrobianos (Bush, 2018; Tooke ef al., 2019).
Essas enzimas constituem um dos principais mecanismos de resisténcia, comprometendo a
eficacia terapéutica dos betalactamicos contra infec¢des bacterianas (Bush, 2018; Tooke et al.,
2019).

As betalactamases podem ser classificadas segundo dois sistemas principais: o de
Bush-Jacoby-Medeiros e o de Ambler. A classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros (1995) foca
na especificidade do substrato e na capacidade das enzimas serem inibidas por determinados
agentes, dividindo as betalactamases em grupos funcionais (Bush, Jacoby e Medeiros, 1995;
Bush, 2018). Por outro lado, o sistema Ambler (1980) categoriza as betalactamases com base
em suas sequéncias de aminoacidos e estrutura molecular, resultando em quatro classes
moleculares: A, B, C e D (Ambler, 1980).

As betalactamases das classes A, C e D de Ambler sdo conhecidas como
serino-betalactamases devido a presenca de um residuo de serina no sitio ativo, enquanto as
enzimas da classe B, ou metalo-beta-lactamases (MBLs), contém ions de zinco em seu sitio
ativo (Bush, 2018; Tooke et al., 2019). Entre os exemplos de cada classe, podemos destacar
TEM, SHV, CTX-M e KPC na classe A; NDM ¢ VIM na classe B; CMY e ADC na classe C;
¢ OXA na classe D (Fernandes, Amador e Prudéncio, 2013; Tooke et al., 2019).

O sistema de Bush-Jacoby-Medeiros divide as betalactamases em trés grupos
funcionais: Grupo 1, que corresponde as cefalosporinases da classe C de Ambler e ndo sdo
inibidas por acido clavulanico nem EDTA; Grupo 2, que engloba as serino-beta-lactamases
das classes A e D de Ambler e inclui enzimas capazes de hidrolisar penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos e carbapenemas; e¢ Grupo 3, que corresponde as
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metalo-betalactamases da classe B de Ambler, que hidrolisam carbapenemas e sdo inibidas
por EDTA, mas nao por &cido clavulanico (Bush e Jacoby, 2009; Bush, 2018).

ESBL pertencem principalmente a classe A de Ambler ¢ ao Grupo 2 de
Bush-Jacoby-Medeiros, com exce¢ao das ESBL do tipo OXA, que sdo classificadas na classe
D de Ambler (Bush, 2018; Tooke et al., 2019). Essas enzimas sdo codificadas por plasmideos
e possuem a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de 1* a 3* geracdo e
monobactamicos, mas ndo hidrolisam cefamicinas nem carbapenémicos. As ESBL sdo
inibidas por inibidores classicos de beta-lactamases, como o 4cido clavulanico, sulbactam e
tazobactam (Paterson e Bonomo, 2005; Tooke et al., 2019). As enzimas do tipo TEM, SHV e
CTX-M, que sdo disseminadas em plasmideos e outros elementos genéticos moveis,
apresentam diferentes afinidades por cefalosporinas de 3* geracdo. TEM e SHV tém maior
atividade catalitica sobre a ceftazidima, enquanto CTX-M apresenta maior afinidade pela
cefotaxima (Shen et al., 2017). Além das ESBL, as enzimas do tipo AmpC, conhecidas como
cefalosporinases do grupo C de Ambler, diferem pela capacidade de hidrolisar cefamicinas e
pela resisténcia aos inibidores de beta-lactamase. As betalactamases do tipo KPC sdo
carbapenemases de classe A capazes de hidrolisar carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas
e monobactamicos. A primeira enzima, KPC-1, foi isolada de Klebsiella pneumoniae e
descrita com a capacidade de hidrolisar estes antibioticos. Subsequentemente, as enzimas
KPC-2 e KPC-3 foram identificadas e atualmente estdo disseminadas em outros géneros de
Enterobacteriaceae (Tooke et al., 2019; Halat ¢ Moubareck, 2020).

Embora sejam raras, foi detectada em um ambiente hospitalar na China, uma cepa do
ST69 resistente a cefalosporinas de terceira geragao e portadora de um plasmideo IncF que
inclui o gene blaCTX-M-27 e outros genes de resisténcia. Este plasmideo também confere
resisténcia a aminoglicosideos, macrolideos, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim.
Elementos genéticos moveis, como IS Ecpl, IS 903B, IS 26, Tn 3, IS 6100 e um integron de
classe 1 também foram identificados, indicando seu potencial significativo na disseminacdo
global desses genes de resisténcia (Wang et al., 2024).

Carbapenemas representam uma classe crucial de betalactamicos, frequentemente
reservadas para tratamento de infecgdes causadas por Enterobacteriaceae produtoras de
ESBL (Cai et al., 2017; Shahbazi et al., 2018). Estas enzimas podem ser classificadas nas
classes A, B ¢ D de Ambler, com muitas exibindo a capacidade de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemas e aztreonam, limitando severamente as opgles terapéuticas
(Queenan e Bush, 2007; Haller et al., 2018). Particularmente, as metalo-betalactamases

(MBL), ou carbapenemases do grupo B, tém a capacidade de hidrolisar uma ampla gama de
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betalactamicos, excluindo os monobactamicos como o aztreonam. Essas enzimas sao
resistentes aos inibidores comuns de betalactamases, mas sdo suscetiveis a inibi¢do por
quelantes de ions metalicos, como o EDTA (Bush, 2018; Tooke ef al., 2019). As principais
familias de MBL incluem IMP, VIM, NDM, GIM e SIM. Muitas dessas enzimas estdo
integradas em elementos genéticos moveis como integrons, que facilitam a transferéncia de
genes de resisténcia entre bactérias. NDM foi identificada pela primeira vez em Nova Deli,
fndia, em 2008, ¢ desde entdio se disseminou globalmente, com pelo menos 24 variantes

detectadas em mais de 60 espécies bacterianas até 2020 (Halat e Moubareck, 2020).

1.6.2 Resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas agem ligando-se e inibindo a atividade de enzimas essenciais
para a replicacdo do DNA bacteriano, especificamente a topoisomerase Il (DNA girase) e a
topoisomerase 1V, que sdo codificadas pelos genes parC e parE (Komp Lindgren et al., 2003).
A resisténcia as fluoroquinolonas esta relacionada a mutagdes pontuais na regido determinante
de resisténcia a quinolonas (QRDR). Essas mutacdes levam a substituicdes nos codons
serina-83 e aspartato-87 de gyrA4, e nos cddons serina-80 e glutamato-89 de parC (Fabrega et
al., 2009). A DNA girase, codificada pelos genes gyrd e gyrB, & essencial para o
superenrolamento do DNA. Mutagdes pontuais na sequéncia N-terminal da proteina GyrA,
especificamente nos aminoacidos 67 (Ala-67) a 106 (GIn-106), correlacionam-se fortemente
com a resisténcia fenotipica as quinolonas e fluoroquinolonas, caracterizando a QRDR
(Friedman et al., 2001; Pourahmad Jaktaji e Mohiti, 2010).

Genes como gnrA, gnrB e gnrC sdo cruciais para a resisténcia mediada por plasmideos
(PMQR), pois inibem a ligacdo das quinolonas a DNA girase e as topoisomerases (Shahbazi
et al., 2018; Kot., 2019).Além disso, a producdo de aminoglicosideo-acetil-transferase
AAC(6")Ib-cr, a familia QNR e as bombas de efluxo como OgxAB e QepA sdo apontadas
como as principais responsaveis pela resisténcia as quinolonas mediada por plasmideos
(PMQR) (Ruiz, Pons e Gomes, 2012). Outros mecanismos importantes incluem a presenga de
bombas de efluxo e a diminuigdo da captacao de antibidticos devido a alteracdes nas proteinas
porinas da membrana externa (Asadi Karam, Habibi e Bouzari, 2019). Abdelhamid e
Abozahra (2017) demonstraram que a maior expressdo dos genes codificadores das bombas
de efluxo acrA e mdfA esta associada a crescente resisténcia a levofloxacina, confirmando que
os sistemas de bomba de efluxo contribuem para a resisténcia as fluoroquinolonas

(Abdelhamid e Abozahra, 2017; Kot, 2019).
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Muitas opgdes de tratamento para infecgdes causadas por E. coli estdo sendo
comprometidas pela disseminagdo de clones pandémicos multirresistentes que produzem
ESBL. Esses clones apresentam alta resisténcia a diversos antimicrobianos, incluindo
fluoroquinolonas (Van Hout et al., 2020). Grande parte desses clones estdo distribuidos na
comunidade, causando infec¢des comunitarias que estdo frequentemente associadas a ITU e
infecgdes do trato hepatico-biliar (Abernethy et al., 2017; Vihta et al., 2018).

A disseminacdo de E. coli resistente a cefalosporina de terceira geragdo tem
desempenhado um papel significativo na epidemiologia das infec¢des por esta bactéria em
nivel global. Essas cepas frequentemente apresentam resisténcia multipla a outros
antimicrobianos, caracterizando um desafio adicional para o tratamento clinico eficaz dessas

infec¢oes (MacKinnon et al., 2021).

1.6.3 Resisténcia aos aminoglicosideos

Os aminoglicosideos s3o eficazes contra uma ampla gama de patdgenos
Gram-negativos e Gram-positivos, incluindo os MDR, agindo pela inibi¢ao geral da sintese
proteica bacteriana (Serio et al., 2018; Garneau-Tsodikova e Labby, 2016). Frequentemente
utilizados em combinagdo com betalactdmicos no tratamento empirico de infecgdes
hospitalares graves, esses antibidticos enfrentam resisténcia principalmente através de
modifica¢des enzimaticas como acetilacdo (AAC), adenilagdo (ANT) e fosforilacdo (APH)
(Serio et al., 2018; Ojdana et al., 2018). Essas enzimas sao frequentemente codificadas por
genes localizados em elementos genéticos moveis, como plasmideos, que também podem
carregar genes de resisténcia a outros antimicrobianos, como beta-lactamicos e
carbapenemases (Ojdana et al., 2018). AAC ¢ classificada em quatro subclasses principais,
com AAC(6’)Ib-cr conferindo resisténcia a fluoroquinolonas em niveis moderados (Serio et
al., 2018). Além das modificacdes enzimaticas, outros mecanismos de resisténcia incluem
aumento do efluxo de aminoglicosideos por bombas de efluxo e reducdo da permeabilidade da
parede celular bacteriana. Mutagdo nos genes que codificam ou afetam os alvos ribossdmicos,
como a subunidade 30S, também podem contribuir para a resisténcia (Garneau-Tsodikova e

Labby, 2016; Doi, Wachino e Arakawa, 2016).
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1.6.4 Resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim

As sulfonamidas atuam sobre a sintese de folato por um mecanismo de competi¢ao
com o acido p-aminobenzoico (PABA). O trimetoprim (TMP) atua sobre a enzima
diidrofolato redutase impedindo a formagdo do metabdlito ativo. Desta forma, o efeito da
associacao de sulfametoxazol com TMP ¢ sinérgico. A resisténcia as sulfonamidas pode
ocorrer por mutacdo, ocasionado o aumento da producdo de PABA ou a ativacdo de vias
alternativas para sua sintese. J4 a resisténcia ao trimetoprim ocorre por alteragdo da
permeabilidade celular. Esta resisténcia pode ser mediada por plasmideos ou transposons
(Alrabiah et al., 2018). TMP ¢ um inibidor competitivo da enzima bacteriana dihidrofolato
redutase (DHFR) (Cockerill e Edson, 1991). Sulfametoxazol pertence a classe das
sulfonamidas, sendo um inibidor da enzima diidropteroato sintase (DHPS) (Cockerill e
Edson, 1991). Ambos os farmacos interrompem as vias de sintese do acido folinico,
impedindo a sintese do DNA bacteriano (Cockerill ¢ Edson, 1991). Dentre os mecanismos
que ocasionam a resisténcia a TMP estao: a superexpressao da enzima DHFR, que ocorre por
mutacdo no promotor do gene dhfr (Huovinen, 2001) e mutagdes no proprio gene dhfr,
codificando uma enzima modificada (Dale et al., 1997; Huovinen, 2001). A resisténcia as
sulfonamidas pode ocorrer devido a muta¢des no gene dhps cromossdmico ou pode ser
mediada por plasmideos, através da acdo de trés enzimas DHPS resistentes que sdo
codificadas pelos genes sull, sulll e sullll (Skold, 2000; Poirel et al., 2018). Além disso, as
bombas de efluxo e alteracdes na permeabilidade da membrana também podem conferir
resisténcia tanto a TMP quanto as sulfonamidas (Cockerill e Edson, 1991; Huovinen, 2001).

Com base nos resultados do estudo conduzido por Madut e colaboradores (2020), a
resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim em infecgdes da corrente sanguinea por E. coli
revelou-se significativa. Entre as 31 amostras analisadas, todas apresentaram resisténcia ao
sulfametoxazol-trimetoprim (100%). Esta alta taxa de resisténcia contrasta com indices
inferiores observados para outros antimicrobianos testados, como ampicilina (93,6%),
ceftriaxona (9,7%), ciprofloxacina (16,1%), e gentamicina (22,6%). Tais resultados
evidenciam a necessidade urgente de estratégias eficazes para o controle de infecg¢des e o
desenvolvimento de novas terapias para enfrentar o crescente desafio da resisténcia

antimicrobiana em infecg¢des graves por este patogeno (Madut et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

E. coli ¢ reconhecida como um dos principais agentes de infecgdes da corrente
sanguinea associadas a bactérias Gram-negativas. A prevaléncia crescente de cepas resistentes
a antimicrobianos, particularmente aquelas produtoras de ESBL, compromete a eficacia da
terapia antimicrobiana empirica (Tumbarello et al., 2010). Cepas MDR, incluindo as ESBL,
sdo endémicas em ambientes de salide e emergem como importantes agentes de infecgdes
comunitérias (Rodriguez-Bano et al., 2009). Os clones pandémicos ST69, ST131, ST73 e
ST95 de E. coli sdo frequentemente isolados em infec¢des, representando cerca de 50% dos
casos em estudos diversos (Yamaji et al., 2018). As amostras de E. coli do ST69 sao
reconhecidas como uma das principais linhagens causadoras de infecgdes extraintestinais,
incluindo infec¢des do trato urinario e infecgdes da corrente sanguinea (Riley, 2014; Manges
et al., 2019). Estudos internacionais, como a revisdo de Manges e colaboradores (2019), tém
sido cruciais para monitorar a distribuicdo geografica e temporal do clone ST69, fornecendo
dados epidemioldgicos fundamentais (Manges et al., 2019).

No Brasil, poucos estudos avaliam a evolugao e disseminagao dos principais clones de
interesse no pais. Em estudos realizados por nosso grupo, foi verificada uma baixa frequéncia
do ST69 variando entre 11% (2005), 15% (2015) e 11% (2019) (Dias et al., 2009; De Souza
Da-Silva et al., 2020; Castro, 2022). Esses dados divergem em relagdo ao predominio do
ST69 em outros paises. As razdes pelas quais as cepas do ST69 sdo susceptiveis a maioria dos
antimicrobianos e mais disseminadas em diversas regides do mundo, e pouco frequente no
Brasil, ainda sdo pouco exploradas.

O presente trabalho visa contribuir para um melhor entendimento da resisténcia
antimicrobiana das linhagens do clone ST69 de E. coli isoladas de infecgdes da corrente
sanguinea, fornecendo informacdes importantes para estratégias de controle e tratamento

eficazes.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Descrever o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de uma colegdo de cepas de

E. coli do clone ST69 isoladas de infeccao de corrente sanguinea (ICS) no Rio de Janeiro, no
periodo de 2014 a 2023.

3.2. Objetivos especificos

a) Descrever o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das amostras provenientes do

clone ST69 isoladas de ICS.

b) Avaliar a distribuicdo de amostras produtoras de ESBL no periodo de 2014 a 2023.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Colecao

A colecao obtida foi formada por 53 amostras bacterianas obtidas de pacientes que
apresentaram ICS e foram admitidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF), localizado no Rio de Janeiro, entre o periodo de 2014 a 2023. Amostras
identificadas como E. coli isoladas de hemoculturas e estocadas no banco de culturas
bacteriana do hospital foram enviadas para o Laboratério de Investigagdo em Microbiologia
Meédica (LIMM), localizado no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées (IMPG) da UFRJ.
As amostras foram repicadas em meio agar MacConkey pela técnica de esgotamento e
submetidas a confirmacdo da identificacdo através de espectrometria de massas por
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time of flight) e armazenadas em
criotubos contendo meio TSB adicionado de glicerol a 15% (v/v), em freezer a —20°C. As
amostras foram tipificadas previamente para a determinacdo do ST utilizando a técnica de

PCR multiplex, conforme o protocolo descrito por Doumith e colaboradores (2015).

4.2 Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos

Para realizar este teste, as amostras foram cultivadas em meio agar triptona de soja
(TSA) e as culturas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. Em tubos contendo solucao
salina (0,85%), foram adicionadas aproximadamente 3 a 5 colOnias bacterianas até obter uma
turvacdo semelhante a solugdo padrdo 0,5 da escala McFarland (1,5 x 10° UFC/mL). Esta
suspensdo foi semeada de maneira confluente por meio de um swab em meio agar
Mueller-Hinton (MH, Becton-Dickinson). Ap6s a semeadura, os discos com antimicrobianos
(Cefar®) (Tabela 1) foram colocados na superficie do agar. As placas foram entdo incubadas
na estufa por 16 a 18 horas a 35 + 2 °C. A cepa E. coli ATCC® 25922 foi utilizada como
controle de qualidade dos discos antimicrobianos, e os resultados foram analisados pela
mensuracao dos halos de inibi¢do de cada disco de antimicrobiano, seguindo as diretrizes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023) e Comité Brasileiro de Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST, 2023).

A producdo de ESBL foi determinada através da técnica de disco-aproximacao com
discos de cefotaxima, cefepima e aztreonam posicionados a 20 mm de distancia centro a

centro de um disco central de amoxicilina/acido clavulanico (Jarlier et al., 1988). A amplia¢ao
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do halo de inibicdo ou o aparecimento de uma terceira zona de inibi¢do, conhecida como zona
fantasma, entre o disco de AMC e um dos outros discos foi considerada indicativa da

producao de ESBL.

Tabela 1- Antimicrobianos utilizados no teste de susceptibilidade por disco difusao

Antimicrobiano Sigla  Concentracao Classe
Ampicilina AMP 10 ug
L A .
Amoxicilina/Ac. Clavulanico AMC 20ng/10 ng Penicilinas
o TZP 100710 pg,
Piperaciclina-tazobactam 30/6ug!
Cefalosporinas 1?
CFzZ 30
Cefazolina He geracao
Cefuroxi 30 CRX 30 i a
efuroxima (30 pg) ng Cefalosporjnas 2| Betalactamicos
Cefoxitina (30 pg) CFO 30 ug geracao
Cefotaxima CTX 30ug, 5 ug' | Cefalosporinas 3*
Ceftazidima CAZ 30pg, 10 pg' geragao
Cefalosporinas 4*
Cefepima CPM 30 ug geragao
Aztreonam ATM 30 ug Monobactamicos
Ertapenem ETP 10 pug
Carbapenémicos
Imipenem IPM 10 pug
Amicacina AMI 30 ug _ '
Aminoglicosideos
Gentamicina GEN 10 pg
Fosfomicina FOS 200 pg Fosfomicinas
Ciprofloxacina CIP 5ug Quinolonas
Sulfametoxazol-trimetoprim SUT  |23,75/1,25 pg! Sulfonamidas
Tigeciclina TGC 15 ng Glicilciclinas/Tetraciclinas

! Concentragoes diferentes utilizadas de acordo com as normas do CLSI e BrCAST, respectivamente.
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4.4 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario

Clementino Fraga Filho (CAAE 66933522.6.0000.5257).
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5. RESULTADOS

5.1 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Das 53 amostras analisadas, apenas 20,7% (n=11) mostraram-se suscetiveis a todos os
antimicrobianos testados. O antimicrobiano com maior taxa de resisténcia foi a ampicilina,
com 58,5% (n=31), seguido do sulfametoxazol-trimetoprim, com 54,7% (n=29) das amostras
classificadas como resistentes. A terceira maior taxa de resisténcia foi observada com a
cefazolina, uma cefalosporina de primeira geragdo, com 49,1% (n=26) das amostras
resistentes. Nao foi observada resisténcia a tigeciclina e fosfomicina. Os demais resultados

encontram-se na tabela 2.

Tabela 2- Frequéncia (%) de amostras de E. coli ST69 ndo-susceptiveis aos antimicrobianos

Antimicrobianos Numero de amostras nio-susceptiveis (%)
Amicacina 1(1,9)
Amoxicilina/Ac. Clavulanico 4 (7,5)
Ampicilina 31 (58,5)
Aztreonam 6 (11,3)
Cefazolina 26 (49,1)
Cefepima 11 (15,1)
Cefotaxima 9 (17)
Cefotaxima BrCast 8 (15,1)
Cefoxitina 2 (3,8)
Ceftazidima 7 (13,2)
Ceftazidima BrCast 10 (18,9)
Cefuroxima 8 (15,1)
Ciprofloxacina 9(17,1)
Ertapenem 1(1,9)
Fosfomicina 0 (0)
Gentamicina 5(9,4)
Imipenem 3(5,7)
Piperacilina-tazobactam 3(5,7)
Piperacilina-tazobactam BrCast 3(5,7)
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Sulfametoxazol-trimetoprim 29 (54,8)

Tigeciclina 0(0)

5.2 Producio de Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

Das 53 amostras de E. coli ST69 analisadas, 9 (17%) foram identificadas como
produtoras de ESBL. A distribui¢ao das amostras produtoras de ESBL nao foi uniforme ao
longo dos anos. Foi observado um aumento em 2022 e 2023, onde 55,6% (n= 5/9) foram

detectadas.

Tabela 3 - Frequéncia (%) de amostras E. coli ST69 ESBL positivas durante o periodo de
2013 a 2024.

Ano de isolamento Numero total de amostras Nimero de ESBL positivas (%)
2014 7 0 (0)
2015 8 1(12,5)
2016 2 0(0)
2017 4 1(25)
2019 3 1(33,3)
2020 3 0(0)
2021 3 1(33,3)
2022 11 2 (18,1)

2023 12 2 (16,6)
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6. DISCUSSAO

O clone ST69 ¢ reconhecido como pandémico e agente importante de infecgdes
extraintestinais, como infec¢ao urindria. Embora ja tenha sido amplamente estudado em
outras regides do mundo (Manges et al., 2001; Riley, 2014), existem poucos estudos
disponiveis sobre o ST69 no Brasil (Dias ef al., 2009a, 2009b; Berman et al., 2014; Campos
et al., 2018; De Souza da-Silva et al.,2020; Campos et al., 2020; Vilar, 2021).

Berman e colaboradores (2014) descreveram que o ST69 foi identificado com
resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo em casos de meningite ¢ UTI em Salvador,
Brasil. No estudo de Campos e colaboradores (2018), encontraram uma prevaléncia de 8,33%
do ST69 em infecgdes urinarias em hospitais do Rio de Janeiro, com uma suscetibilidade
geral a antibioticos como as cefalosporinas. De Souza da-Silva e colaboradores (2020)
relataram que o ST69 foi responsavel por 15% das infec¢Oes urindrias comunitdrias
resistentes, enquanto o ST131 representou 8% dos casos, evidenciando a relevancia desses
clones no cenario local.

Devido ao nimero reduzido de trabalhos que investiguem essa linhagem no Brasil,
buscamos identificar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos nas amostras utilizadas
neste trabalho. Os resultados revelaram que ao menos 20,7% (n=11) das amostras isoladas de
ICS foram classificadas como susceptiveis a todos antimicrobianos testados. Embora raro, foi
relatado na Italia uma cepa ST69 isolada de um paciente idoso e imunocomprometido
apresentou um fenotipo multirresistente. E apesar de ser resistente a maioria dos antibidticos
beta-lactamicos, incluindo cefalosporinas de amplo espectro, trimetoprima/sulfametoxazol e
ciprofloxacino, permaneceu suscetivel a amicacina, amoxicilina-acido clavulanico, tigeciclina
e carbapenémicos (De Francesco ef al., 2023).

A ampicilina apresentou a maior taxa de resisténcia entre os antimicrobianos testados,
com 58,5% das cepas resistentes. Esse achado € consistente com a crescente preocupagao
sobre o uso indiscriminado de aminopenicilinas, o que favorece a selecdo de cepas resistentes
(Van Duijkeren et al., 2023). Estudos indicam que infec¢des da corrente sanguinea por E. coli
exibem altas taxas de resisténcia a ampicilina. Em um estudo realizado na China, 90,7% das
cepas de E. coli isoladas de infecgdes sanguineas apresentaram resisténcia a ampicilina
(Zhang et al., 2021). Em um estudo realizado no sudoeste da Nigéria, 92,5% das amostras de

E. coli eram resistentes a ampicilina (Afolayan et al., 2022). Estudos recentes de cepas
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1soladas de ICS relatam taxas de resisténcia de até 87,5% (Lwigale, 2023) e 91,4% (Gong et
al., 2023).

Os resultados deste estudo mostraram que as amostras isoladas apresentaram taxas de
ndo  susceptibilidade de 7,5% para amoxicilina/clavulanato e 5,7%  para
piperacilina/tazobactam. Esses resultados sdo consistentes com os dados de um estudo
realizado no Canadd, onde cepas de ST69 isoladas de ICS apresentaram taxas de nao
susceptibilidade de 10,7% para amoxicilina/clavulanato e 1,8% para piperacilina/tazobactam,
além de 71,4% de resisténcia a ampicilina (Holland et al., 2020). Um estudo realizado no Ird a
partir de espécimes extraintestinais, o ST69 foi caracterizado por uma prevaléncia de 50% de
resisténcia a amoxicilina/clavulanato, bem como uma alta taxa (41,7%) de fenotipos MDR e
resisténcia ao trimetoprima-sulfametoxazol (91,7%), que foram as maiores taxas entre 0s
quatro principais STs do estudo (Hojabri et al., 2019).

No estudo de Xiao e colaboradores (2022), observou-se que 58,8% das amostras de E.
coli eram produtoras de ESBL, com uma baixa taxa de resisténcia a piperacilina-tazobactam
(5%). Em um estudo recente realizado na Australia, foi observado que 95% das amostras de
E. coli produtoras de ESBL foram sensiveis a piperacilina-tazobactam, o que ¢ consistente
com os resultados encontrados em nosso estudo (Langham ef al., 2024). A alta
susceptibilidade de piperacilina-tazobactam em diversas infecgdes por E. coli esta ligada ao
fato de que, embora o tazobactam iniba muitas beta-lactamases, apresenta uma eficacia
consideravel contra cepas nao produtoras de ESBL (Islam et al., 2022; Sumi et al., 2022).
Mesmo em E. coli produtora de ESBL, a efic4cia do deste antimicrobiano pode ser mantida,
embora inferior a dos carbapenémicos como o meropenem, o que sugere que, em doses
controladas, o medicamento ainda ¢ uma opgao viavel, embora com menor poténcia (Islam et
al., 2022).

As cefalosporinas de primeira geragdo (cefazolina) e segunda geragdo (cefuroxima e
cefoxitina) sdo amplamente utilizadas para tratar infec¢des causadas por E. coli, incluindo
ICS. No entanto, o aumento da resisténcia devido a producdo de betalactamase e alteragdes
nos poros da membrana limitou sua eficacia, especialmente em infecgdes graves (Wang et al.,
2020). Os resultados deste estudo mostraram que as amostras isoladas apresentaram taxas de
nao susceptibilidade de 49% para cefazolina, 15,1% para cefuroxima e 3,8% para cefoxitina.
Esses dados contrastam com os resultados de um estudo realizado na China, onde as cepas de
E. coli 1soladas de infecgdes da corrente sanguinea, apresentaram altas taxas de resisténcia

cefazolina (72,5%), cefuroxima (68,5%) e cefoxitina (63,7%) (Xiao et al., 2022).
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As cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, como cefotaxima, ceftazidima e
cefepima, sdo amplamente utilizadas no tratamento de infecg¢des graves devido ao seu amplo
espectro de acdo e maior estabilidade frente a algumas beta-lactamases. Essas caracteristicas
as tornam opgoes valiosas no tratamento de ICS (Bavaro et al., 2023). Neste estudo,
observamos taxas de ndo susceptibilidade de 17% para cefotaxima, 13,2% para ceftazidima e
15,1% para cefepima em cepas de E. coli isoladas de ICS. Um estudo realizado na Coreia do
Sul, que avaliou fatores de risco para ICS em pacientes com infecgdes do trato urinario,
relatou taxas de ndo susceptibilidade de 30% (n=15) para cefotaxima, 4% (n=2) para
cefazolina e 18% (n=8) para cefepima em 50 amostras da linhagem ST69 (Choi et al., 2022).
Em um estudo realizado no sudoeste da Inglaterra para avaliar a tendéncia de resisténcia aos
antimicrobianos usados no tratamento de infec¢des de corrente sanguinea (ICS), observou-se
que, entre 2016 e 2019, a resisténcia aumentou nas cefalosporinas de terceira geragao (9,4%
em 2016 e 11,9% em 2019). No entanto, a resisténcia permaneceu mais alta em 2021 em
comparagdo a 2016, apesar da tendéncia de queda observada desde 2019 (9,4% em 2016 e
10,0% em 2021) (Stanley et al., 2024).

Embora os monobactamicos sejam eficazes contra bactérias gram-negativas, sua
eficacia ¢ comprometida em cepas produtoras de ESBL (Mauri et al., 2021). Em nosso
estudo, observamos uma taxa de ndo susceptibilidade de 11,3% (n=6/53) para aztreonam. Um
estudo realizado no Iraque relatou uma taxa de resisténcia ao aztreonam de 14,3% em 35
amostras clinicas de E. coli, coletadas de diversas fontes, incluindo urina, sangue, abscessos ¢
outras. Além disso, 80% das amostras foram positivas para ESBL, o que frequentemente
confere resisténcia a esse antimicrobiano (Al-Attar, 2014). Um estudo realizado na India
identificou que, entre as amostras de E. coli, 55,55% eram produtores de ESBL, sendo o
sangue a fonte com a maior propor¢ao de cepas produtoras de ESBL (66,67%). Ademais,
entre amostras de sangue produtoras de ESBL, apenas 10% das cepas foram suscetiveis ao
aztreonam, evidenciando a associa¢do direta entre a producdo de ESBLs e a alta resisténcia a
esse antimicrobiano (Kumar et al., 2014). No entanto, em um estudo realizado na China, a
taxa de ndo susceptibilidade ao aztreonam foi de 62,5% entre cepas de E. coli provenientes de
ICS (Huang et al., 2023).

Os carbapenémicos sdao antibidticos de amplo espectro frequentemente utilizados
como terapias de ultima linha em infec¢des graves, particularmente naquelas causadas por
bactérias multirresistentes (Armstrong, Fenn & Hardie, 2021; Megcik et al., 2024). Neste
estudo, as taxas de ndo susceptibilidade observadas para ertapenem e imipenem foram de

1,9% e 5,7%, respectivamente. Comparativamente, um estudo realizado na China avaliando
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60 cepas de E. coli produtoras de ESBL isoladas de ICS, ndo foi observado resisténcia ao
ertapenem e imipenem, apresentando sensibilidade total (Li ef al., 2023). Um estudo realizado
na Etiopia com 14 amostras de E. coli de ICS, onde foi o segundo gram-negativo mais comum
com 9% (n=14/79) foi observada taxa de resisténcia de 1,0% ao imipenem (Bitew, Adane e
Abdeta, 2023). Um estudo recente realizado na Espanha observou que a resisténcia aos
antibioticos amostras do clone ST69 de pacientes com bacteremia, a susceptibilidade
observada ao imipenem e ertapenem foram de 100% (n=0/23) (Maldonado et al., 2024). Esses
valores indicam uma baixa prevaléncia de resisténcia, refor¢gando o papel dos carbapenémicos
como agentes terapéuticos robustos para o manejo de infecgdes graves por cepas
multirresistentes (Li et al., 2023; Bitew, Adane e Abdeta, 2023).

A resisténcia observada a ciprofloxacina foi de 17,1% em nosso estudo e reflete o
impacto do uso extensivo desta classe de antibioticos. Um estudo recente utilizou amostras de
urina coletadas entre 2017 e 2018 de trés hospitais dos Estados Unidos e dois hospitais do
Iraque. A pesquisa observou uma taxa de resisténcia para ciprofloxacina de 31% nas amostras
dos Estados Unidos e 76% nas amostras do Iraque, destacando uma prevaléncia
significativamente mais alta de resisténcia no Iraque (Choudhury et al., 2024). No estudo de
Maldonado e colaboradores (2024) a resisténcia a ciprofloxacina entre amostras observada do
ST69 relatada foi de 22% (n=5/23).

A resisténcia aos aminoglicosideos tem sido uma preocupacao crescente, embora essas
classes de antibidticos continuem sendo eficazes em muitos casos (Zhang et al., 2023). Em
nosso estudo, a resisténcia observada foi relativamente baixa, com 9,4% para a gentamicina e
1,9% para a amicacina. Um estudo realizado na Turquia, com cepas isoladas de ICS, mostrou
que as E. coli produtoras de ESBL eram em sua maioria sensiveis a amicacina, com
resisténcia observada em uma taxa muito baixa. A pesquisa também observou que tais cepas
eram sensiveis aos antibioticos da classe dos carbapenémicos e a amicacina, sendo que a
resisténcia a amicacina foi de apenas 0,7% (Bayraktar et al., 2019). No estudo realizado por
Maldonado e colaboradores (2024), a amicacina apresentou susceptibilidade total entre as
amostras do ST69. No estudo realizado por Maldonado e colaboradores (2024), a prevaléncia
de resisténcia observada para gentamicina no ST69 foi de 39% (n=9/23).

Em nosso estudo, a classe das sulfonamidas apresentou a segunda maior taxa de
resisténcia, com sulfametoxazol-trimetoprim alcangando 54,7%, um valor consideravelmente
mais alto quando comparado a outros estudos internacionais. Em um estudo multicéntrico
realizado por Weerdenburg e colaboradores (2023), envolvendo pacientes com infec¢des da

corrente sanguinea em varias regidoes do mundo, incluindo Europa, América do Norte,
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Asia-Pacifico e América do Sul, a taxa de resisténcia a sulfonamidas foi de 35% no total
(Weerdenburg et al., 2023). Adicionalmente, o estudo de Daneman et al. (2022), que analisou
ICS por E. coli em Ontario, Canada, relatou que a resisténcia a sulfonamidas foi observada
em 24,1% dos casos, destacando a prevaléncia significativa dessa resisténcia em infecc¢des
graves, com implicacdes diretas para a mortalidade associada a E. coli multirresistente
(Daneman et al., 2022). Um outro estudo recente analisou amostras de cepas ST69
provenientes de ICS no Ird e, relatou que a resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim foi de
76,5% em cepas do ST69, além de 92,5% para o ST131 e 67,9% em STs nao identificados
(Hemati et al., 2024). Esse achado é semelhante ao observado neste estudo, o que sugere que
a elevada resisténcia pode ser uma caracteristica desse grupo clonal.

Um achado relevante do presente estudo foi a auséncia de resisténcia a tigeciclina e
fosfomicina. Algo semelhante foi encontrado em um estudo realizado no Canada, que avaliou
160 amostras de E. coli produtoras de ESBL provenientes de diferentes fluidos corporais,
incluindo urina, em hospitais regionais. Os resultados mostraram 100% de suscetibilidade a
tigeciclina e 96,9% a fosfomicina, com apenas cinco amostras apresentando resisténcia ou
sensibilidade intermedidria a fosfomicina (Beuk et al., 2013). Entretanto, ¢ importante
destacar que um estudo realizado no Uruguai relatou a presenca de resisténcia a fosfomicina
em uma cepa de E. coli ST69, isolada de criangas com infec¢do do trato urinario. Essa cepa
apresentava resisténcia mediada pelos genes blaCTX-M-14 e fosA3, localizados em um
plasmideo do tipo IncN, indicando o potencial de disseminacdo de mecanismos de resisténcia,
(Garcia-Fulgueiras et al., 2022).

Com relacao a tigeciclina, no presente estudo foi observado que 100% das cepas
foram suscetiveis. Comparativamente, o estudo realizado no Paquistao relatou um elevado
nivel de resisténcia das cepas de E. coli isoladas de ITUs as tetraciclinas convencionais,
incluindo tetraciclina (69,4%) e doxiciclina (66,6%) (Sabir ef al., 2014). Esses dados reforcam
a relevancia da tigeciclina como uma opgao terapéutica de ultima linha, especialmente em
contextos de resisténcia a outras tetraciclinas (Haeili, 2021). Um estudo realizado em Taiwan
avaliou cepas de E. coli multirresistentes isoladas de amostras clinicas humanas, incluindo
cepas ESBL, resistentes a carbapenémicos e produtoras de NDM e KPC (Lai et al., 2016). A
tigeciclina demonstrou eficacia superior, com 100% das amostras suscetiveis, enquanto a
doxiciclina apresentou taxas de suscetibilidade muito inferiores, sendo eficaz em apenas 30%
das cepas ESBL e 50% das resistentes a carbapenémicos (Lai et al., 2016).

No presente estudo, a frequéncia de amostras de E. coli ST69 produtoras de ESBL na

colecdo de ICS foi de 17% (n=9/53). A prevaléncia desse ST em diferentes regides do mundo
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apresenta variagdes significativas. Em um estudo realizado no Reino Unido, ST69 foi
responsavel por 20% das amostras produtoras de ESBL provenientes de infec¢des da corrente
sanguinea (Alhashash et al., 2013). Em um estudo realizado na China, que avaliou E. coli de
infec¢des da corrente sanguinea, a frequéncia do ST69 entre as amostras produtoras de ESBL
foi de 9,3% (n=4/43) (Zhang et al., 2021). Em um estudo realizado na Coreia do Sul, o ST69
foi identificado em 4% das amostras produtoras de ESBL em infec¢des da corrente sanguinea
de inicio comunitario (Baek et al., 2021). Um estudo recente realizado na Australia, o ST69
foi identificado em 12% das amostras de E. coli isoladas de infec¢des da corrente sanguinea
em criangas hospitalizadas. Entre as amostras produtoras de ESBL, representou 17%
(n=5/29), sendo o segundo mais frequente apds ST131 (Wen et al., 2024). A prevaléncia
desse clone em nosso estudo ¢ comparavel ao encontrado na Australia, destacando a
relevancia de ST69 como um agente de infecgdes resistentes.

A prevaléncia de cepas produtoras de ESBL na colecdo analisada variou ao longo dos
anos, com diferencas entre os periodos. Um estudo realizado na Africa do Sul, que analisou
dados de quase uma década (2005-2014), 29,9% (n=136/455) dos episddios de infec¢do da
corrente sanguinea por E. coli analisados foram causados por amostras produtoras de ESBL
(Malande et al., 2019). Em um estudo realizado na China, que investigou 919 episddios de
infeccdes da corrente sanguinea entre as amostras de E. coli, a propor¢dao de produtoras de
ESBL foi de 55,5% (n=355/640) (Quan et al., 2017). Essa prevaléncia muito mais alta de
cepas produtoras de ESBL, quando comparada com o nosso estudo, indica uma possivel
diferenca nas caracteristicas epidemiologicas locais € no controle de infec¢des. Um estudo
realizado na Islandia, no periodo de 2012 a 2021, demonstrou um aumento significativo na
prevaléncia de cepas produtora de ESBL, passando de 2,6% em 2012 para 7,6% em 2021,
com amostras provenientes de ITUs (Halldorsdottir et al., 2024). De maneira similar ao
observado neste estudo, as taxas de prevaléncia de E. coli produtora de ESBL no nosso
trabalho também mostraram variagdes ao longo dos anos, com picos nos anos de 2019 e 2021,
refletindo uma tendéncia crescente de resisténcia, embora com flutuacdes entre os periodos
analisados.

Este trabalho ¢ um dos poucos a explorar o ST69 no Brasil, particularmente no
contexto de ICS causadas por este clone. Estudos dessa natureza sdo fundamentais para
compreender o comportamento epidemiologico de linhagens emergentes, incluindo seus
perfis de resisténcia antimicrobiana e fatores de viruléncia. Essas informacgdes sdo essenciais
para a identificacdo de potenciais riscos a satde publica e para subsidiar o desenvolvimento

de estratégias de controle e prevengdo mais eficazes.
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7. CONCLUSOES

Este estudo, que integra o projeto de doutorado da coorientadora Fernanda Baptista de
Oliveira Luiz, intitulado "Caracterizacao da resisténcia e viruléncia de linhagens pandémicas
de Escherichia coli como agente de infec¢do da corrente sanguinea em pacientes admitidos
em um hospital universitidrio do Rio de Janeiro", abordou a resisténcia antimicrobiana de E.
coli isoladas de infecgdes da corrente sanguinea.

Os antimicrobianos ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cefazolina

demonstraram o maior nimero de amostras nao-suscetiveis em nossa cole¢ao. Em contraste,
fosfomicina e tigeciclina ndo apresentaram resisténcia, indicando que esses antimicrobianos
continuam sendo op¢des eficazes para o tratamento das cepas estudadas.
A analise temporal revelou que a deteccao de E. coli produtora de ESBL aumentou a partir de
2021, indicando uma possivel tendéncia de aumento da resisténcia ao longo dos anos. Este
achado sugere que o monitoramento da resisténcia ¢ fundamental para um controle efetivo das
infec¢des hospitalares.

E importante ressaltar que a limitacdo do tamanho da nossa colegdo de amostras pode
introduzir um viés nas conclusdes. Essa limitagdo amostral deve ser considerada, uma vez que
os resultados obtidos podem ndo refletir com totalidade a realidade de E. coli circulante em
outros contextos clinicos ou geograficos.

Além disso, a comparagdo com outros estudos foi realizada com base em dados que, em
alguns casos, envolvem diferentes populagdes de amostras ou antimicrobianos isolados, o que
pode ter influenciado as conclusdes. Alguns estudos consideraram apenas um antimicrobiano

ou amostras com caracteristicas distintas, o que limita a aplicabilidade de certas comparagoes.
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