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RESUMO

Viagens sdo um fator importante para a aquisicéo de bactérias multirresistentes (MR),
principalmente que produzem beta-lactamases de espectro estendido (ESBL),
carbapenemases e que carreiam genes que determinam resisténcia plasmidial as
fluorquinolonas (PMQR). Os fatores de risco relacionados a aquisicdo desses
microrganismos sao regido de destino, uso de antimicrobianos, e ocorréncia de
diarreia durante as viagens. O objetivo do presente estudo foi determinar a frequéncia
de aquisicéo de colonizacao por Escherichia coli MR por viajantes atendidos no Centro
de Medicina dos viajantes da UFRJ (CIVES), incluindo amostras produtoras de ESBL,
carbapenemases, carreadoras de genes que codificam PMQR e resisténcia plasmidial
a polimixina (mcr). O estudo foi realizado de 2015 a 2018 em que viajantes acima de
18 anos atendidos no CIVES foram convidados a participar no estudo. Um
guestionario comportamental foi aplicado e os participantes foram orientados a coletar
espécime de fezes com auxilio de swab antes da viagem e apds seu retorno. O
espécime foi enviado ao laboratério de microbiologia e introduzido em meio STGG.
Aliguotas foram distribuidas em agar MacConkey (MCA), MCA contendo ceftriaxona
e caldo TSB contendo disco de ertapenem. A identificacdo das amostras de E. coli foi
feita por espectrometro de massas MALDI-TOF. A partir do crescimento em MCA
contendo ceftriaxona, foi feito o teste fenotipico para deteccdo de ESBL. Genes que
codificam ESBL, carbapenemases, PMQR e mcr foram detectados por PCR. Foi
realizado teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de duas amostras por
participante, uma antes e outra ap0s o retorno, classificando-as em MR, bem como
tipificagdo por amplificacdo aleatéria de DNA polimorfico (RAPD). Para todas as
amostras foram determinados os filogrupos. Foram também investigadas variaveis
associadas a aquisicdo de amostra de E. coli MR ou produtora de ESBL. De 224
participantes, foram incluidos 153 (68%), sendo a maioria do sexo feminino, com idade
meédia de 38 anos. A frequéncia de aquisi¢ao de E. coli produtora de ESBL nas viagens
foi de 20%, e de E. coli MR de 28%, sendo o subcontinente Sudeste Asiatico com as
maiores frequéncias de aquisicdo. A maioria das aquisicoes foi de E. coli produtora de
blactx-m15 € em apenas uma amostra foi detectado o gene blaoxa-4s. As amostras de
retorno apresentaram-se mais resistentes, quando comparadas com amostras pré-
viagem, a gentamicina, ampicilina, cefalosporinas e sulfametoxazol+trimetoprim. A
maioria das amostras foi caracterizada como do filogrupo A ou C, seguido de B1 e B2.
A tipagem por RAPD evidenciou 103 perfis, trés contendo duas amostras cada um, e
100 perfis diferentes o que demontrou a presenca de uma diversidade de perfis dentre
as amostras da microbiota intestinal dos viajantes. Na analise das outras variaveis, a
aquisicdo de E. coli produtora de ESBL apés a viagem foi associada com viagem a
turismo (p= 0,020) e regido de destino (p= 0,003). A aquisicdo de E. coli MR foi
associada com a regiao de destino (p= 0,007). Os viajantes brasileiros adquiriram
colonizagéo por E. coli MR durante viagens em frequéncia similar aos viajantes que
partem de paises desenvolvidos.

Palavras-chave: Colonizacdo por multirresistente, viagem, Escherichia coli, ESBL,
destino de viajantes, carbapenemases



ABSTRACT

Travelling is an important factor for acquisition of multidrug-resistant (MR) bacteria,
specially extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) and carbapenemase producing
bacteria and those carring genes associated with plasmid mediated fluorquinolone
resistance (PMQR). The risk factors related to acquisition of these microorganisms are
the destination region, usage of antimicrobial agents, and ocurrence of diarrhea during
travel. The aim of this study was to determine the frequency of acquisition of
colonization by MR Escherichia coli by travelers attended at Centro de Medicina dos
Viajantes of UFRJ (CIVES), including isolates producing ESBL, carbapenemases,
carrying PMQR and plasmid mediated polymyxin resistance (mcr) genes. The study
was performed between 2015 and 2018 and travelers over 18 years of age attended
at CIVES were invited to participate in the study. A comportamental questionnaire was
applied and the participants were oriented to collect a anal stool specimen with a cotton
swab before travel and upon return. Stool samples were sent to microbiology
laboratory and stored into STGG media. Aliquots were plated onto plain Mac Conkey
agar (MCA), MCA supplemented with ceftriaxone, and trypticase soy broth containing
ertapenem disk. ldentification of isolates as E. coli was performed by MALDI-TOF
mass spectrometry. Cultures in MCA supplemented with ceftriaxone were used for
ESBL-producing testing. The ESBL gene, carbapenemases and PMQR and mcr were
detected by PCR. Two isolates per participant, one pre-travel and one upon return,
were selected for antimicrobial susceptibility tests (isolates were classified as MR) and
typing by random amplification of polymorphic DNA (RAPD). Phylogroups were
determined for all isolates. In addition, we investigated the variables associated with
acquisition of MR or ESBL producing E. coli isolates. We included 153 (68%) of 224
participants, most of them female; the mean age was 38 years. The highest
frequencies of acquisition were in the Southeast Asia subcontinent. Most ESBL
encoding genes were blacTx-m15 and in only one isolate the blaoxa-4s was detected. The
frequency of acquisition of ESBL-producing E. coli in travels was 20%, and MR E. coli
was 28%. The isolates obtained after travel were more resistant than the isolates
obtained before travel to gentamicin, ampicillin, cephalosporins and
sulfamethoxazole+trimethoprim. Most isolates belonged to phylogroups A or C,
followed by B1 and B2. RAPD typing discriminated 103 profiles, three of them
containing two isolates, and 100 other different profiles evidencing a diversity of clonal
types within the samples of travelers intestinal microbiota. The analysis of other
variables showed that acquisition of colonization of ESBL producing E. coli after travel
was associated with tourism travel (p=0.020) and destination area (p=0.003).
Acquisition of MR E. coli was associated with destination area (p=0.007). Brazilian
travelers acquired MR E. coli during travellings in similar frequency when compared to
travelers from developed countries.

Keywords: Multidrug-resistant colonization, travel, Escherichia coli, ESBL, travelers
destination, carbapenemase
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas e classificacado de Escherichia coli

A espécie Escherichia coli € membro da familia Enterobacteriaceae e do género
Escherichia. Fazem parte deste género outras cinco espécies: E. albertii, E. blattae,
E. fergusonii, E. hermannii e E. vulneris (Bopp et al., 2015).Todas as espécies do
género Escherichia sdo bactérias gram-negativas, oxidase negativas, sendo algumas
moéveis e tendo como caracteristica flagelos peritriquios. Membros da familia
Enterobacteriaceae sdo anaerébios facultativos, ou seja, crescem em aerobiose e
anaerobiose, fermentam a glicose, sendo a maioria das amostras de E. coli
fermentadoras da lactose (Trabulsi et al., 2008; Bopp et al., 2015).

Amostras de E. coli revelam uma grande diversidade, e consideravel
versatilidade metabdlica, com capacidade de colonizar varios hospedeiros na forma
de bactérias comensais compondo a microbiota intestinal de humanos e animais
(Kaper et al., 2004; Pitout, 2012). Além disso, h4 uma variedade de linhagens de E.
coli patogénicas com a capacidade de causar infeccdes no trato gastrointestinal e fora
desse sistema, como infeccdo do trato urinario (ITU), da corrente sanguinea e do
sistema nervoso central (Pitout, 2012; Vila et al., 2016; Alizade, 2018).

De todas as espécies de Enterobacteriaceae, E. coli é a que tem maior
relevancia médica, sendo a mais frequentemente recuperada do intestino delgado da
maioria dos mamiferos (Poirel et al., 2018). Quando ha modificacdo da microbiota
intestinal do hospedeiro, imunossupressao, ou quando 0 microrganismo é introduzido

em outros tecidos, E. coli pode causar infec¢do (Croxen et al., 2013; Bopp et al., 2015).

1.1.1 Grupos patogénicos ou patotipos de E. coli

As cepas patogénicas de E. coli sdo reunidas nos grupos E. coli patogénica
extraintestinal (EXPEC) e E. coli intestinal ou diarreiogénica, conforme a doenca
ocorre fora ou dentro do trato gastrointestinal respectivamente. De acordo com
métodos de tipagem molecular é possivel observar uma diversidade entre as cepas
de cada grupo, o que motiva a realizacao de estudos para desvendar a evolugéao e
transmissao desses microrganismos (Bopp et al., 2015).

Os patotipos de E. coli apresentam uma tendéncia a serem caracterizados

como grupos clonais, ou seja, possuem antigenos compartilhados, como O, na por¢éo
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do lipopolissacarideo (LPS) e H, quando relacionado a flagelos que definem
sorogrupos ou sorotipos (Kaper et al., 2004; Robins-Browne et al., 2016).

Dentre as linhagens patogénicas intestinais encontram-se E. coli
enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), difusamente aderente (DAEC)
e aderente - invasiva (AIEC) (Kaper et al., 2004; Trabulsi et al., 2008; Croxen et al.,
2013; Sahl et al., 2013; Bopp et al., 2015).

EPEC foi o primeiro patotipo descoberto, caracterizado por sorotipos de E. coli
causadores de diarreia infantii nos paises em desenvolvimento, sendo uma
importante causa de morte prematura nessa faixa etaria (Robins-Browne,
1987;Robins-Browne et al., 2016). Amostras desse patotipo sao caracterizadas pela
presenca do locus da ilha de patogenicidade do apagamento de enterdcitos (LEE),
ndo sdo produtoras de enterotoxinas ou de toxina Shiga, além de ndo serem
invasoras. A expressdo do LEE esta associada a formacdo de lesfes distintas na
superficie de células epiteliais intestinais através da ligacao intima das bactérias com
essas células, causando modificagcdes no citoesqueleto, o que acarreta no rapido
inicio da diarreia, aumento da secrecao intestinal, bem como a reducéo da absorcao
de ions e solutos (Kaper et al., 2004; Croxen et al., 2013; Bopp et al., 2015; Singh e
Aijaz, 2016).

ETEC causa diarreia aquosa, podendo variar de doenca leve e autolimitada a
doenca grave, sendo a maior causa de diarreia dos viajantes. Amostras desse patotipo
tém capacidade de produzir enterotoxinas termolabeis e termoestaveis, além de
possuir um conjunto de fatores de colonizacdo para a sua aderéncia ao epitélio
intestinal (Kaper et al., 2004; Croxen et al., 2013). ETEC € uma importante causa de
morte em paises em desenvolvimento principalmente em criancas, podendo acometer
adultos (Bopp et al., 2015).

EHEC tem como principal reservatério o trato intestinal bovino e os primeiros
surtos registrados estavam associados ao consumo de hamburgueres mal cozidos
(Kaper et al., 2004). Amostras desse patotipo sdo frequentemente adquiridas na
comunidade através de alimentos ou agua contaminados (Riley, 2014). A
caracteristica principal desse patotipo € a producéo de toxina Shiga codificada por
fagos, conhecida como verotoxina, que possibilita a interrup¢do da sintese proteica,

causando as manifestacdes da doenca que podem ser desde uma diarreia leve a
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moderada, ou até manifestacdes mais graves, como a colite hemorragica, além do
desenvolvimento da sindrome urémica hemolitica e insuficiéncia renal (Croxen et al.,
2013; Sahl et al., 2013; Bopp et al., 2015; Robins-Browne et al., 2016).

EAEC causa frequentemente diarreia persistente em criancas em paises em
desenvolvimento e paises desenvolvidos, podendo acometer adultos, incluindo
viajantes (Huang e Dupont, 2004; Kaper et al., 2004; Bopp et al., 2015; Robins-Browne
et al., 2016). As amostras desse patotipo ndo secretam enterotoxinas e tém a
capacidade de adesdo aos enterocitos em um padrdo conhecido como
autoagregativo, ou seja, as bactérias aderem umas as outras de forma semelhante a
“tijolo empilhado” ou na forma de um biofilme espesso (Nataro e Kaper, 1998; Kaper
et al., 2004).

Os sorotipos EIEC invadem as células do célon e produzem diarreia aquosa e
sanguinolenta, por um mecanismo patogénico semelhante ao do género Shigella
(Bopp et al.,, 2015). A diarreia causada pela EIEC ocorre devido a invasédo e
penetracdo de bactérias nos enterocitos, acarretando a sua destruicdo. Essas
amostras se ligam a mucosa do intestino grosso e invadem as células por endocitose
(Gomes et al., 2016).

DAEC tem como principal caracteristica causar um padrao difuso de aderéncia
a monocamadas de células intestinais que sofrem um efeito citopatico caracterizado
pelo desenvolvimento de longas extensdes celulares, que envolvem as bactérias
aderentes (Kaper et al., 2004).

O patotipo AIEC ndo esta associado com diarreia, mas sim ao desenvolvimento
da doenca de Crohn, que é uma enfermidadde inflamatoria crénica intestinal (Robins-
Browne et al., 2016).

Os sorotipos pertencentes a EXPEC constituem parte da microbiota intestinal
de uma pequena por¢cao da populacdo saudavel, colonizando esse nicho de forma
assintomatica, sendo capazes de ter acesso eventual a locais fora do intestino,
colonizando-os e causando infec¢gbes (Kohler e Dobrindt, 2011). Algumas linhagens
patogénicas de EXPEC possuem mais fatores de viruléncia que as possibilitam causar
infeccOes extraintestinais através da colonizacdo em outros tecidos (Robins-Browne
et al., 2016). Dentre as linhagens patogénicas extraintestinais podem ser encontrados
0s patotipos E. coli uropatogénica (UPEC) e o associado com meningite e sepse
(MNEC).
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As estirpes de UPEC séo patogénicas para o trato urinario. Estas estirpes séo
as principais causadoras de ITU adquirida na comunidade, e carreiam varios fatores
de viruléncia codificados tanto no cromossomo quanto em plasmideos (Trabulsi et al.,
2008; Bopp et al.,, 2015). As estirpes de MNEC sao importantes causadores de
meningite neonatal, associada com alta morbidade e mortalidade (Bopp et al., 2015).

As cepas tipicas de E. coli pertencente a determinado patotipo intestinal podem
ser caracterizadas por um ou mais fatores de viruléncia. Porém, para os patotipos
extraintestinais, muitos sdo os fatores de viruléncia que podem ser encontrados
relacionados a patogenicidade da doenca, e muitas podem ser as combinacgfes
desses fatores (Kohler e Dobrindt, 2011; Lu et al., 2016).

Essa compreensao sobre os patotipos vem se transformando com a descoberta
de formas hibridas de E. coli patogénicas intestinais e extraintestinais que carreiam
um aparato de fatores de viruléncia mais diverso. No estudo de Lu et al. (2016), por
exemplo, foram estudadas amostras de E. coli recuperadas de 116 marmotas de
regides remotas da China, isoladas de qualquer atividade humana. O resultado da
analise do genoma completo das amostras mostrou que, de acordo com a presenca
dos fatores de viruléncia, as amostras patogénicas encontradas na microbiota desses
animais eram diferentes das amostras patogénicas detectadas em humanos. As
amostras patogénicas de E. coli animais eram hibridas, diferentemente daquelas
isoladas de humanos. A conclusdo dos autores foi de que, na sua origem evolutiva,
as cepas patogéncias de E. coli hibridas perdem genes de viruléncia desnecessarios
e ganham novos, formando os tipos especificos de patogenicidade que classificamos

€ nomeamaos.

1.2 Resisténcia aos antimicrobianos: um desafio mundial

Os antimicrobianos exercem um importante papel na saude publica mundial,
sendo utilizados em varias doencgas infecciosas. Porém, sua utilizacdo levou ao
surgimento e disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos (Vila et al., 2016). Este
fendmeno € um desafio mundial, ja que esta associado a alta morbidade e mortalidade
(Akova, 2016) e por isso € considerado uma das principais ameagas para a saude
publica (Vittecoq et al., 2016). A resisténcia a multiplos farmacos, ou multirresisténcia,
em bactérias gram-positivas e gram-negativas, diminui a eficacia do tratamento
dessas infecgdes, devido a presenca de bactérias multirresistentes (MR) (Frieri et al.,

2017). E de acordo com a lista de bactérias resistentes com prioridade em pesquisa e
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desenvolvimento de novos antimicrobianos divulgada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estdo incluidas na categoria critica de urgéncia bactérias dos
géneros Acinetobacter, Pseudomonas e varias espécies da familia
Enterobacteriaceae, como Klebsiella, E. coli, Serratia e Proteus.

O termo ESCAPE caracteriza as iniciais de determinadas bactérias que de
alguma forma causam infeccfes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (Rice,
2008). Dentre essas bactérias estdo destacadas: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e aquelas da familia Enterobacteriaceae, na qual se inclui E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus spp. e Enterobacter spp. (Peterson, 2009).

Os microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae estao entre os
principais agentes de infec¢cdes comunitarias e IRAS, revelam grande capacidade de
se disseminar entre os humanos e uma grande facilidade de aquisi¢cao de resisténcia
através da transferéncia horizontal de genes (Nordmann et al., 2011).

E. coli, dentre os microrganismos gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, € um dos mais frequentes agentes de infeccdo da corrente
sanguinea e de ITU (Vila et al., 2016), que podem se manifestar de maneira simples
ou até de maneira grave, como agentes portadores de uma variedade de mecanismos
de resisténcia (Akova, 2016).

E. coli € um importante reservatorio de genes de resisténcia, ja que esta
presente na microbiota de animais e humanos, entrando em contato com muitos
microrganismos da microbiota intestinal onde pode realizar transferéncia horizontal de
genes de viruléncia e de resisténcia com outros microrganismos (Vila et al., 2016;
Poirel et al., 2018).

A aquisicdo de uma cepa de E. coli virulenta e/ou MR se da através de
mecanismos variados como contato direto entre animais e a populagao, contato com
excregdes animais ou atraves da cadeia alimentar (Poirel et al., 2018).

A seguir sdo apresentados os mecanismos de acéo, resisténcia e principais
representantes dos antimicrobianos beta-lactamicos, fluorquinolonas, colistina,

nitrofurantoina, aminoglicosideos, sulfametoxazol+trimetoprim e fosfomicina.

1.2.1 Antimicrobianos beta-lactamicos

Os antimicrobianos beta-lactamicos possuem um sistema de anel reativo,

conhecido como anel beta-lactamico formado por uma amida ciclica (Fernandes et al.,
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2013). Estes antimicrobianos exercem efeito bactericida através da inibicao da sintese
de parede celular de bactérias, que se inicia com a ligacdo as enzimas envolvidas
nessa sintese, as proteinas de ligacao a penicilina (PBP), e consequente bloqueio da
ligacdo cruzada de unidades de peptidoglicana, inibindo formacao de ligacao peptidica
(Ghuysen, 1991; Drawz e Bonomo, 2010; Rice, 2012; Fernandes et al., 2013; Shaikh
et al., 2015). Em seguida a essa inibicdo, ocorre a degradacao ativa da camada de
peptidoglicano por autolisinas e consequente morte bacteriana (Tomasz et al., 1970).
Essas autolisinas sdo enzimas associadas a membrana que clivam as ligacdes das
cadeias de peptidoglicana, tornando-as importantes na manutencéo da forma celular
(Holtje, 1998).

A peptidoglicana € uma rede de cadeias de carboidratos unidas por ligacdes
peptidicas, constituindo uma Unica macromolécula que envolve a célula. Essa camada
tem a funcdo de proteger as bactérias da pressdo externa, além de fornecer um
suporte para ancoragem de outras moléculas de superficie (Vollmer et al., 2008;
Philippe et al., 2015).

Os antimicrobianos beta-lactamicos podem ser divididos em cinco grupos,
todos possuindo um anel beta-lactamico em comum, caracterizando o nome da classe
desses antimicrobianos. Sao eles: penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
monobactamicos e carbapenemas. A resisténcia aos beta-lactamicos nas bactérias
gram-negativas se deve principalmente a destruicdo do antimicrobiano através da
producdo de enzimas chamadas de beta-lactamases, capazes de inativar 0 mesmo
pela ligacdo ao anel beta-lactamico e sua consequente hidrolise (Ambler, 1980; Pitout
e Laupland, 2008; Rice, 2012).

1.2.1.1 Resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos mediada por beta-
lactamases de espectro estendido

As enzimas do tipo beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) hidrolisam
a maioria dos antimicrobianos beta-lactamicos, como as penicilinas, cefalosporinas de
terceira e quarta geracdo e monobactamicos. ESBLs ndo possuem a capacidade de
hidrolisar as cefamicinas e os carbapenemas, podendo ser inibidas pelo acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam (Pitout e Laupland, 2008; Barguigua et al., 2011;
Shaikh et al., 2015; Alizade, 2018).
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As ESBL pertencem a classe molecular A de Ambler e subgrupo 2be da
classificagao funcional de Bush—Jacoby—Medeiros, o que as caracteriza como beta -
lactamases do grupo 2b (como TEM-1, TEM-2 e SHV-1), sendo “e” indicativo de
espectro estendido (Ambler, 1980; Bradford, 2001; Paterson e Bonomo, 2005; Falagas
e Karageorgopoulos, 2009; Rocha et al., 2016).

As enzimas ESBL foram inicialmente observadas em amostras clinicas em
1980. As ESBL mais prevalentes inicialmente eram derivadas principalmente de
grupos de beta-lactamases do tipo TEM e SHV por meio de mutacfes ou modificacdes
genéticas que produziram fendtipo do tipo espectro estendido (Bradford, 2001,
Falagas e Karageorgopoulos, 2009; Oliveira et al., 2009; Barguigua et al., 2011,
Alizade, 2018).

Os genes que codificam as ESBL estdo frequentemente localizados em
plasmideos com alta capacidade de mobilizacdo. Esses plasmideos podem carrear
genes de resisténcia adicionais contra outras classes de antimicrobianos mais
recentemente desenvolvidas (Barguigua et al., 2011; Ray et al., 2018).

A frequéncia de producéo de enzimas do tipo ESBL varia e vem aumentando
em todos os géneros da familia Enterobacteriaceae (Falagas e Karageorgopoulos,
2009; Biehl et al., 2016), sendo mais encontradas em K. pneumoniae e E. coli (Oliveira
et al., 2009; Shahid et al., 2011; Rocha et al., 2016; Sujatha et al., 2017; Alizade,
2018).

Mais de 300 subtipos de ESBL ja foram registrados. Dentre os tipos mais
comumente encontrados estdo CTX-M, TEM, OXA e SHV (Haller et al., 2018). Porém,
outras familias ou subtipos foram associados ao fenotipo de espectro estendido, tais
como: PER, VEB, BES, GES, TLA e OFS (Bradford, 2001; Paterson e Bonomo, 2005;
Zhao e Hu, 2013; Alizade, 2018).

1.21.1.1 Beta-lactamases de espectro estendido do tipo CTX-M

As enzimas do tipo CTX-M, também conhecidas como cefotaximases, devido a
melhor hidrélise da cefotaxima se comparado a ceftazidima, assim como a maioria
das enzimas do tipo ESBL, sdo adquiridas através de plasmideos de uma determinada
linhagem filogenética, que estdo aumentando em frequéncia e impacto clinico (Rawat
e Nair, 2010; Zhao e Hu, 2013; Shaikh et al., 2015; Rocha et al., 2016).

A primeira descoberta das enzimas do tipo CTX-M foi no ano de 1989
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(Bauernfeind et al., 1990); porém, essas enzimas ainda ndo apresentavam, naquela
época, uma ampla disseminacdo, como as do tipo TEM e SHV (Canton et al., 2012).
A disseminacédo da enzima CTX-M teve inicio na década de 2000 quando houve uma
dispersédo e evolucdo acelerada dessas enzimas, tornando-se a mais detectada em
E. coli (Lahlaoui et al., 2014).

As beta-lactamases do tipo CTX-M sdo originarias de genes cromossdmicos
presentes em um microrganismo ambiental da familia Enterobacteriaceae, Kluyvera
spp. (Bush e Jacoby, 2010). A transferéncia dessa ESBL para microrganismos de
importdncia médica ocorreu através de plasmideos conjugativos e transposons
(Shaikh et al., 2015).

Mais de 150 variantes de CTX-M sdo encontradas na classe molecular A, grupo
2be, compostas por seis grupos ou linhagens: CTX-M 1, CTX-M 2, CTX-M 8, CTX-M
9 e CTX-M 25 e KLUC (Mathers et al., 2015). Cada grupo difere do outro por 210%
nos residuos de aminoacidos (Bonnet, 2004; Pitout e Laupland, 2008; D’Andrea et al.,
2013; Lahlaoui et al., 2014; Shaikh et al., 2015; Rocha et al., 2016). Cada grupo das
enzimas do tipo CTX-M estéo relacionadas com uma espécie de Kluyvera (Lahlaoui
et al., 2014).

ESBLs do tipo CTX-M apresentam ampla disseminacdo na Europa e na
Ameérica do sul (Radice et al., 2002; D’Andrea et al., 2013; Rocha et al., 2016). Essas
ESBL sao consideradas as mais prevalentes no mundo (Barguigua et al., 2011;
Shahid et al., 2011; D’Andrea et al., 2013; Zhao e Hu, 2013; Sujatha et al., 2017).

Cepas epidémicas carreadoras de CTX-M foram descritas, especialmente E.
coli e K. pneumoniae, mas outras espécies de enterobactérias também sao
carreadoras dessa enzima (Pitout, 2012; D’Andrea et al., 2013). A maioria das vezes
em que essas enzimas foram identificadas na comunidade ocorreu em amostras de

E. coli causadoras de ITU (Paterson e Bonomo, 2005; Rawat e Nair, 2010).

1.2.1.2 Resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos mediada por AmpC

plasmidial ou cefalosporinases

A beta-lactamase do tipo AmpC foi observada primeiramente codificada no
cromossomo de bactérias gram-negativas como Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii, Serratia marcescens e P. aeruginosa, que poderiam produzir a enzima em
grandes quantidades, por mutacéo no promotor ou regulador génico ou por indugéo

relacionada a exposi¢do a beta-lactamicos, proporcionando resisténcia a oximino e
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metoxi-cefalosporinas e monobactamicos (Sanders, 1987; Philippon et al., 2002;
Harris, 2015).

As beta-lactamases do tipo AmpC séo classificadas no grupo 1 de Bush-
Jacoby, e sdo também conhecidas como cefalosporinases do grupo C de Ambler. Tém
poder de hidrolisar as penicilinas, as cefalosporinas de primeira geragao e aztreonam,
além de hidrolisar as cefamicinas; diferentemente das ESBL, ndo sdo inibidas pelo
acido clavulanico ou por outros inibidores de beta-lactamases (Jacoby, 2009; Moxon
e Paulus, 2016).

A partir de 1989, os genes que codificam beta-lactamases do tipo AmpC
transferiveis, codificados por plasmideos, se tornaram conhecidos (Philippon et al.,
2002; Walther-Rasmussen e Hgiby, 2002). A expressado dessa enzima, quando
mediada por plasmideo, confere hiperproducdo de AmpC em E. coli, Klebsiella e
Salmonella enteritidis (Jacoby, 2009).

Os tipos de enzimas AmpC plasmidial mais encontradas sao FOX, ACC, LAT,
MIR, ACT, MOX, CMY, DHA, sendo o tipo CMY o de maior prevaléncia entre os
microrganismos no mundo (Jacoby, 2009). Atualmente, em E. coli e K. pneumoniae,
as beta-lactamases do tipo AmpC mais encontradas sdo CMY e DHA (Pfeifer et al.,
2010; Poirel et al., 2018).

1.2.1.3 Resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos mediada por

carbapenemases

Os antimicrobianos carbapenemas sao utilizados no tratamento de infeccdes
graves causadas por bacilos gram-negativos MR, principalmente os produtores de
ESBL e beta-lactamases do tipo AmpC (Wadekar et al., 2013; Haller et al., 2018;
Mohsen et al., 2018). O aumento da utilizacdo de carbapenemas foi um fator
importante na disseminacdo de bactérias produtoras de carbapenemases. Essas
beta-lactamases inativam grande parte dos antimicrobianos beta-lactamicos
(Queenan e Bush, 2007; Marsik e Nambiar, 2011; Jean et al., 2015), resultando em
resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de primeira a ultima geracgédo, carbapenemas
e aztreonam, o que restringe de forma importante as op¢des de tratamento (Haller et
al., 2018).

A resisténcia aos carbapenemas nas enterobactérias que causam infeccdes
graves é considerada um desafio no ambito clinico (Tangdén e Giske, 2015), restando

como opg¢bes para tratamento antimicrobianos potencialmente tdxicos, como
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polimixina B e colistina (Wadekar et al., 2013; Chaudhary et al., 2018), ou com maior
risco de desenvolvimento de resisténcia durante o tratamento, 0 que acontece com a
fosfomicina (Ellington et al., 2006; Souli et al., 2011). As principais bactérias da familia
Enterobacteriaceae encontradas com esse tipo de resisténcia sao E. coli e K.
pneumoniae, principalmente no ambito das IRAS (Tangdén e Giske, 2015).

Levando em consideracéo a estrutura molecular das carbapenemases, essas
enzimas podem ser divididas em 2 grandes grupos: serino-carbapenemases (grupo A
e grupo D), com uma porgéo serina no sitio ativo, e metalo-betalactamases (MBL,
grupo B) com a principal caracteristica de possuir ion zinco no seu sitio ativo (Queenan
e Bush, 2007; Rolain et al., 2010; Jean et al., 2015; Nandy et al., 2015; Haller et al.,
2018). As enzimas pertencentes a esse ultimo grupo podem ser inibidas pelo EDTA,
diferente de outras beta-lactamases (Queenan e Bush, 2007; Wadekar et al., 2013;
Amandeep Kaur e Singh, 2017).

A carbapenemase encontrada mais comumente é KPC, do grupo A, a mais
frequente em amostras de Klebsiella spp., mas que também pode ocorrer em outras
bactérias gram-negativas. A primeira deteccdo desta carbapenemase foi no ano de
1996 nos EUA; microrganismos produtores dessa enzima se disseminaram
amplamente em poucos anos (Nordmann et al., 2011; Haller et al., 2018). Dentre as
carbapenemases do grupo D estédo as enzimas do tipo OXA, primeiramente detectado
em organismos nao fermentadores tais como A. baumannii e P. aeruginosa, possui
um fraco poder de hidrélise dos carbapenemas. Possui uma preocupa¢do com sua
capacidade de maneira rapida alterar e expandir seu espectro de atividade (Codjoe e
Donkor, 2017). Dessa classe a variante OXA-48 € a mais comum e é difundida em
espécies da familia Enterobacteriaceae, principalmente K. pneumoniae na Turquia,
Oriente Médio, Norte da Africa e Europa (Ma et al., 2015).

Dentre os tipos de MBL descritos, os mais comuns sao IMP, VIM e NDM, e
outros considerados endémicos séo SIM, GIM e SPM (Jean et al., 2015; Nandy et al.,
2015).

As enzimas do tipo IMP foram encontradas, em 1991, localizadas em
plasmideos conjugativos de amostras de P. aeruginosa (Watanabe et al., 1991). Em
relacdo a enzima VIM, os primeiros relatos de bactéria carreando o gene que codifica

a enzima VIM foi em 1996 na Franca (Poirel et al., 2000). Desde entdo, os genes que
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codificam para as demais variantes de VIM tém sido encontrados em amostras de P.
aeruginosa e de muitas espécies da familia Enterobacteriaceae (Jean et al., 2015).

Em 2009, foram descritas as primeiras amostras de K. pneumoniae e E. coli
produtoras da enzima NDM-1 (nome advindo da cidade onde teria surgido, New Delhi
metalo-beta-lactamase). As amostras detectadas foram isoladas a partir de espécime
clinico obtido de um paciente hospitalizado na Suécia depois de voltar de Nova Delhi
(Yong et al.,, 2009). Foi identificado que essas amostras resistentes jA estavam
presentes no subcontinente indiano, incluindo india, Paquistdo, Bangladesh e Sri
Lanka (Nordmann, 2014).

A enzima SPM-1, também do grupo das MBL, foi descrita pela primeira vez em
2002 a partir de amostra clinica de P. aeruginosa isolada de paciente admitido em
hospital localizado em S&o Paulo (Toleman et al., 2002). Em 2002, a enzima GIM foi
encontrada em plasmideos néo transferiveis também em P. aeruginosa na Alemanha
e posteriormente encontrado em algumas espécies de Enterobacteriaceae (Rieber et
al., 2012).

1.2.2 Antimicrobianos quinolonas

Em 1962 foi introduzido o primeiro antimicrobiano da classe das quinolonas, o
acido nalidixico. A partir de 1980 foi adicionado a molécula de quinolona um atomo de
fldor no carbono 6, caracterizando a segunda geracdo de quinolonas, sendo agora
chamadas de fluorquinolonas (Ruiz, 2003; Fabrega et al., 2009; Cheng et al., 2013;
Yan et al., 2017). Subsequentes modificagbes na molécula foram realizadas para a
formacdo de novos antimicrobianos dessa classe, resultando na terceira e quarta
geracdes das quinolonas (Oliphant e Green, 2002; Ruiz, 2003; Zhang et al., 2017).

Alguns exemplos de fluorquinolonas s&o norfloxacina, ciprofloxacina,
levofloxacina e moxifloxacina. Estes farmacos atuam contra uma variedade de
bactérias patogénicas gram-positivas e gram-negativas, ocorrendo grande uso desses
antimicrobianos mundialmente (Aldred et al., 2014; Redgrave et al., 2014).

O mecanismo de agéo das quinolonas é inibir a sintese do DNA bacteriano,
interferindo na manutencao da topologia cromossdmica, tendo como alvos as enzimas
bacterianas DNA girase e topoisomerases |V. O antimicrobiano atua na formacao do
complexo quinolona-enzima-DNA, ficando bloqueada a maquinaria de replicacéo do
DNA, que leva a inibicdo da sua sintese e morte bacteriana (Oliphant e Green, 2002;
Drlica et al., 2008; Aldred et al., 2014).
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A funcdo principal da DNA girase e das topoisomerases € permitir que
determinada molécula de DNA de fita dupla passe por outra, ocorrendo depois sua
religacdo na forma original (Fabrega et al., 2009). Com a ligacao das quinolonas nos

seus alvos nao havera, assim, atuacao dessas enzimas no DNA bacteriano.

1.2.2.1 Resisténcia as fluorquinolonas

Em conjunto a ampla utilizacdo das fluorquinolonas, houve crescente
resisténcia a esses antimicrobianos, encontrada na maioria das espécies que sao
tratadas por esta classe de medicamentos (Dalhoff, 2012; Aldred et al., 2014; NUesch-
Inderbinen et al., 2015; Yan et al., 2017). A resisténcia a esses antimicrobianos tornou-
se comum em amostras da familia Enterobacteriaceae (Strahilevitz et al., 2009),
sendo mais frequente em amostras EXPEC (Herrera-Leon et al., 2016).

Os mecanismos principais para a resisténcia cromossdémica as fluorquinolonas
decorrem de mutacBes nos genes que codificam as enzimas DNA-girase e DNA
topoisomerase IV e a superexpressao dos sistemas de bombas de efluxo que
possibilitam o transporte ativo das quinolonas para fora da célula (Ruiz, 2003; Hooper
e Jacoby, 2015; Yan et al., 2017).

Ha também a resisténcia mediada por plasmideos, conhecida pela sigla PMQR
(do inglés plasmid mediated quinolone resistance) (Jacoby et al., 2014; Yan et al.,
2017). No primeiro relato de PMQR, foi descrito o gene qgnr, encontrado em uma
amostra de K. pneumoniae (Martinez-Martinez et al., 1998)

Proteinas Qnr incluem familias de pequenas proteinas de pentapeptidios
repetidos codificadas por gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, gnrS, gnrE e qnrVC (Jacoby et al.,
2014; Albornoz et al., 2017). Essas proteinas tém a funcdo de proteger as enzimas
alvo da atividade das fluorquinolonas (Nuesch-Inderbinen et al., 2015; Aldred et al.,
2014; Herrera-Leodn et al., 2016).

Outro mecanismo de resisténcia relacionado ao PMQR é a modificagdo de
aminoglicosideos e algumas quinolonas, como ciprofloxacina e norfloxacina, por uma
enzima chamada de aminoglicosideo acetiltransferase, AAC (6')-1b-cr, que inativa o
antimicrobiano e perde sua atividade (Robicsek et al., 2006). Além das bombas de
efluxo de quinolonas mediadas por plasmideos QepA e OgxAB que diminuem a
concentracéao intracelular desses antimicrobianos (Hansen et al., 2007; Yamane et al.,
2007).
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1.2.3 Antimicrobiano colistina

Com o agravamento da crise mundial de saude relacionada a resisténcia a
antimicrobianos, surgiram microrganismos com pouca ou nenhuma susceptibilidade
aos tratamentos disponiveis, principalmente em infec¢cdes causadas por bactérias
gram-negativas. Dessa forma surgiu a necessidade de utilizacdo de antimicrobianos
de ultima escolha, como a colistina (Lim et al., 2010; Wadekar et al., 2013; Chaudhary
et al., 2018; Vardakas et al., 2018).

Em 1940, a colistina foi descoberta; porém sua utilizagdo na clinica teve inicio
apenas no final da década de 1950. Por muito tempo, entre 1970 e 1990, a colistina
nao era utilizada frequentemente, devido a sua nefrotoxicidade e neurotoxicidade, e
também devido ao surgimento de outros antimicrobianos menos toxicos como os beta-
lactamicos (Lim et al., 2010).

A colistina € um antimicrobiano da classe das polimixinas, com amplo espectro
de acdo contra bactérias gram-negativas (Falagas e Karageorgopoulos, 2009; Lim et
al., 2010; Javan et al., 2015; Bitrus et al., 2018). A colistina € também conhecida como
polimixina E, sendo incluida no grupo das polimixinas mais utilizadas, juntamente com
a polimixina B (Liu et al., 2016; Bitrus et al., 2018).

A colistina tem efeito bactericida através da ligacdo com a membrana externa,
LPS de bactérias gram-negativas, pela interacao eletrostatica e deslocamento de
cations, como célcio (Ca*) e magnésio (Mg?*), do LPS, resultando na instabilidade na
membrana e perda de contetdo celular com consequente morte bacteriana (Falagas
e Kasiakou, 2005; Lim et al., 2010; Javan et al., 2015).

Além da acao através da ligacéo direta com o LPS, a colistina possui atividade
antiendotoxina potente, ou seja, ha uma acao contra a porcao do lipideo A da molécula
de LPS de bactérias gram-negativas, resultando em neutralizacdo da endotoxina

desses microrganismos (Falagas e Kasiakou, 2005; Javan et al., 2015).

1.2.3.1 Resisténcia a colistina

O mecanismo de resisténcia cromossémico as polimixinas € através da
modificacdo do lipideo A, diminuindo a afinidade de ligacdo do antimicrobiano ao
lipideo A. Esse efeito ocorre devido a alteracfes na membrana externa produzidas

por sistemas reguladores de dois componentes que incluem pmrAB e phoPQ, além
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do regulador negativo mgrB encontrado em K. pneumoniae (Kempf et al., 2016; Liu et
al., 2016; Bitrus et al., 2018).

Ha também a resisténcia mediada por plasmideo, codificada por genes mcr
(Monaco et al., 2014; Liu et al., 2016; Bitrus et al., 2018). A proteina MCR-1, codificada
pelo gene mcr-1, é membro da familia da enzima fosfoetanolamina transferase. A
resisténcia ocorre devido a transferéncia de fosfoetanolamina para o lipideo A,
resultando na diminuicdo da afinidade do alvo por diminuicdo da carga negativa do
LPS (Liu et al., 2016; Walkty et al., 2016). O gene mcr-1 foi descrito em bactérias da
familia Enterobacteriaceae a partir de amostras obtidas de animais, produtos animais,
humanos e do ambiente em varios paises nos cinco continentes (Wang et al., 2017;
Yin et al., 2017). Até o ano de 2018, mais sete variantes da proteina MCR foram
descritas: MCR-2 - MCR-8, todas isoladas a partir de origens agricolas, com excecéo
do mcr-8 que foi isolado de suino e humanos (Yin et al., 2017; Wise et al., 2018; Wang
et al., 2018).

Em E. coli tem sido descrita a presenca simultanea de genes mcr e genes que
codificam a producdo de ESBL e de carbapenemases, em amostras obtidas de
infeccbes humanas e carne de frango. Essa coexisténcia compromete quase todas as
opcOes de tratamento (Gao et al., 2016; Walkty et al., 2016; Wang et al., 2017).

1.2.4 Antimicrobiano nitrofurantoina

A nitrofurantoina € um composto sintético que pertence ao grupo dos
nitrofuranos e foi introduzida na pratica clinica em 1952 (Shah e Wade, 1989; Munoz-
Davila, 2014). Desde entédo, esse antimicrobiano € prescrito para o tratamento da ITU
inferior, possuindo acdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas que sao
patégenos do trato urinario (Huttner et al., 2015).

Com a descoberta de novos antimicrobianos como os da classe dos beta-
lactdmicos na década de 1970, a utilizagdo da nitrofurantoina foi diminuida,
retornando de forma intensa nos anos 2000, devido ao aumento da resisténcia a
farmacos alternativos (Huttner et al., 2015).

A nitrofurantoina é reduzida a metabdlitos intermediarios reativos através da
acédo das flavoproteinas ou nitrorredutases intracelulares bacterianas, que interagem
com proteinas e o DNA, ocorrendo a inativagdo ou alteracdo das proteinas
ribossdbmicas bacterianas e outras macromoléculas relacionadas, e a inativacao do

metabolismo aerdbico. Como consequéncia, fica interrompida a sintese do DNA, RNA,
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a sintese proteica e o metabolismo de carboidratos (Shah e Wade, 1989; McOsker e
Fitzpatrick, 1994; Moura et al., 2009; Zhang et al., 2018).

As enzimas do tipo nitrorredutases podem ser de dois tipos: as que nédo
possuem sensibilidade ao oxigénio (Tipo I), codificada pelos genes nfsA e nfsB, e as
gue possuem sensibilidade ao oxigénio (Tipo Il), fazem parte das nitrorredutases em

E. coli, as do tipo I, com pouca sensibilidade ao oxigénio (Zhang et al., 2018).

1.2.4.1 Resisténcia a nitrofurantoina

A eficacia da nitrofurantoina ja foi equivalente a do sulfametoxazol-trimtoprim,
da ciprofloxacina e da amoxicilina para o tratamento de ITU inferior (Huttner et al.,
2015). Nesses dias ha uma baixa frequéncia de resisténcia a nitrofurantoina; porém,
devido a essa equivaléncia de eficdcia com outros antimicrobianos que atualmente
apresentam resisténcia elevada, houve um aumento no consumo de nitrofurantoina
(Huttner et al., 2015; Ho et al., 2015, 2016).

Essa resisténcia ocorre principalmente por meio de mutacdes nos genes que
codificam nitroredutases cromossémicas nfsA e nfsB (McCalla et al., 1978; Whiteway
et al., 1998; Sandegren et al., 2008), caracterizando uma resisténcia de alto nivel, ou
seja, conferindo valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) elevadas da
nitrofurantoina (Shakti e Veeraraghavan, 2015; Sekyere, 2018). Caso haja esse tipo
de mutacdo, ndo havera a reducdo do antimicrobiano, e consequantemente nao
havera a formacédo de compostos intermediarios toxicos, impossibilitando a acao do
antimicrobiano (Sekyere, 2018).

Ha registros em ensaios laboratoriais de que uma delecdo ou um conjunto de
delecdes no gene ribE aumentou os niveis de CIM em cepas mutantes, porém ainda
nao ha registros dessas mutacbes em amostras clinicas (Vervoort et al., 2014;
Sekyere, 2018). O gene ribE codifica a enzima lumazina sintase, que atua na
biossintese de riboflavina, que € necessaria para a producéo do principal cofator das
enzimas nitroredutases NfsA e NfsB, chamado de mononucleotideo de flavina
(Whiteway et al., 1998)

Outro mecanismo de resisténcia a nitrofurantoina sédo as bombas de efluxo do
OQgxAB, codificada pelo gene ogxAB, mediado por plasmideos (Hansen et al., 2007).
Essa bomba de efluxo pertence a familia da divisdo de nodulag&o por resisténcia
(RND). Em E. coli a aquisicdo desse gene pode mediar resisténcia a nitrofurantoina

ao ponto de influenciar no tratamento clinico (Ho et al., 2016).
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1.2.5 Antimicrobiano aminoglicosideos

O antimicrobiano estreptomicina foi o primeiro da classe dos aminoglicosideos
a ser descoberto, em 1944 (Schatz e Waksman, 1944). Os aminoglicosideos possuem
efeito bactericida, com espectro de agéo contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, micobactérias e protozoarios, porém com poténcia maior contra agentes
da familia Enterobacteriaceae, podendo agir em sinergia com outros antimicrobianos
(Kotra et al., 2000; Durante-Mangoni et al., 2009; Krause et al., 2016).

Os antimicrobianos dessa classe séo estreptomicina, tobramicina, neomicina e
gentamicina derivados de outros microrganismos como Streptomyces spp. e
Micromonospora spp. e 0s antimicrobianos sintetizados in vitro como amicacina,
netilmicina, arbecacina e isepamicina, dentre outros (Durante-Mangoni et al., 2009).

O mecanismo de acdo dos aminoglicosideos ocorre através da ligagdo, com
alta afinidade, a porcéo aminoacilico (Sitio A) do RNA ribossémico 16S (rRNA) dentro
do ribossomo 30S das bactérias, causando a inibicdo da sintese proteica e
interrompendo a integridade celular bacteriana (Kotra et al., 2000; Krause et al., 2016).
Isso ocorre através da inducdo da ruptura de pontes de magnésio entre
lipolissacarideos adjacentes (Shakil et al., 2007). Porém os membros dessa classe
podem ter diferentes especificidades quanto a ligacdo no sitio A do rRNA 16S
(Hermann, 2007; Krause et al., 2016).

Essa interagdo promove uma traducéo incorreta, devido a leitura alterada do
cédon na entrega da transferéncia aminoacil do RNA (Krause et al., 2016). O resultado
€ a sintese errbnea de proteinas, ou a falha da agregacdo dos aminoacidos
provenientes dessa sintese, o que pode causar danos a membrana celular bacteriana
(Davis, 1987; Krause et al., 2016).

1.2.5.1 Resisténcia aos aminoglicosideos

Os mecanismos de resisténcia relacionados aos aminoglicosideos sdo a
diminuicdo da concentracdo do antimicrobiano, sua modificagdo ou inativagdo pela
acao de enzimas modificadoras de aminoglicosideos, mutagdes no sitio A da porcéo
16S na subunidade 30S do rRNA ou modifica¢gées no alvo do antimicrobiano que sao
realizadas pela agcdo das metiltransferases (Magnet e Blanchard, 2005; Hermann,
2007; Shakil et al., 2007; Doi et al., 2016; Garneau-Tsodikova e Labby, 2016).
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A diminuicdo da concentragdao do antimicrobiano se deve a mudancas na
permeabilidade da membrana externa, diminui¢cdo do transporte da membrana interna
e a presenca de bombas de efluxo (Shakil et al., 2007).

As enzimas modificadoras de aminoglicosideos s&o, em sua maioria,
codificadas em plasmideos relacionados com outros genes de resisténcia, e ttm como
funcdo principal a modificagdo quimica dos grupamentos amino ou hidroxila
encontrados ao redor do nucleo do aminoglicosideo, sendo divididos em trés classes
principais de acordo com o tipo de modificacdo, seja ela acetilacdo, fosforilacdo ou
adenilacdo, caracterizando o0 nome das enzimas como acetiltransferases,
fosfotransferases e nucleotidiltransferases, respectivamente (Shaw et al., 1993;
Ramirez e Tolmasky, 2010; Garneau-Tsodikova e Labby, 2016; Krause et al., 2016).

A modificacdo do sitio alvo pode ocorrer através das mutacdes no ribossomo
ou pelas modificacdes ribossémicas realizadas por enzimas especificas. Mutacfes na
subunidade 30S podem ocorrer; porém, ndo sdo comuns, proporcionando uma maior
resisténcia a aminoglicosideos (Doi et al., 2016).

As enzimas que modificam o sitio A localizado na porcdo 16S ribossémico séao
as 16S rRNA metiltransferases, naturalmente produzidas por actinomicetos, que
possuem funcdo de modificar os residuos nucleotidicos especificos do rRNA com a
finalidade de bloquear a ligacdo dos aminoglicosideos ao seu alvo (Cundliffe, 1989;
Doi e Arakawa, 2007; Doi et al., 2016; Garneau-Tsodikova e Labby, 2016; Krause et
al., 2016).

Como a maioria dos genes de resisténcia, 0os genes que codificam as 16S rRNA
metiltransferases podem ser transferidos a outras espécies bacterianas através da
captacdo de plasmideos e outros. Os principais genes que codificam esse tipo de
resisténcia sdo armA, encontrado em K. pneumoniae (Galimand et al., 2003), e rmtA,
encontrado em P. aeruginosa (Yokoyama et al., 2003). Porém j& foram descritos
outros, tais como rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH e nmpA (Krause et al.,
2016; Takahashi e Igarashi, 2017).

1.2.6 Antimicrobiano sulfametoxazol e trimetoprim

As sulfonamidas e trimetoprim sdo antimicrobianos sintéticos que possuem a
funcao de inibir diferentes etapas da sintese do acido félico, composto essencial para

0 crescimento bacteriano (Then, 1982; Poirel et al., 2018).
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As sulfonamidas sdo analogas estruturais do acido para-aminobenzoico
(PABA), um importante composto da via biossintética do acido folico (Skold, 2001);
sendo assim, inibem competitivamente a enzima diidropteroato sintase, que catalisa
a condensacdo do PABA e pirofosfato de diidropteridina que forma o &acido
diidropteroico, precursor do &acido folico propriamente dito (Skold, 2000, 2001; Smith
e Powell, 2000).

O antimicrobiano trimetoprim pertence ao grupo de compostos
diaminopirimidina, considerado um analogo estrutural do acido félico. Seu mecanismo
de acdo se da através da inibicdo da enzima diidrofolato redutase (DHFR) que reduz
diidrofolato a tetraidrofolato (Then, 1982; Skdld, 2001).

No final dos anos 1960, iniciou-se a utilizacdo da combinacdo sinérgica de
sulfonamidas com trimetoprim, sendo caracterizada a sulfonamida com potencial
bacteriostatico aumentado (Then, 1982; Smith e Powell, 2000; Poirel et al., 2018).

1.2.6.1 Resisténcia as sulfonamidas e trimetoprim

Os mecanismos de resisténcia mais encontrados relacionados as sulfonamidas
e trimetoprim sdo as mutacdes que modificam 0s genes que codificam as enzimas
gue sdo alvo dos antimicrobianos como a diidropteroato sintase, no caso das
sulfonamidas e DHFR no caso do trimetoprim. Pode ser também através da aquisicédo
de genes sul e genes dfr, sendo o primeiro gene codificador de outras enzimas
diidropteroato sintase que nao sofrem a acéo das sulfonamidas e o segundo gene um
codificador de enzimas DHFR que nao sofrem a ag&o do trimetoprim (Poirel et al.,
2018; van Duijkeren et al., 2018).

Ha trés variantes do genes sul ja observadas em bactérias gram-negativas
caracterizadas pelo desencadeamento de resisténcia de alto nivel, sendo conhecidas
como sull, sul2 e sul3 (Recchia e Hall, 1995; van Duijkeren et al., 2018; Poirel et al.,
2018). Os genes sull e sul2 sédo disseminados em amostras de E. coli obtidas a partir
de vérias espécies de animais, sendo o gene sull encontrado em integrons de classe
1 (Recchia e Hall, 1995) e o0 gene sul2 associado com genes de resisténcia a
estreptomicina (Swedberg e Skéld, 1980). O gene sul3 foi encontrado primeiramente
em 2003, em plasmideos conjugativos de amostras de E. coli isoladas de porcos na
Suica (Perreten e Boerlin, 2003).

Os genes dfr séo classificados de acordo com sua estrutura nos grupos dfrA e

dfrB. Cada grupo depende da quantidade de aminoacidos que compde a enzima
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DHFR codificada; o grupo dfrA codifica enzima DHFR com 152 a 189 aminoacidos e

o grupo dfrB, apenas 78 aminoéacidos (van Duijkeren et al., 2018).

1.2.7 Antimicrobiano fosfomicina

Este antimicrobiano foi descoberto em 1969, produzido por espécies de
Streptomyces spp., derivado do acido fosférico (Hendlin et al., 1969; Falagas et al.,
2016). A fosfomicina € um dos antimicrobianos utilizados no tratamento de ITU
caracterizadas como nao-complicadas (Falagas et al.,, 2018). Possui efeito
bactericida, sendo ativo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, como P.
aeruginosa, e amostras de Enterobacteriaceae produtora de ESBL ou
carbapenemases (Falagas et al., 2010; Souli et al., 2011).

O mecanismo de acgéo desse antimicrobiano € a inativagdo da etapa inicial da
biossintese da camada peptideoglicana da parede celular bacteriana, interferindo com
a formacdo do precursor do peptidoglicano UDP acido N-acetiimuramico
(UDPMurNAC), ou seja, ocorre a inibicdo da enzima que catalisa essa formacao, N-
acetilglicosamina enolpiruvil transferase citosélica (MurA). Ao impedir a formacao do
precursor, ocorre perda da integridade da camada de peptideoglicana, lise e morte
celular (Hendlin et al., 1969; Kahan et al., 1974; Falagas et al., 2010; Sastry e Doi,
2016; Falagas et al., 2016, 2018).

A fosfomicina faz uso de dois mecanismos de transporte para entrar em contato
com o interior da célula bacteriana: um sistema constitutivo de absorcéo de glicerol-3-
fosfato (GlpT) e um sistema de transporte de hexose-monofosfato (UhpT) (Zhanel et
al., 2016). O mecanismo de transporte de GIpT é encontrado na maioria das cepas
sensiveis (Silhavy et al., 1976; Sastry e Doi, 2016) e o sistema UhpT, induzido pela

glicose-6-fosfato, € utilizado como forma alternativa (Kahan et al., 1974).

1.2.7.1 Resisténcia a fosfomicina

O espectro de acdo deste antimicrobiano € amplo, incluindo bactérias gram-
positivas e negativas, e cepas menos susceptiveis a tigeciclina e colistina; porém, ja
foi observado que o0s microrganismos desenvolvem rapidamente resisténcia a
fosfomicina quando este antimicrobiano é utilizado em monoterapia (Ellington et al.,
2006; Souli et al., 2011).
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A resisténcia a fosfomicina desenvolve-se rapidamente por mutagfes
cromossOmicas nos genes que codificam sistemas de captacdo usados como meio
de entrada do antimicrobiano na célula bacteriana (Tsuruoka et al., 1978; Falagas et
al., 2016).

Essas mutagBes ocorrem nos genes estruturais ou nos seus reguladores que
codificam os transportadores de membrana GIpT e UhpT, que possuem funcéo de
transportar glicerol e outros carboidratos necessarios para funcdes metabdlicas e
viruléncia de bactérias (Falagas et al., 2018). Outra mutacdo ocorre no alvo da
fosfomicina, a enzima MurA, gerando a substituicdo de aminoacidos (Falagas et al.,
2016).

Outro mecanismo de resisténcia frequente sdo as enzimas modificadoras de
fosfomicina, as metaloenzimas e enzimas do tipo quinase, que podem ser adquiridas
em genes codificados em plasmideos. As enzimas Fos sdo metaloenzimas,
pertencentes a superfamilia da glioxalase, que inativam a fosfomicina através da sua
conjugacao com a molécula glutationa ou com outro nucledfilo (Zhanel et al., 2016).
As principais metaloenzimais sdo FosA, FosB e FosX. As enzimas do tipo quinases

sdo as FomA e FomB (Silver, 2017; van Duijkeren et al., 2018).

1.3 Disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia a antimicrobianos em organismos patogénicos para o ser humano
tornou-se um problema mundialmente estabelecido, resultando em graves
consequéncias em ambientes clinicos, como no tratamento de doencas infecciosas, e
também em ecossistemas ambientais (Courvalin, 2005; Martinez e Baquero, 2014;
Shaikh et al., 2015; Frieri et al., 2017).

O uso de antimicrobianos na medicina humana, veterinaria e na agricultura,
seja na horticultura ou aquacultura, contribui para o aumento e a disseminacao da
resisténcia (Yezli e Li, 2012; Shaikh et al., 2015; Qiao et al., 2018). Essa utilizacao
exerce pressao seletiva, determinando que uma linhagem resistente tenha vantagem
competitiva sobre outras no mesmo nicho (Riley, 2014). Assim, linhagens resistentes
se tornam cada vez mais bem sucedidas.

A maior frequéncia das viagens internacionais também contribui
consideravelmente para a ocorréncia desse fendmeno, pois facilita o carreamento de
bactérias resistentes e com elas os elementos genéticos méveis contendo genes de

resisténcia para regides longinquas (Arcilla et al., 2014, 2017). Além das viagens a
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turismo ou a trabalho, tem-se também a importacdo de alimentos, como frango cru e
carne, relacionados com disseminacéo de bactérias MR (Warren, Ensor, et al., 2008;
Botelho et al., 2015), como a introducdo de estirpes produtoras de CTX-M em
alimentos importados, que podem colonizar a microbiota e causar ITU (Warren,
Harvey, et al., 2008).

A disseminacdo de bactérias resistentes para humanos, seja a partir das
diversas fontes ambientais ou animais, podendo ocorrer por contato direto ou atravées
da ingestédo de produtos alimentares como carnes (Mulder et al., 2018; Muloi et al.,
2018) ou lavouras contaminadas via agua ou solo (Lazarus et al., 2015), podendo
facilitar a transferéncia de bactérias resistentes e seus determinantes de resisténcia
(Lipsitch et al., 2002; Chang et al., 2015; Muloi et al., 2018).

Outro cenario relacionado com a disseminacgéo da resisténcia sdo os clones
dominantes que causam ITU na comunidade. Essas infecgdes ocorrem como surtos
com esses gendtipos, observando-se uma distribuicdo local ou global de
determinadas linhagens mais resistentes (Yamaji et al., 2018).

Outro importante fator de disseminacédo de genes de resisténcia ou bactérias
MR sé&o as aguas costeiras com influxo de esgoto. Essas 4guas poluidas atuam tanto
como reservatorios quanto como facilitadoras do carreamento dessas bactérias
tornando esses ambientes aquaticos potenciais veiculos de bactérias resistentes para

agueles que frequentam as praias (Montezzi et al., 2015).

1.3.1 Microbiota intestinal e suas mudancas frente ao uso de antimicrobianos,

viagens e diarreia dos viajantes

A microbiota intestinal € composta por um ecossistema com alta complexidade
e extremamente denso e diverso (Gerritsen et al., 2011; Candela et al., 2015). Esses
microrganismos sao caracterizados como membros residentes, aqueles que
compdem a microbiota de forma permanente e aqueles que compdem de forma
transiente ou transitorio, introduzidos pelo ambiente (Gerritsen et al., 2011).

Essa diversidade de espécies na microbiota intestinal € muito importante e tem
a funcao de protecéo e sustentacéo do equilibrio microbiano (Qin et al., 2010; Sommer
et al., 2017). A microbiota intestinal em equilibrio funciona como uma barreira contra
a colonizacdo por microrganismos potencialmente patogénicos entéricos (Sullivan et
al., 2001; Kim et al., 2017).
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Muitos fatores podem influenciar na composi¢cdo da microbiota intestinal
incluindo exposi¢cdes ambientais, higiene, fatores culturais, como a dieta de
determinada regido, e uso de antimicrobianos (Lozupone et al., 2012). As alteracdes
na composicdo da microbiota intestinal e diminuicdo da diversidade bacteriana estao
relacionados com o estado chamado disbhiose, esse estado de disbiose da microbiota
esta associado com o surgimento de diversas doencas, como obesidade, sindrome
do intestino irrithvel e doenca inflamatoria do intestino (Youmans et al., 2015).

A antibioticoterapia afeta ndo apenas as bactérias patogénicas, mas influencia
também os microrganismos comensais presentes na microbiota normal do intestino
(Jernberg et al., 2010). As consequéncias do uso de antimicrobianos para a microbiota
sdo varias, como: desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos pela microbiota
residente e a potencial transferéncia de genes para outras bactérias, a expansao das
bactérias patogénicas nessa microbiota, a diminuicdo e a perda da diversidade
microbiana transitéria ou residente, perda do numero de espécies microbianas,
aumento da propensao a infec¢des e risco de recorréncia (laniro et al., 2016; Kim et
al., 2017).

Os estudos relacionados as viagens mostram que nessa situagcao ocorrem
modificacdes nos padrdes de resisténcia das bactérias presentes na microbiota
intestinal (Gaarslev e Stenderup, 1985; Bengtsson-Palme et al., 2015). Nas viagens,
0 microbioma dos viajantes entra em contato com varios cenarios como a dieta,
infecgdes, estresse, antimicrobianos, caso o viajante utilize e uma nova forma de
ecossistema, assim como o contato dele com outros individuos (Riddle e Connor,
2016).

A consequéncia da aquisicdo de colonizacdo intestinal por microrganismos MR
por parte dos viajantes € que a microbiota se torna um reservatorio, podendo levar a
infec¢do do hospedeiro, transmissdo horizontal a outras pessoas e transferéncia dos
genes de resisténcia a outras bactérias (Woerther et al., 2013; Liubbert et al., 2015).

Os estudos sobre acompanhamento individual de viajantes apds o retorno
demonstram que a aquisi¢éo é considerada transitoria (Kennedy e Collignon, 2010;
Tangdén et al., 2010; Paltansing et al., 2013; Lubbert et al., 2015; Riddle e Connor,
2016). Essa transitoriedade dura até até 6 meses (Hassing et al., 2015; Ruppé et al.,
2015), porém, durante esse tempo, essa bactéria pode entrar em contato com outros
individuos (Kantele et al., 2015).
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A maioria dos viajantes que retornam com bactérias MR sdo portadores
assintomaticos, sendo o microrganismo eliminado em algumas semanas ou poucos
meses. Porém, uma pequena parte desses viajantes pode desenvolver uma infeccao
e tornar-se carreador sintomatico, ao mesmo tempo que essas cepas podem ser
transmitidas a outras pessoas, membros da familia ou aqueles com contato préximo,
podendo o microrganismo chegar ao ambiente hospitalar (Kantele et al., 2015; Ruppé
et al., 2015; Kuenzli, 2016; Ruppé et al., 2018).

1.3.2 Os viagjantes e a disseminac¢ao da resisténcia

As viagens e 0 viajante possuem um papel importante para a disseminacao de
bactérias resistentes, ja que microrganismos MR, uma vez importados e disseminados
em um determinado local, ndo s&o observados, apenas sao notados quando
comecam a causar danos. Quando isso acontece, a capacidade de descobrir e
solucionar ou minimizar os danos causados é diferente para cada pais ou continente
(Okeke e Edelman, 2001).

Muitos sdo os casos de introducdo e transmissdo internacional de
microrganismos resistentes como S. aureus resistente a meticilina, Streptococcus
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis e enterobactérias, como é o caso de E. coli
produtora de ESBL e produtora de carbapenemases (Okeke e Edelman, 2001; Zhou
et al.,, 2014). Muitos estudos acerca de viajantes demonstraram a aquisicdo de
bactérias MR nessas viagens (Wilson, 2003).

As viagens internacionais sao consideradas fontes de colonizacdo quando
individuos se deslocam de paises com baixas frequéncias de carreamento de E. coli
produtora de ESBL para locais com altas frequéncias (Murray et al., 1990; Woerther
et al., 2013). Essa aquisicao ocorre por diferentes fatores como a comida local, agua
ou a propria transmissdo nosocomial e a pressdo seletiva dos antimicrobianos
(Hassing et al., 2015; Murray e Blyth, 2017).

Um exemplo relacionado com a introducdo de enterobactérias produtoras de
carbapenemases em um novo local foi o caso da NDM-1, impulsionado pelo uso de
antimicrobianos e disseminado rapidamente por viagens internacionais em todos o0s
continentes (Barlam e Gupta, 2015). Esse problema teve inicio em 2007 quando um
sueco de origem indiana viajou para a india no final desse mesmo ano e por ter
apresentado um abscesso foi internado em hospital local, medicado com

antimicrobianos e uma nova cirurgia foi realizada. Quando o individuo retornou ao seu
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pais, culturas de amostras fecais foram realizadas sendo recuperadas amostras de K.
pneumoniae e E. coli produtoras de uma metalo-beta-lactamase, em 2009
caracterizada como NDM-1 (Yong et al., 2009; Wilson e Chen, 2012).

Muitos dos casos que se seguiram foram de pacientes da América do Norte,
Europa e Austrdlia previamente colonizados com bactérias produtoras de NDM
hospitalizados anteriormente no subcontinente indiano (Nordmann et al., 2011),
incluindo emergéncias e turistas submetidos a cirurgia estética e outros
procedimentos (van der Bij e Pitout, 2012).

Outra carbapenemase que teve sua disseminacao acelerada pelas viagens foi
KPC, encontrada principalmente em K. pneumoniae. A sua introducdo em varias
regides do mundo ocorreu devido ao carreamento por paciente internacional (Rogers
et al., 2011). O primeiro caso de K. pneumoniae resistente a carbapenema e produtor
de KPC-1 foi detectado em 1996 na Carolina do Norte, nos EUA.

O primeiro caso de amostra de K. pneumoniae produtora de KPC na América
do Sul ocorreu em Medellin, na Colémbia, em um paciente que veio de Israel para ser
submetido a um transplante de figado (Lopez et al.,, 2011). Amostras de K.
pneumoniae produtora de KPC provenientes da Franca e de Israel tém uma ligacao
epidemioldgica e genética com a linhagem americana, pois a primeira deteccao de K.
pneumoniae produtora de KPC fora dos EUA foi na Franca. Esses clones eram
semelhantes aos encontrados nos EUA, o que evidencia o quanto a transferéncia e o
carreamento das cepas sao feitos por via intercontinental (Perez e Van Duin, 2013) e
0 quanto as viagens fizeram e fazem parte da disseminacdo de microrganismos
resistentes.

A primeira descricdo da carbapenemase do tipo OXA-48 foi na Turquia em 2001
(Poirel et al., 2004). O primeiro foco de transmiss&o foi no norte da Africa e muitos
pacientes colonizados oriundos de paises na Africa e da Turquia se deslocaram para
a Europa, ocasionando uma transferéncia intercontinental desta carbapenemase
(Poirel, Ros, et al., 2011; Lopez-Cerero e Almirante, 2014). Muitos dos casos que se
seguiram envolveram pacientes que foram anteriormente hospitalizados e tratados em

paises do Oriente Médio e do norte da Africa (Seiffert et al., 2014).

1.3.3 Pesquisa da disseminac¢éo da resisténcia através das viagens internacionais

O transporte aéreo e terrestre vem crescendo consideravelmente nos ultimos

anos, o que possibilita a viagem de pessoas para diferentes paises e continentes de
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maneira rapida, seja como turistas, imigrantes, refugiados ou trabalhadores migrantes
(van der Bij e Pitout, 2012), além de viajantes que véo para determinado local com o
objetivo de tratamento médico internacional (Rogers et al., 2011). Tem ocorrido um
aumento significativo no numero de viajantes, inclusive partindo do Brasil, que
embarcam em viagens a longo prazo e ao redor do mundo (Rodrigues e Moreira,
2018).

Os viajantes possuem uma importancia no “ecossistema” mundial de
resisténcia aos antimicrobianos, o que é justificado pela sua atuacéo no carreamento
de bactérias de uma regido para outra em todo o mundo (Kantele et al., 2015). A
disseminagdo de amostras de Enterobacteriaceae MR relacionada a viagens
internacionais tornou-se mais evidente a partir de 2007 (Paltansing et al., 2013).

Vérios fatores podem desencadear risco de aquisicdo de bactérias resistentes
em viagens, tais como: viagens para locais com maior frequéncia de bactérias MR,
doencas intestinais, como a diarreia dos viajantes e outras gastroenterites, além da
utilizacao de antimicrobianos.

Os viajantes com destino para paises em desenvolvimento desempenham um
importante papel na disseminagdo de resisténcia a antimicrobianos, pois adquirem
bactérias MR em sua microbiota intestinal, que sdo carreadas durante as viagens e
introduzidas em seus paises de origem (Vila, 2015). Essa aquisicdo pode acontecer
através do contato com alimentos, agua ou individuos do proprio local, podendo ser
facilitada através da exposicéo a antimicrobianos (Hassing et al., 2015; Murray e Blyth,
2017; van der Bij e Pitout, 2012).

Viagens internacionais para areas e paises com alta endemicidade de bactérias
MR, onde ha uso de antimicrobianos, ou ainda paises em desenvolvimento, de baixa
renda e com saneamento precario, sao fatores importantes para que viajantes tornem-
se portadores de bactérias produtoras de ESBL (von Wintersdorff et al., 2014; Yaita
et al., 2014; Vila, 2015; Ruppé et al., 2018)

A aquisicéo de colonizacao por bactérias produtoras de ESBL tem sido descrita
em intensidade variavel. Por exemplo, em viagem para o sul da Asia, a frequéncia de
aquisicao varia de 46 a 85%, e no Sudeste Asiatico € cerca de 70%. ApOs
permanéncia no Oriente Médio ou Norte da Africa, a colonizac&o ocorre em 13% a
44%, ou ainda na América Latina, em 0% a 31%. Em locais com baixa aquisi¢cdo de

bactérias resistentes, como na Europa ou na América do Norte, a aquisicdo de



26

bactérias produtoras de ESBL € estimada em menos de 10% dos viajantes (Woerther
et al., 2013; Barreto Miranda et al., 2016; Vading et al., 2016; Ruppé et al., 2018).
Além da regido geografica, a ocorréncia de gastroenterite e diarreia dos
viajantes, a presenca de doenca intestinal cronica e a utilizacdo de antimicrobianos
durante a viagem sao considerados fatores de risco que predispdem a aquisicado de
amostras de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL (Hassing et al., 2015; Kantele
et al., 2015; Vila, 2015; Ruppé et al., 2018). A diarreia dos viajantes acontece quando
ha ingestdo de alimentos contaminados,podendo ocorrer numa incidéncia de 10% a

40% dependendo do hospedeiro (Langford e Schwartz, 2018).

1.3.4 Agquisicao de bactérias multirresistentes apos viagens

A principal bactéria da familia Enterobacteriaceae adquirida durante viagens
em regides endémicas € E. coli com resisténcia a antimicrobianos, principalmente as
produtoras de ESBL (Peirano et al., 2017).

Muitas regifes, como Sudeste Asiatico, Mediterraneo Oriental e Pacifico
Ocidental sdo caracterizadas por elevada prevaléncia de carreamento comunitério de
Enterobacteriaceae MR, em sua maioria E. coli (Woerther et al., 2013; Hassing et al.,
2015).

O tipo de ESBL mais comumente encontrado na microbiota de viajantes
saudaveis que retornaram de regides de risco é CTX-M, principalmente CTX-M15,
presente em 54 a 80% dos individuos que se tornam colonizados por ESBL. Esse
fenbmeno pode estar relacionado a boa adaptacdo dos genes que codificam essa
ESBL em E. coli e a sua disseminacao principalmente em paises em desenvolvimeno
(van der Bij e Pitout, 2012; Peirano et al., 2011, 2017; Ruppé et al., 2018). Os
principais estudos que avaliaram a aquisicdo de bactérias produtoras de ESBL estdo

citados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Aquisicédo de bactéria produtora de ESBL por viajantes que se dirigiram a paises

fora da América do Sul descrita em estudos publicados a partir de 2010 (continua)

Regido de Regido de aquisicéo Bactéria resistente N (%) de Total no local Referéncia
origem encontrada viajantes de aquisicéo
que (total no
adquiriram estudo)
Suécia Africa E. coli; CTX-M 15 1(4) 25 (100) Tangdén et
al., 2010
Asia E. coli; CTX-M 15, 9, 14, 27 10 (32) 31
india E. coli; CTX-M 15 7 (88) 8
Oriente Médio E. coli; CTX-M 15, 9 4 (29) 14
Ameérica do Norte/Central Nenhuma 0 8
Australia Europa E. coli; CTX-M 9 5(23) 21 (102) Kennedy e
Collignon,
2010
América do Norte E. coli; CTX-M 9, TEM, SHV 3 (30) 10
Asia/Pacifico E. coli; CTX-M 1, 9, TEM, 29 (51) 56
SHV,pAmpC
China / Hong Kong / Taiwan / E. coli; CTX-M 9 11 (68) 16
Coréia
Japao Nenhuma 0 7
Suécia Africa E. coli, K. pneumoniae; CTX-M 28 (27) 101 (231) Ostholm-
15,14,1,3, SHV,pAmpC Balkhed et al.,
2013
Asia E. coli, K. pneumoniae; CTX-M 26 (44) 58
15,14,27,53, SHV,pAmpC
Subcontinente indiano E. coli, K. pneumoniae; CTX-M 10 (71) 14
15,14, TEM,pAmpC
Austrdlia/Oceania/América do Nenhuma 0 33
Norte/ Europa
Holanda Sudeste Asiatico E; CTX-M 1,3,15,32, CTX-M 37 (33) 110 (370) Paltansing et
Leste da Asia 9,2,8/25, SHV, pAmpC 22 (66) 33 al., 2013
Sul da Asia 18 (72) 25
Asia Central 1(33) 3
Norte da Africa 4 (40) 10
Africa Central 17 (30) 56
Africa do Sul 3(11) 26
Oriente Médio 2 (13) 15
América Central/Caribe 7 (25) 28
Holanda Sul da Asia E; CTX-M 1,2,9 6 (21) 28 (122) von
Subcontinente indiano E; CTX-M 1,9,8/25 20 (64) 31 Wintersdorff
Norte da Africa E; CTX-M 1,9,8/25 5 (31) 16 etal., 2014
Africa do Sul E; CTX-M 1,8/25 5 (29) 17
Sul da Europa E; CTX-M 2 1(16) 6
Ameérica Central Nenhuma 0 4
Alemanha india E; CTX-M 15 59 (86) 68 (170) Kuenzli et al.,
Butdo 11 (78) 14 2014
Nepal 31 (79) 39
Sri Lanka 17 (34) 49
Espanha Africa do Norte E. coli; CTX-M15,3,27, SHV5 5(12) 40 (457) Sole et al.,
2014
Leste da Africa Nenhuma - 40
Africa Ocidental E. coli; CTX-M15 10 (16) 63
Africa Central E. coli; CTX-M15,27 3(21) 14
Africa do Sul E. coli; CTX-M15,9 2 (22) 9
América Central E. coli; CTX-M15,14, SHV5 4 (9) 41
Sul da Asia E. coli; CTX-M15,14, 51 (36) 142
SHV5,12,27
Sudeste asiatico E. coli; CTX-M15,14, SHV12 3(7) 40
Franca Africa Sub-saariana E. coli; CTX-M 1, pAmpC 89 (48) 182 (574) Ruppé et al.,
Asia 114 (73) 155 2015

E: enterobactéria; pAmpC: beta-lactamase do tipo AmpC plasmidial; N: nimero
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Tabela 1 continuacdo - Aquisicdo de bactéria produtora de ESBL por viajantes que se
dirigiram a paises fora da Ameérica do Sul descrita em estudos publicados a partir de 2010

Regido de origem Regido de aquisicéo Bactéria resistente N (%) de Total no local de  Referéncia
encontrada viajantes que  aquisicao (total
adquiriram no estudo)
Alemanha india E. coli, K. pneumoniae; 14 (93) 15 (191) Lubbert et
CTX-M 15, 27, SHV-12 al., 2015
Asia (outros paises) E. coli, K. pneumoniae; 18 (23) 76
CTX-M 15, 55,
14,27,SHV-12
Africa E. coli, K. pneumoniae; 18 (23) 78
CTX-M15, 55, 14
América Central/Caribe E. coli, K. pneumoniae; 1(6) 15
CTX-M 15
Sul da Europa E. coli, K. pneumoniae; 1(12) 8
CTX-M 15
Ameérica do Norte Nenhuma 0 2
Finlandia Sul da Asia E; CTX-M 1,9, TEM 28 (45) 61 (430) Kantele et
al., 2015
Sudeste Asiatico 33 (32) 101
Leste Asia 2(33) 6
Norte da Africa/ Oriente 4 (33) 12
Médio
Africa subsaariana 23 (11) 193
América do Norte/ Nenhuma 0 17
Europa/ Australia
Alemanha Subcontinente indiano E. coli, K. pneumoniae; 6 (40) 96 (211) Barreto
CTX-M 1,9, SHV Miranda et
al., 2016
Sudeste da Asia E. coli, K. pneumoniae; 23 (58) 55
continental CTX-M 1,9, SHV
Africa E. coli, K. pneumoniae; 9 (34) 27
CTX-M 1, TEM
Jap&o Asia E; CTX-M 15, 14, 27 29 (60) 48 (135) Mizuno et
al., 2016
Africa Sub-saariana E; CTX-M 15, 14, 27 11 (25) 43
Norte da Africa/Oriente E; CTX-M 15 11 (52) 21
Médio
Oceania E; CTX-M 27 1(33) 3
Ameérica Central Nenhuma 0 6
Suica Sudeste Asiatico E. coli; CTX-M 1, 9, 13 (19) 68 (188) Vading et
CMY I al., 2016
Subcontinente indiano E. coli; CTX-M 1, 9, 30 (49) 61
CMY I, SHV
Norte da Africa E. coli; CTX-M 1, 9, SHV 11 (44) 25
Turquia E. coli; CTX-M 1 2(9) 21
Canadéa india E. coli; CTX-M 15, TEM 66 90 (116) Peirano et
26,52, SHV 2,5 al., 2017
Nepal E. coli; CTX-M 15 2 9
Paquistdo/Bangladesh E. coli; CTX-M 15 2 2
Sri Lanka Nenhuma 0 8
Holanda Sul da Asia E. coli, K. pneumoniae; 136 (75) 181 (2001) Arcilla et
Asia Central e Oriental CTX-M 15 41 (48) 84 al., 2017
Asia Ocidental 12 (42) 28
Norte da Africa 34 (41) 81
Sudeste da Asia 200 (37) 540
América Central/Caribe 24 (27) 86
Africa Central e Oriental 57 (27) 205
Africa Ocidental 20 (18) 106
Africa do Sul 7 (6) 116
Ameérica do Norte, 1(5) 17
Europa e Oceania
Franca Africa Sub-saariana E; CMY-2, 42, DHA 10 (20) 195 (574) Lorme et
al., 2018
Asia E; CMY-2, 6, 2m, 42, 14 (29) 184

42m
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E: enterobactéria; pAmpC: beta-lactamase do tipo AmpC plasmidial; N:nimero

A viagem internacional também ¢é fator de risco para aquisicdo de amostras
produtoras de carbapanemases (Sole et al., 2014; van der Bij e Pitout, 2012). Porém a
proporcao de viajantes que retornam com bactérias produtoras de ESBL é maior do que
aqueles gque retornam com bactérias produtoras de carbapenemases (Paltansing et al.,
2013; Kuenzli et al., 2014; Hassing et al., 2015; Arcilla et al., 2017; Ruppé et al., 2018). Os
estudos relacionados a aquisicdo de bactérias produtoras de carbapenemases estao
listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Aquisicdo de bactéria produtora de carbapenemases por viajantes que se
dirigiram a paises fora da América do Sul

Regido de Regido de aquisicéo Bactéria N (%) de Total no Referéncia
origem resistente viajantes local de
encontrada que aquisicao
adquiriram  (total no
estudo)
Alemanha india E. coli; NDM-1 1(2) 68 (170) Kuenzli et
al., 2014
Franca india E. coli; OXA- 3 (5) 57 (574) Ruppé et
181,NDM-1 al., 2015
Holanda Egito/EUA E. coli; OXA-48 1(8) 12 (1695) Reuland et
al., 2016
Holanda Indonésia/Myanmar E. coli, 3(1) 226 (2001) van Hattem
Enterobacter et al., 2016
cloacae; OXA-
244, NDM-1, IMI-
2
Turquia/Grécia K. pneumoniae; 1(6) 16
OXA-48
China/Tailandia/Vietnd E. coli; NDM-1 1(0,5) 192
N: nimero

As viagens internacionais também podem estar associadas a aquisicdo de
bactérias carreadoras de genes gnr, de resisténcia plasmidial as fluorquinolonas (von
Wintersdorff et al., 2014). Quanto aos genes mcr, de resisténcia transferivel a colistina,
viajantes internacionais podem atuar como portadores, transferindo bactérias com o
gene para os paises de onde partiram, podendo transferir genes e expandir novos
microrganismos MR por meio das fronteiras (Nakayama et al., 2018). Os estudos
relacionados a aquisicdo desses outros genes de resisténcia como gnr e mcr, e as
frequéncias de resisténcia a antimicrobianos ndo beta-lactamicos, estdo

demonstrados na Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente.
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Tabela 3 - Aquisicdo de bactéria portadoras de genes gnr e mcr por viajantes que se

dirigiram a paises fora da Ameérica do Sul.

Pais de Regido de Bactéria N (%) de Total no local de  Referéncia
origem aquisicao resistente viajantes aquisicao (total
encontrada que no estudo)
adquiriram
Alemanha Sul da Asia E; qnrB, 28 28 (122) von
gnrS Wintersdorff
et al., 2014
Subcontinente 29 31
indiano
Norte da Africa 12 16
Africa do Sul 11 17
Europa/América 9 16
Holanda Tailandia e E; mcr-1 3 Nao informado von
Vietna (122) Wintersdorff
et al., 2016
Indonésia 1
Tanzénia 1
Suica Sudeste Asiatico  E. coli; gnrS 9 15 (67) Vading et
e B, aac(6)- al., 2016
Ib-CR
Subcontinente E. coli; gnrS 23 36
indiano e B aac(6)-
Ib-CR
Norte da Africa E. coli; gnrS 2 12
eB
Turquia - - 2
Tailandia E. coli; mcr- 1 N&o informado
1
Holanda Tailandia, Vietna, E. coli; mcr- 1(0,8) 125 (2001) Arcilla et
Camboja, Laos 1 al., 2017
Tunisia 1 N&o informado
China 2 (3) 67
Japéo Vietna E. coli; mcr- 3 (15) 19 (175) Nakayama
1 et al., 2018

E: enterobactéria; gnr: genes que codificam resisténcia as quinolonas; mcr: genes que codificam

resisténcia a colistina.
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Tabela 4 - Frequéncia de resisténcia a antimicrobianos néo-betalactamicos dentre
amostras produtoras de ESBL adquiridas ap0s viagens.

Total de % de amostras resistentes ao antimicrobiano indicado entre Referéncia
amostras amostras produtoras de ESBL no estudo
ESBL CIP GEN AMI SUT NIT FOS
113 36 35 - 67 29 - Paltansing
etal., 2013
68 31 41 2 70 7 3 Ostholm-
Balkhed et
al., 2013
118 41 - 5 49 2 1 Kuenzli et
al., 2014
58 43 17 2 83 - 16 Libbert et
al., 2015
67 40 30 8 58 - - Vading et
al., 2016
70 82 58 6 85 - - Peirano et
al., 2017
277 77 19 5 53 - 10 Lorme et
al., 2018

ESBL: betalactamase de espectro estendido; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; AMI: amicacina;
SUT: sulfametoxazol+trimetroprim (cotrimoxazol); NIT: nitrofurantoina; FOS: fosfomicina

1.3.4.1 Agquisicdo de Enterobacteriaceae multirresistente em viajantes que se

dirigem para a América do Sul

Poucos estudos avaliaram a aquisicAo de microrganismos resistentes em
vigjantes que tiveram como seu destino a América do Sul, ou fornecem dados sobre
aquisicao no Brasil. Estes estudos séo citados na Tabela 5. Outros estudos avaliaram
a aquisicao de Enterobacteriaceae produtora de ESBL por viajantes internacionais
com destino para a América do Sul, sem especificacdo do pais, porém em nenhum
deles foi encontrada amostra produtora de ESBL apds o retorno desses viajantes para
a regido de origem (Kantele et al., 2015; Blyth et al., 2016).
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Tabela 5 - Aquisicdo de bactéria resistente por viajantes que se dirigiram a América
do Sul com especificagdo ou ndo sobre Brasil

Bactériaresistente ou Regido de Regido de N viajantes que Total para AS Referéncia
marcador de origem aquisicdo adquiriram (% ou Brasil (total
resisténcia encontrado de aquisicéo) no estudo)
E. coli; GEN, CIP ou Australia AS ou 3 (60) 5(102) Kennedy e
CEFA de 3° geracédo México Collignon, 2010
E; ESBL Holanda AS 2 (6) 32 (370) Paltansing et al.,
2013
E. coli; CTX-M 15, 2, Suécia AS 5(17) 29 (231) Ostholm-
pAmpc Balkhed et al.,
2013
E. coli; CTX-M 15,14 Espanha AS 4 (9) 43 (457) Sole et al., 2014
E; ESBL, CMY-2, DHA Franca Brasil 15 (34) 44 (574) Ruppé et al.,
2015
E. coli; CTX-M 1 Alemanha AS 3 (14) 21 (211) Barreto Miranda
et al., 2016
E; ESBL Japéo AS 3 (33) 9 (135) Mizuno et al.,
2016
E. coli;mcr-1 Holanda AS 2(1 180 (2001) Arcilla et al.,
2016
E; ESBL Holanda Brasil 2(8) 25 (2001) Arcilla et al.,
2017

GEN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; CEFA: cefalosporina; E: enterobactéria; ESBL: beta-lactamase
de expectro extendido; pAmpC: beta-lactamase do tipo AmpC plasmidial; AS: América do Sul

Como fica evidente, o incremento das viagens internacionais aéreas e
terrestres fomentou a interacdo entre populacdes distantes. Um efeito dessa interacéo
foi a disseminagcdo de resisténcia aos antimicrobianos, que ocorre por meio da
aquisicao de colonizagéao intestinal ou infec¢ao por microrganismos resistentes ou que
carreiam genes de resisténcia. Esse € um assunto que precisa ser melhor explorado

em viajantes que partem do Brasil.
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2 JUSTIFICATIVA

Os estudos mostram a relevancia das viagens internacionais em relacdo a
aquisicao de colonizacéo intestinal por microrganismo resistente. Esses estudos tém
sido realizados por viajantes que partem de paises desenvolvidos, tais como Franca,
Holanda, Alemanha, Japao, dentre outros. Até os dias atuais, ndo houve publicacéo
sobre viajantes que partem do Brasil tendo como destino outros paises. No entanto,
sao muitos os viajantes que partem do Brasil para viagens internacionais (Rodrigues
e Moreira, 2018). O destino desses viajantes frequentemente inclui regides para as
quais sdo descritas elevadas frequéncias de aquisicdo de bactérias da familia
Enterobacteriaceae MR. A resisténcia a antimicrobianos € um problema grave no
Brasil, estando disseminada entre pacientes admitidos em hospitais, na comunidade
e no meio ambiente. A descricdo do impacto de viagens nesse cenario seria
enriqguecedora para o conhecimento e controle da resisténcia no Brasil e no mundo.

E. coli € um microrganismo presente na microbiota intestinal e com grande
capacidade de adquirir genes de resisténcia. A pesquisa de colonizagédo por E. coli
resistente tem sido uma ferramenta Util para indicar a aquisicdo de marcadores de
resisténcia por viajantes. A existéncia de uma clinica para aconselhamento de
viajantes afiliada a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) fornece uma

oportunidade Unica para a investigacao desse problema.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a frequéncia de aquisicdo de colonizacdo por Escherichia coli MR por
viajantes atendidos no Centro de Medicina dos viajantes da UFRJ (CIVES), incluindo
amostras produtoras de ESBL, carbapenemases, carreadoras de genes que codificam

PMQR e resisténcia plasmidial a polimixina (mcr).

3.2 Metas

Organizar uma colegcdo de amostras de E. coli provenientes da microbiota intestinal

de viajantes antes da partida para viagens e ap0s seu retorno;

Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos, producdo de ESBL, de
carbapenemases, presenca de genes que codificam resisténcia plasmidial a

fluorquinolonas e polimixina;

Classificar as amostras como MR de acordo com os perfis de resisténcia,

Determinar a aquisicdo de bactéria resistente por meio da comparacao das amostras

de E. coli presentes antes e depois da viagem,;

Classificar as amostras de acordo com o grupo filogenético e as multirresistentes por

meio da amplificacéo aleatdria de DNA polimorfico (RAPD);

Explorar potenciais associacfes de destino, uso de agentes antimicrobianos e a
ocorréncia de diarreia durante a viagem com colonizacdo por amostra de E. coli
produtora de ESBL e MR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

O recrutamento dos viajantes foi realizado durante o periodo de 2015 a 2018.
Viajantes com mais de 18 anos de idade atendidos em um dos postos do Centro de
Informacdes em Saude para Viajante (CIVES) no Rio de Janeiro da UFRJ foram
convidados a participar no estudo.

O CIVES é o primeiro servigo especializado em medicina de viagem criado na
América Latina e no Brasil, implantado em marc¢o de 1997 na UFRJ. O CIVES presta
atendimentos individuais para viajantes, além de consultorias a empresas e para
tropas brasileiras enviadas em missdes no exterior (Martins et al., 2005).

Depois do fornecimento das informacdes, o participante foi orientado a coletar
espécime de fezes com auxilio de um swab anal antes da viagem. Apés o retorno, os
viajantes foram contactados para responder algumas questdes sobre destino, duracéo
da viagem, ocorréncia de sintomas intestinais, uso de agentes antimicrobianos e
hospitalizacdo, conforme o questionario disponivel no Anexo 1 e Anexo 2
(questionario ap6s o retorno), e um novo swab anal foi coletado dentro de uma
semana depois do retorno. O espécime foi enviado ao Laboratorio de Investigacdo em
Microbiologia Médica (LIMM) no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, no Centro
de Ciéncias da Saude na UFRJ para seu processamento. A identificacdo da amostra
foi feita através de um codigo.

No presente estudo, foi investigada a aquisicdo de colonizacdo por E. coli
produtora de ESBL e MR por meio da comparacao entre a sua presenca antes e
depois da viagem. Foram também investigadas potenciais variaveis associadas a
essa aquisicdo. Essas variaveis foram idade, sexo, escolaridade, doencas de base, e

destino da viagem, entre outras.

4.2 Definicdes adotadas no estudo

As regibes de destino correspondem a Africa subssariana, Sudeste Asiético,
Subcontinente indiano, América do Sul com turismo de altitude, América do Sul sem
turismo de altitude, Africa do Norte, Ilhas do pacifico, Oceania, Europa, Asia, América
do Norte, América Central, Asia Central e Oriente Médio. Para os participantes que

visitaram mais de uma regido de destino foi considerada a aquisicdo na regido em que
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0 mesmo permaneceu por um periodo de tempo maior. Os paises correspondentes a
cada regido estéo listados no Quadro 1 abaixo:

Quadro 1 - Descricdo dos paises correspondentes aos continentes de destino dos
viajantes

Regido de destino

Paises

Africa subsaariana

Sudeste Asiatico

Subcontinente indiano

America do Sul turismo de altitude
America do Sul

Africa do Norte
llhas do pacifico
Oceania
Europa

Asia
América do Norte

America Central
Asia Central

Angola, Africa do sul, Benin,Botswana, Cabo verde,
Congo, Costa do Marfim, Etidépia, Gana, Guiné
Bissau, Ilhas Mauricius, Madagascar, Malawi,
Mocambique, Namibia, Niger, Nigéria, Quénia,
Republica Centro Africana, Ruanda, S&o Tomé e
Principe, Senegal, Suddo, Swazilandia, Tanzania,
Togo, Uganda, Zambia, Zanzibar, Zimbabue
Cambadia, Laos, Miamar, Tailandia, Vietnan

india

Bolivia, Chile, Peru
Amazbnia Legal,
Equador, Venezuela
Egito, Marrocos
Filipinas, Indonésia, Papua Nova Guine

Australia, Nova Zelandia

Alemanha, Espanha, Franca, Inglaterra, Polonia,
Portugal,

Butdo, China, Cingapura, Coreia do Sul, Japao,
Malasia, Nepal, Turquia, Timor Leste

Argentina, Brasil, Colémbia,

Estados Unidos, México
Costa Rica, Cuba, Haiti, Honduras, Panama
Uzbequistao

Oriente Médio Afeganistao, Emirados Arabes, Ird, Israel, Libano,

Qatar

Para computar aquisicdo de amostra de E. coli produtora de ESBL ou MR foram
considerados apenas 0s viajantes que apresentavam amostra de E. coli sem
evidéncia de producéo de ESBL e cujo antibiograma nao evidenciou perfil compativel
com MR na amostra antes da viagem. Os viajantes cuja amostra de E. coli obtida
antes da viagem foi produtora de ESBL e MR nao foram incluidos no calculo de

frequéncia de aquisicao.

4.3 Fluxograma do trabalho

A seguir esta demonstrado o fluxograma do trabalho nas principais etapas do

estudo (Figura 1).
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Critérios de incluséo:
+ Viajantes maiores de 18 anos de idade;
+ Swab pré e pds viagem

v v v
Caldo TSB+ Zn +
MCA MCA + CRO disco de ERT
[ | |
!

Colegdo: trés coldnias -
escolha em ordem de

prioridade®
Selecionar 1 amostra |
deida e 1 devolta
Determinar o tipo de Determinar genes de Classificarem MR
Antibiograma ESBL e carbapenemase resisténcia a colistina e (Magiorakos e cols.
(PCR) quinolonas (PCR) 2011)
RAPD

Figura 1 - Fluxograma das principais etapas de trabalho das amostras dos viajantes

*Ordem de prioridade: foram selecionadas as amostras que cresceram em meio agar MacConkey
contendo ceftriaxona e nas quais a producéo de ESBL foi confirmada por visualizagdo da distor¢céo do
halo em teste de dupla difusdo; quando ndo houve crescimento, as trés colbnias foram selecionadas
do meio sem antimicrobiano. MCA: meio de agar MacConkey; CRO: ceftriaxona; TSB: caldo triptona
de soja; Zn: zinco; ERT: ertapenem; ESBL: beta-lactamase de espectro estendido; MR: multirresistente.

RAPD: tipificacdo da amostra por meio de amplificacdo randdmica polimoérfica do DNA.

4.4 Processamento do espécime fecal para pesquisa de E. coli

No LIMM, a ponta do swab contendo o espécime a ser analisado foi transferida
para um microtubo contendo 1mL da solucdo skim milk (leite desnatado), triptona,
glicose, e glicerina (STGG). O frasco contendo STGG e a ponta do swab (STGG-S)
foram agitados em vortex para liberacdo dos microrganismos aderidos ao swab e
aliquotas dessa solucdo foram utilizadas nas etapas seguintes de identificacdo e
isolamento de E. coli, conforme descrito a seguir. O restante do STGG-S foi

armazenado a -20°C para analises adicionais de repeticdo ou confirmacao.

4.4.1 lIsolamento do microrganismo

Aliquotas do meio STGG contendo o swab anal foram novamente passadas no

vortex e posteriormente semeadas em trés diferentes sistemas, a fim de possibilitar o
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crescimento da bactéria e obter indicativos da presenca de resisténcia a
antimicrobianos beta-lactamicos e carbapenemas, como descrito nos itens

subsequentes.

4.4.2 Semeadura em meio de agar MacConkey

Aliquota de 20 uL foi semeada pela técnica de esgotamento em placa contendo
agar MacConkey (MCA), promovendo o crescimento de enterobactérias sem pressao
seletiva de antimicrobianos. As culturas foram incubadas a 35 + 2 °C por 18 a 24 horas
e identificadas.

ApGs identificagdo de colbnias de E. coli, as mesmas foram isoladas em agar
triptona de soja (TSA). Quando foi confirmada a presenca de E. coli (como descrito
adiante) as amostras foram transferidas para um microtubo contendo 1mL de skim

milk a 10% (p/v) e glicerol a 10% (v/v) e armazenadas a -20°C para compor a colecao.

4.4.3 Semeadura em meio agar MacConkey contendo ceftriaxona

Outra aliquota de 20 pL foi semeada em placa com MCA contendo ceftriaxona
(CRO, 2ug/ mL), para pesquisa de E. coli produtora de ESBL. As culturas foram
incubadas a 35 + 2 °C por 18 a 24 horas e identificadas em seguida.

As colbnias confirmadas como E. coli e consideradas suspeitas de producéo
de ESBL foram submetidas ao teste fenotipico de producdo de ESBL. As amostras

positivas foram isoladas em TSA e armazenadas.

4.4.4 Crescimento em caldo contendo ertapenem

Para pesquisa de E. coli produtora de carbapenemases foi realizada a
transferéncia de 50 pL da aliquota para o meio enriquecido seletivo caldo triptona de
soja (TSB, do inglés trypticase soy broth), contendo sulfato de zinco (70ug/ mL) e um
disco de ertapenem (ERT, 10ug) e a cultura foi incubada a 35 + 2 °C por 18 a 24 horas.
Quando houve turvagéo no caldo TSB com disco de ERT, uma aliquota de 30pL foi
semeada pela técnica de esgotamento em placa contendo agar MacConkey e
incubada a 35 + 2 °C por 18 a 24 horas e as amostras identificadas.

Coldnias que foram confirmadas como E. coli (como descrito no item a seguir)
tiveram a resisténcia ao carbapenema detectada atraves da técnica de disco difuséo
com ertapenem. O diametro do halo foi medido e interpretado conforme orientacdes

do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). As amostras intermediarias
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ou resistentes foram consideradas suspeitas de producédo de carbapenemases. As
amostras suspeitas de producédo de carbapenemase foram isoladas em TSA e

armazenadas.

4.4.5 ldentificacdo do microrganismo

Apo6s o término do tempo estabelecido de incubacao, foram selecionadas trés
colénias caracteristicas de E. coli em cada meio, ou seja, coldénias apresentando
formas lisas e rugosas, sendo as coldnias lisas convexas e brilhantes com bordas
regulares e as rugosas com aspecto e aparéncia grosseiras com contornos
irregulares. Essas amostras foram identificadas por matrix assisted laser
desorption/ionization-time of flight, conhecido pela sigla MALDI-TOF-MS (Bruker
Daltonics®).

Nessa técnica uma pequena quantidade da amostra a ser identificada foi
aplicada em uma placa para MALDI-TOF-MS com o auxilio de um palito de madeira,
sendo essa identificacdo realizada em duplicata. Em cada poc¢o ja com a amostra, foi
pipetado 1 pyL de acido férmico (Sigma®) a 70%, para extrair as proteinas, apos a
secagem completa, foi pipetado 1 yL de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA,
Bruker®) como matriz de calibracdo. Para calibracdo do equipamento foi aplicada
amostra de E. coli ATCC® 25922 nos dois ultimos poc¢os da placa, sendo realizado o0s
mesmos procedimentos que foram explicados anteriormente. Apds secagem
completa da placa, a mesma foi inserida no aparelho primeiramente para calibracéo
da E. coli ATCC® 25922 e posterior a calibacéo foi feita a identificacdo das demais
amostras. Para confirmacao da identificacdo da espécie E. coli foram considerados
scores maiores ou iguais a 2,3. Quando confirmada a presenca de E. coli, as amostras
foram armazenadas.

Foram armazenadas pelo menos trés coldnias isoladas a partir do espécime
obtido antes da viagem e trés colbnias obtidas do espécime apOs o retorno por
participante e por ordem de prioridade; ou seja, as amostras foram selecionadas de
acordo com 0 seu crescimento em meio com pressao seletiva, na presenca de
antimicrobianos. Quando nao houve crescimento nesses meios, as trés colonias foram
selecionadas do meio sem antimicrobiano. Para os itens que se seguem, foram
selecionadas uma amostra antes e ap0s a viagem de cada participante para o teste
de susceptibilidade aos antimicrobianos e grupo filogenético. Para a técnica de RAPD

foram selecionadas amostras MR e seu par respectivo.
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4.5 Testes fenotipicos para deteccdo de resisténcia

4.5.1 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado com duas
amostras de E. coli de um mesmo participante, sendo uma amostra anterior e outra
posterior a viagem. Em todos os casos priorizou-se as amostras que cresceram em
meio com antimicrobiano, como especificado no item 4.4.3. As analises foram
realizadas de acordo com as recomendacdes do CLSI.

As amostras previamente recuperadas como descrito anteriormente foram
semeadas em placa contendo agar TSA e incubadas em estufa por 24 horas a 35 + 2
°C. Foi preparada suspensao com essas amostras em tubo contendo 2 mL de solucéo
salina (NaCl) em uma concentracdo de 0,85% em turvacgdo similar a da escala 0,5 de
McFarland. O in6culo foi semeado com o auxilio de um swab estéril em uma placa
contendo Agar Mueller Hinton em quatro direcdes por toda a superficie, com a
finalidade de obtencdo de um crescimento bacteriano uniforme.

Depois da secagem da semeadura, foram aplicados os discos selecionados a
uma distancia minima de 24 mm de centro a centro entre cada antimicrobiano. As
culturas foram incubadas por 16 a 18 horas a 35 = 2 °C. Apés esse periodo, os
didmetros dos halos foram medidos e interpretados de acordo com as informacfes
contidas no CLSI e classificadas como resistentes, intermediarios ou sensiveis. O
controle de qualidade do teste de susceptibilidade foi realizado com as amostras E.
coli ATCC® 25922, P. aeruginosa ATCC® 27853 e E. coli ATCC® 35218.

Os discos de antimicrobianos utilizados no teste foram: amicacina (AMI) 30 pg,
amoxicilina com &cido clavulanico (AMC) 20/10 ug, ampicilina (AMP) 10 ug, cefazolina
(CFZ) 30 pg, cefepima (CPM) 30 ug, cefotaxima (CTX) 30 ug, cefoxitina (CFO) 30 ug,
ceftazidima (CAZ) 30 pg, cefuroxima (CRX) 30 ug, ciprofloxacina (CIP) 5 ug,
ertapenem (ERT) 10 pg, fosfomicina (FOS) 200 pg, gentamicina (GEN) 10 ug,
nitrofurantoina (NIT) 300 ug, e sulfametoxazol-trimetoprim (SUT) 1,25/23,75 ug.

As amostras identificadas como E. coli e suspeitas de producdo de ESBL foram

avaliadas em testes fenotipicos, como descrito a seguir.

4.5.2 Producao de beta-lactamases de espectro estendido

As amostras suspeitas de ESBL foram submetidas a técnica de disco-

aproximacao (Jarlier et al., 1988). Em uma placa com agar Mueller Hinton, foi
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depositado o disco contendo AMC (inibidor de beta-lactamase), no centro, e ao redor,
0s beta-lactamicos CPM, CAZ e CTX, a 20 mm de distancia, centro a centro. O teste
foi considerado positivo quando houve distorcdes no halo de inibicdo ou a formacéo

de uma zona fantasma entre os beta-lactamicos e o inibidor, indicando sinergismo.

4.5.3 Definigbes de amostra multirresistente

A classificacdo das amostras como MR foi baseada no resultado do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos (Quadro 2). Essa classificagéo se deu a partir da
definicAo proposta por Magiorakos et al. (2011) acrescida da nitrofurantoina. As
amostras foram consideradas MR quando apresentavam perfil intermediario ou de
resisténcia a pelo menos um agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos.

As amostras produtoras de ESBL foram consideradas MR automaticamente.

Quadro 2 — Antimicrobianos utilizados na classificagcdo das amostras multirresistentes

Categoria de — .
o . Agente antimicrobiano
antimicrobiano
Aminoglicosideos Gentamicina ou amicacina
Carbapenemas Ertapenem
Cefalosporinas de 12 e 22 . .
~ Cefazolina ou cefuroxima
geragao
Cefalosporinas de 32 e 42 Cefotaxima ou ceftazidima
geracao ou cefepime
Cefamicinas Cefoxitina
Fluroquinolonas Ciprofoxacina
Inibidores da via de folato Sulfametoxazol-trimetoprim
Penicilinas Ampicilina
Penicilinas + inibidor de Amoxicilina+acido
beta-lactamicos clavulanico
Acidos Fosfonico Fosfomicina
Polimixinas Colistina
Nitrofuranos Nitrofurantoina*

Fonte: Magiorakos e cols (2011). *Antimicrobiano n&o incluido na proposta de Magiorakos e cols.

4.6 Liberacdo do DNA bacteriano e eletroforese

Para as etapas que incluem a tipificacdo e pesquisa dos determinantes de
resisténcia que foram realizados atraves de reacdes de PCR, foi utilizado o material
genético bacteriano das amostras de E. coli previamente identificadas. As amostras
foram semeadas em agar TSA e incubadas por 18 a 24 horas a 35 £ 2 °C. A liberacdo
do DNA bacteriano foi feita através da suspensao dessa colbnia que foi transferida

para um microtubo contendo 100uL de agua destilada autoclavada, apds a
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transferéncia a suspensado foi agitada vigorosamente em voértex e subsequente
utilizacdo em reacdes de PCR. Quando nao foram utilizadas em seguida, o material
foi armazenado a -20°C.

Para observacdo dos perfis de bandas formados para cada amostra, a
eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1% (Invitrogen®) em tampé&o tris-borato
EDTA (TBE) 0,5X (1X — 89 mM tris, 89 mM acido borico e 0,05 M EDTA [pH 8,2])
corado com brometo de etidio a 0,5 pg/mL (Sigma®), por no maximo 100 volts por 45
minutos. As imagens dos géis foram obtidas com o auxilio do ImageQuant LAS 4000
(GE Healthcare Life Sciences®).

4.7 Pesquisa de genes que codificam beta-lactamases

4.7.1 Beta-lactamases de espectro estendido do tipo CTX-M

Em todas as amostras produtoras de ESBL, foi determinado o gene que codifica
esta enzima. Foram pesquisados genes que codificam ESBL do tipo CTX-M em
reagdo de PCR multiplex. Os iniciadores, os alvos e os tamanhos esperados dos
amplicons estéo descritos na Tabela 6.

A reacdo tem volume final de 20 uL e para cada amostra foi utilizado 10uL de
Master Mix (Promega®), 1 yL de cada iniciador (10 pmol/uL), 1 uL de DNA e 3uL de

agua sem DNAase.
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Tabela 6 - Iniciadores utilizados para amplificacdo de sequéncias de DNA
correspondentes a genes que codificam betalactamases de especro estendido na
PCR multiplex

Nome do a s s o Tamanho do
Alvo iniciador Sequéncia (5- 3') produto (pb)
blacTxmiz CTX-1e2F ATGTGCAGYACCAGTAA 512
' CTX-1e2R CGCTGCCGGTTTTATCSCCC
blacTxns CTX-8 F GGTGACAAAGAGARTGCAACGGAT 333
CTX-8R TTACAGCCCTTCGGCGATGA
blacTsams CTX-9F AACRCRCAGACGCTCTAC 876
CTX-9R TCGAGCCGGAASGTGTYAT

Protocolo formulado pelo LIMM; Picdo, 2016; pb: pares de bases

As etapas da reacdo foram as seguintes: etapa inicial de desnaturacao de 95
°C por 10 minutos; seguida de 30 ciclos de amplificacdo de 95 °C por 30 segundos,
54 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos e uma etapa de extensao final de 72
°C por 10 minutos. A eletroforese foi realizada de acordo com a descrigédo do item 4.6-
Os controles utilizados nessa reacao foram E. coli blactx-m1s C19, E. coli blactx-m-s C15

e E. cloacae blactx-m-9 C18.

4.7.2 ldentificacdo das variantes enziméaticas dos grupos CTX-M

Foi realizada PCR simplex para cada amostra correspondente ao fragmento
amplificado no PCR multiplex para CTX-M apresentado no item anterior. Quando
confirmada a presenca desse gene e discriminagéo do grupo de CTX-M, foi realizada
a técnica de PCR utilizando os iniciadores correspondentes descritos na Tabela 7
(Wang et al., 2012).

Essas sequéncias amplificadas foram enviadas para sequenciamento na
empresa Macrogen (Coreia). Para um volume final de 25uL, foi utilizado para cada
amostra 12uL de Master Mix 1 pyL de cada iniciador (10 pmol/uL), 2uL de DNA e 2uL

de agua sem DNAase.
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Tabela 7 - Iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmentos dos genes que
codificam betalactamases de especro estendido de grupos CTX-M na PCR simplex
Tamanho do

Alvo Iniciador Sequéncia (5’- 3’)
produto (pb)
blacT CTX-1F TGTTATTTCGTCTCTTTCAG 926
cr CTX-1R CATTCCCTTTCCGCTATTAC
CTX-2F GAAGGCCGAGGGATAATAC
blacTx-m-2 986

CTX-2R GTTGCAAGACAAGACTGAAG

bl CTX-8F CAGGAGTTTGAGATGATGAG 910
CTXM-8 CTX-8R GAGCGCTCCACATTTTTTAG

bla CTX-9F CGTATTGGGAGTTTGAGATG 907
CTXM-9 CTX-9R TTCAACAAAACCAGTTACAG

Wang et al., 2012; pb: pares de bases

A reacdo para amplificacdo de fragmentos dos genes blactx-m-1 € blactx-m-o foi
realizada por uma etapa inicial de desnaturacédo de 94 °C por 3 minutos; seguida de
35 ciclos de amplificagdo de 94 °C por 30 segundos, 51 °C por 1 minuto e 72 °C por 2
minutos; e uma etapa de extensao final de 72 °C por 5 minutos.

A reacéo para amplificagdo dos genes blacTx-m-2 € blactx-m-g foi realizada com
0S seguintes parametros: etapa de amplificacdo de 94°C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos de amplificagdo de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 1 minuto e 72 °C por 2
minutos. A eletroforese para visualizacdo do produto amplificado foi realizada como
descrito no item 4.6. Como controle, foram utilizadas as amostras E. coli blactx-m-15
C19, E. coli blactx-m-2C14, E. coli blactx-w-s C15 e E. cloacae blactx-m-9 C18.

4.7.3 Beta-lactamases do tipo AmpC plasmidial

Foi realizada uma reacdo de PCR multiplex para pesquisa de genes que
codificam AmpC plasmidial para as amostras resistentes a CFO e AMC no teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Os iniciadores estdo listados na Tabela 8
(Pérez-Pérez e Hanson, 2002). Para um volume final de 20uL, foi utilizado para cada
amostra 10uL de Master Mix, 0,6uL dos iniciadores MOX, CIT e DHA F/R (20uM), 0,5
ML dos iniciadores ACC e EBC F/R (20uM), 0,4uL do iniciador FOX F/R (20uM), 1uL
de DNA e 2,6uL de agua sem DNAase.
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Tabela 8 - Iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmentos de genes que
codificam betalactamases do tipo AmpC plasmidial

Tamanho do

Alvo Iniciador Sequéncia (5’- 3’) oroduto (pb)
blamoxie € blacuyiie  MOXF  GATCGGATTGGAGAACCAGA 0
MOX-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT
blaiatike € blacy-z.ike CIT-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 462
CIT-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
DHA-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blapHa-iike 405

DHA-R TGGATTGCACTTCATCTTGG

s ACC F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 246
ACC-like ACC R TTCGCCGCAATCATCCCTAGC

S EBC-F  TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 300
MIR & ACT EBC-R CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT

bl FOX-F  AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190
FOX-like FOX-R  CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

Pérez-Pérez, Hanson, 2002; pb: pares de bases

A reacdo foi realizada com uma etapa inicial de desnaturacéo de 94 °C por 3
minutos; seguida de 25 ciclos amplificacdo de 94 °C por 30 segundos, 64 °C por 30
segundos e 72 °C por 60 segundos; e uma etapa de extensao final de 72 °C por 7
minutos. A eletroforese para visualizacdo do produto amplificado foi realizada como
descrito no item 4.6. Como controle, foram utilizadas as amostras E. coli PHPI-5 blacit-
ike, M. morganii DHA-1 blapHa-ike, H. alvei ACC blaacc.iike, E. coli C600R96D blaggc-iike
e E. coli 200 blarox-iike.

4.7.4 Beta-lactamases do tipo carbapenemase

As amostras que foram intermediarias ou resistentes a ertapenem no teste de
susceptibilidade foram caracterizadas quanto a presenca de genes que codificam
carbapenemases por meio da reacdo de PCR multiplex e quatro reacdes de PCR
simplex. Os iniciadores, os alvos e 0os tamanhos esperados dos amplicons estéo
descritos na Tabela 9 (Poirel et al., 2004; Hossain et al., 2004; Mendes et al., 2007,
Poirel et al., 2011).

Todas as reagdes de PCR tiveram um volume final de 10 yL, sendo 5 pL de
Master Mix (Promega®), 1 uL de cada iniciador (10pmol/uL), 1 uL de DNA e o restante

de agua sem DNAse.
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Tabela 9 — Iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmentos de genes que
codificam betalactamases do tipo carbapenemases

Tamanho do

Alvo Iniciador Sequéncia (5’- 3’) produto (pb)
blacm GIM F! TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 72
GIM R? CGGAACGACCATTTGAATGG
blawp IMP F1 GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC 188
IMP R CCAAACYACTASGTTATC
blaviy VIM F1 GTTTGGTCGCATACGCAAC 382
VIM R? AATGCGCAGCACCAGGATAG
blasiy SIM F! GTACAAGGGATTCGGCATCG 569
SIM R? TGGCCTGTTCCCATGTGAG
blaspy SPM-1 F! CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 708
SPM-1 R? CCTTTTCCGCGACCTTGATC
blanom NDM F? GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621
NDM R? CGGAATGGCTCATCACGATC
blaoxa OXA-48 F3 TTGGTGGCATCGATTATCGG 243
OXA-48 R3 GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
blaces GES F* AGCAGCTCAGATCGGTGTTG 750
GES R* CCGTGCTCAGGATGAGTTG
blakec KPC F° GCTACACCTAGCTCCACCTTC 762
KPC R® TGGAGGGCCAATAGATGATT

1 Mendes et al., 2007 2 Poirel et al., 2011 3 Poirel et al., 2004 4 Picdo, 2016 > Hossain et al., 2004;
pb:pares de bases

Para os genes blacim, blae, blavim, blasiv, blaspm, 0s parédmetros de
amplificacdo foram os que se seguem: desnaturacao inicial de 94 °C por 10 minutos;
seguida por uma etapa de 35 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 53 °C por 45 segundos
e 72 °C por 1 minuto; e uma etapa de extenséo final de 72 °C por 5 minutos.

Para o gene blanpm 0S parametros foram: etapa de desnaturacao inicial de 95
°C por 10 minutos; seguida por uma etapa de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 54
°C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos; e uma etapa de extensao final de 72 °C
por 10 minutos.

Para blaoxa foi utilizada uma etapa de desnaturacao inicial de 95 °C por 10
minutos; seguida por uma etapa de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 54 °C por 30
segundos e 72 °C por 1 minuto; e uma etapa de extensao final de 72 °C por 10 minutos.

Para blaces foi realizada uma etapa de desnaturacao inicial de 95 °C por 10
minutos; seguida por uma etapa de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 54 °C por 30
segundos e 72 °C por 45 segundos; e uma etapa de extensao final de 72 °C por 10

minutos.
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Para blakpc foi realizada uma etapa de desnaturacao inicial de 94 °C por 10
minutos; seguida por uma etapa de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 54 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto; e uma etapa de extenséo final de 72 °C por 10 minutos.

Os controles utilizados na reacdo foram: K. pneumoniae blame1 C25, P.
aeruginosa blaspm C27, A. pittii blasiv-1 C24, P. aeruginosa blavim C29, P. aeruginosa
blacim C28, K. pneumoniae blanom C26, K. pneumoniae blakpc C05, K. pneumoniae

blages-16 C02, e Raoultella ornithinolytica blaoxa-4s CO1.

4.8 Identificac&o dos genes que codificam resisténcia as fluorquinolonas

Foi realizada PCR multiplex para pesquisa dos genes que conferem resisténcia
plasmidial as fluorquinolonas nas amostras que foram consideradas intermediarias ou
resistentes a CIP no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.

A reacdo para pesquisa dos genes gnrD, gnrVC, gnrC, gnrB, gnrS, gnrA teve
como volume final 20 pL e consistiu de 10 uL de Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA), 0,5 uL dos iniciadores gnrA, gnrS, gqnrC, gnrD (10
MM), 1 uL do iniciador gnrB e 1,5 uL do iniciador gnrVC e 1 yL de DNA. A reagao
para pesquisa dos genes aac(6’)-Ib e gepA teve volume final de 10 uL e consistiu de
5 uL de Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), 0,5 pyL
de cada iniciador, 2 uL de agua sem DNAase e 1 uL de DNA. Os iniciadores, os alvos

e os tamanhos esperados dos amplicons estdo descritos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Iniciadores utilizados para a detecgéo dos genes gnrVC, gnrC, gnrB, gnrS,
gnrA, gnrD, aac(6’)-Ib e gepA

Tamanho do

Gene Iniciador Sequéncia (5’ - 3’) amplicon (bp)
qnrD Qnrbm-F! AGGTGTAGCATGTATGGAAAAGC 601
Qnrbm-R? ACATTGGGGCATTAGGCGTT
anrA QnrAm-F! AGAGGATTTCTCACGCCAGG 580
QnrAm-R?! TGCCAGGCACAGATCTTGAC
anrs QnrSm-F! GCAAGTTCATTGAACAGGGT 428
QnrSm-R?! TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
anrB QnrBm-F! GGMATHGAAATTCGCCACTG 64
QnrBm-R?! TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
anrC QnrCm-F! GCGAATTTCCAAGGGGCAAA 135
QnrCm-R? ACCCGTAATGTAAGCAGAGCAA
qnIve QnrvCm-F! GAGYTKTATGGTTTAGAYCCTCG 2
QnrvCm-R? TGTTCYTGYTGCCACGARCA
aac(6)-Ib Aac(6’)-1b-F? TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482
Aac(6’)-1b-R? CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
depA QepA-F? GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG 199
QepA-R® CTTCCTGCCCGAGTATCGTG

1 Kraychete et al. (2016); 2 Park et al.(2006); 2 Yamane et al. (2008); pb: pares de bases

As etapas da reacdo foram constituidas de ciclo inicial de desnaturacao a 95 °
C por 10 minutos, seguido por 25 ciclos de 95 °C por 45 segundos, etapa de
anelamento a 58 °C por 45 segundos e alongamento a 72 °C por 15 segundos e um
ciclo final de alongamento a 72 °C durante 3 minutos. A eletroforese para visualizacao
do produto amplificado foi realizada como descrito no item 4.6, com uma preparacao
de gel de agarose a 2%. Os controles utilizados para essas reacoes foram: E. cloacae
grnS, E. cloacae gnrB, E. coli gnrA, Salmonella enterica gnrC, S. enterica qnrD, Vibrio

cholerae gnrVC1, E. coli gepA e K. pneumoniae aac(6')-1b.

4.9 Identificagdo de genes que codificam resisténcia transferivel a colistina

As amostras que foram classificadas como MR e seus respectivos pares de
amostras de ida ou volta foram submetidas a técnica de PCR multiplex para pesquisa
dos genes mcr 1 ao mcr 5. Os iniciadores, os alvos e os tamanhos esperados dos
amplicons estéao descritos na Tabela 11 (Rebelo et al., 2018).

Cada reacao consistiu de 12,5 pL do Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA), 5,5 yL de agua sem DNAase, 0,5 yL de cada
iniciador (10 uM) e 2 uL do DNA.
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Tabela 11 - Iniciadores utilizados para amplificacdo de fragmento dos genes mcr-1 ao
mcr-5

Tamanho do

Alvo  Nome do iniciador Sequéncia (5°- 3’) produto (pb)

mcrl_320bp_for AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC

mer-l o erl 320bp rev AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 320

mer-2 mcr2_700bp_for CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 715
mcr2_700bp_rev TCTAGCCCGACAAGCATACC

mer-3 mcr3_900bp_for AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 929
mcr3_900bp_rev AATGGAGATCCCCGTTTTT

mer-4 mcr4_1100bp_for TCACTTTCATCACTGCGTTG 1116
mcr4_1100bp_rev TTGGTCCATGACTACCAATG

Mer-5 MCRS5_for ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 1.644

MCR5_rev TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG

Rebelo et al., 2018; pb: pares de bases

As etapas de reacgdo foram constituidas de ciclo inicial de desnaturacéo a 94
°C por 15 minutos, seguido por 25 ciclos de desnaturacdo a 94 ° C por 30 segundos,
etapa de anelamento a 58 °C por 90 segundos e alongamento a 72 °C por 60
segundos e um ciclo final de alongamento a 72 °C durante 10 minutos. A eletroforese
para visualizagao do produto amplificado foi realizada como descrito no item 4.6, com
uma preparacao de gel de agarose a 1,5%.

Os controles utilizados nessa reacgdo foram: E. coli 2012—-60-1176-27 para
mcr-1, E. coli KP37 para mcr-2, E. coli 2013-SQ352 para mcr-3, E. coli DH5a para
mcr-4 e Salmonella Paratyphi B dTa + 13-SA01718 para mcr-5.

4.10 Tipificacdo das amostras quanto ao grupo filogenético

Foram selecionadas uma amostra de cada participante, sendo uma
correspondente a ida e outra ao retorno do mesmo participante. Para esta tipificacéo
foi feito PCR multiplex, com os genes e fragmento de DNA listados na Tabela 12
(Clermont et al., 2000, 2004, 2013).

Para um volume final de 10 pL, foram utilizados para cada amostra 5uL de
MasterMix (Promega®), 0,5uL de cada gene ou fragmento (20 pmol/uL) e 1uL de
DNA. A reacao foi realizada em uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por 4
minutos; seguida de 30 ciclos amplificacdo de 94 °C por 5 segundos, 57 °C por 20

segundos e uma etapa de extenséo final de 72 °C por 5 minutos. A eletroforese para
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visualizagéao do produto amplificado foi realizada como descrito no item 4.6, com uma

preparacao de gel de agarose a 2%.

Tabela 12 - Lista de genes ou fragmento utilizados para a tipificacdo quanto ao grupo
filogenético

Nome do
A i ipy o Tamanho do
Alvo gene ou Sequéncia (5’- 3’) .
amplicon (pb)
fragemento
chuA chuA.1b? ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2! TGCCGCCAGTACCAAAGACA
A yjaA.1b! CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 011
Yl yjaA.2bt AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4.C2.1b* CACTATTCGTAAGGTCATCC
TspE4.C2 152
SPE4.C2 1opE4.C220? AGTTTATCGCTGCGGGTCGC °
ArDA AceK.f! AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
P ArpA.1r3 TCTCCCCATACCGTACGCTA

IClermont et al., 2013 2Clermont et al., 2000 2Clermont et al., 2004 pb: pares de bases

4.11 Tipificagdo das amostras por amplificacdo randémica do DNA

As amostras classificadas como MR foram submetidas a técnica de RAPD por
meio de um PCR simplex utilizando o primer 1247 (AAGAGCCCGT) (Madico et al.,
1995). A reacéo teve volume final de 10 pL e para cada amostra foram utilizados SuL
de MasterMix (Promega®), 1,5uL de iniciador (10 pmol/uL), 0,5uL de MgCl2 (50mM)
e 3uL de DNA. A reacao foi constituida por etapa inicial de desnaturacéo a 95° C por
15 minutos; seguida de 35 ciclos de amplificagdo de 94 °C por 1 minuto, 38 °C por 1
minuto, 72 °C por 2 minutos e uma etapa de extensao final de 72 °C por 1 minuto. A
eletroforese para visualizacdo do produto amplificado foi realizada como descrito no
item 4.6, com uma preparacgao de gel de agarose a 1,5%.

A interpretacdo dos resultados dos perfis de fingerprinting ao RAPD foi através
da inspecéo visual e auxilio do programa Bionumerics versdo 7.6 (Applied Maths,

Belgium). Os perfis indistinguiveis ou semelhantes foram considerados clonais.

4.12 Anédlise Estatistica

As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o programa estatistico
SPSS® versdo 24. Foram conduzidas andlises univariadas com o intuito de
caracterizar a populacédo do estudo, com a distribuicdo das frequéncias, céalculo de

tendéncias centrais (médias). Também foram realizadas analises de associacao entre
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as caracteristicas dos participantes e caracteristicas das viagens, por meio do teste
do qui-quadrado de Pearson (x2), ou razdo da verossimilhanga, e o teste exato de
Fisher e ainda analise de correlacdo, pelo Teste de Correlacdo de Pearson. Foi

considerado estatisticamente significativo quando o p < 0,05 para as analises.

4.13 Aspectos éticos

A pesquisa foi conduzida segundo as normas da Resolucdo N° 466/2012 e
complementares do Conselho Nacional de Saude. O projeto com CAAE
39274214.0.1001.5257, foi submetido a Plataforma Brasil para analise pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal do Rio de Janeiro e
aprovado por meio do Parecer N° 936.655 de 14/01/2015 (Anexo 3). E aplicacédo do

TCLE e todos os critérios de inclusédo e exclusao.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil dos participantes e da viagem: questionario pré-viagem

Foram recrutados 224 viajantes que responderam ao Questionario 1
relacionado aos dados pessoais do viajante. Na Tabela 13 sdo apresentados dados
demograficos e clinicos dos viajantes. Observamos que a maioria foi do sexo feminino,
tinha idade média de 38 anos, apresentava nivel superior completo e ndo era
portadora de doenca de base.

Tabela 13 - Descricdo das principais caracteristicas de 224 viajantes

Caracteristicas dos viajantes Viajantes (%)
Sexo
Feminino 143 (63,8)
Masculino 81(36,2)

Idade (anos)

Média, Mediana 38,34
Intervalo interquartil 28-47
Escolaridade
Sem nivel superior 49 (21,9)
Nivel superior completo 175 (78,1)
Doenca de Base
Nenhuma 141 (62,9)
Autoimune 10 (4,5)
HAS 9 (4,0)
DM 7(3,1)
HAS associada a DM 3(1,3)
Imunodeficiéncia 2 (0,9)
Psoriase 1(0,4)
ITU de repeticao 1(0,4)
Outras 50 (22,5)
Uso de medicamentos
Nenhum 107 (47,8)
HAS e/ou DM 17 (7,6)
Imunossupressor 5(2,2)
Outros 95 (42,4)
Antimicrobianos nos ultimos 30 dias
N&o 217 (96,9)
Sim 7 (3,1)
Qual antimicrobiano?
Nenhum 217 (96,9)
Penicilinas 6 (2,7)
Quinolonas 1(0,4)

Dados s&o numero e %, a ndo ser quando indicados valores diferentes; HAS: hipertensdo arterial
sistémica; DM: diabetes mellitus; ITU: infecgdo do trato urinario
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Na Tabela 14 sdo apresentadas as principais caracteristicas da viagem.
Observou-se que quase 70% das viagens foram a turismo e 0s principais destinos
foram a Africa subsaariana (cerca de 45%) e a América do Sul em turismo de altitude
(20%).

Tabela 14 - Descricdo das principais caracteristicas da viagem

Viajantes
Caracteristicas da viagem
n = 224 (%)
Duracéao da viagem (dias)
Média, Mediana 25,19
Intervalo interquartil 13-29
Motivo da viagem
Turismo 152 (67,9)
Trabalho 71 (31,7)
Visitar amigos e parentes 1(0,4)
Hospedagem
Hotel 78 (34,8)
Acampamento 56 (25,0)
Albergue 39 (17,4)
Residéncia 31(13,8)
Alojamento 17 (7,6)
Outros 3(1,4)
Regiao de destino
Africa subsaariana 100 (44,6)
América do Sul (altitude) 47 (21,0)
América do Sul (outros) 20 (8,9)
Sudeste Asiatico 19 (8,5)
Subcontinente indiano 15 (6,7)
Asia 9 (4,0)
Africa do Norte 2 (0,9)
Outros* 12 (5,4)

Dados séo numero e %, a ndo ser quando indicados valores diferentes; *1 (0,4%) para América do
Norte, 1 (0,4%) para América Central, 8 (3,6%) para Oceania e 2 (0,9%) para Oriente Médio

5.2 Populagéo do estudo

Todos o0s 224 participantes coletaram amostra de swab anal antes da viagem,
porém, apenas 153 (68%) viajantes foram incluidos na analise de aquisicdo de
amostra MR ou amostra produtora de ESBL. Dos 71 participantes excluidos, 65 (92%)

coletaram apenas o espécime antes da viagem e em 6 nao foi recuperada amostra de
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E. coli a partir do espécime pré-viagem ou pos-viagem. Na Tabela 15 pode-se
observar os dados dos viajantes excluidos e incluidos no estudo. Com esses dados
pode-se observar que os dados principais como sexo e idade média ndo sao
discrepantes quando comparados os dois grupos. Porém quando sdo analisadas as
regibes de destino, a Africa subsaariana predominou entre os exluidos, porém sem

uma significancia estatistica.

Tabela 15 - Descricdo das principais caracteristicas dos viajantes incluidos e
excluidos

Viajantes  Viajantes P
Caracteristicas da viagem excluidos  incluidos
n=71 (%) n=153 (%)
Sexo 0,765
Feminino 44 (62) 99 (64,7)
Masculino 27 (38) 54 (35,3)
Idade (anos)
Média, Mediana 37,34 38,34
Intervalo interquartil 28-43 28-47
Regido de destino 0,080
Africa subsaariana 45 (63,4) 55 (35,9)
América do Sul (altitude) 11 (15,5) 36 (23,5)
América do Sul (outros) 4 (5,6) 16 (10,5)
Sudeste Asiatico 4 (5,6) 15 (9,8)
Subcontinente indiano 3(4,3) 12 (7,8)
Asia 2 (2,8) 7 (4,6)
Africa do Norte 0 2 (1,3)

Ameérica do Norte e Central /
. . . 22,8 10 (6,7
Oceania/Oriente Médio (2.8) (6.7)
Dados sdo numero e %, a ndo ser quando indicados valores diferentes

5.3 Dados do questionario pds-viagem

Na Tabela 16 pode-se observar que 33 participantes utilizaram algum tipo de
antimicrobiano durante a viagem, sendo a doxiciclina o mais utilizado, como motivo
sendo a quimioprofilaxia de malaria. Ainda na tabela, € possivel observar que estes
33 participantes tiveram algum episddio de diarreia na viagem, néo ultrapassando um
dia.
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Tabela 16 — Variaveis observadas nos participantes do estudo durante a viagem

Variaveis observadas durante a Viajantes
viagem n =153 (%)
Uso de antimicrobiano durante a
viagem
Sim 33 (21,6)

Qual antimicrobiano?

Nenhum 120 (78,4)
Doxiciclina 28 (18,3)
Penicilinas 2(1,3)
Quinolonas 1(0,7)
Macrolideos 1(0,7)
N&o soube informar 1(0,7)
Diarreia durante a viagem
Sim 33 (21,6)
Duracéao da diarreia
N&o se aplica 120 (78,4)
Inferior ou igual a 24 horas 24 (15,7)
24h-72h 7 (4,6)
Mais que 72 h 2(1,3)

5.4  Andlise microbioldgica

A colecdo das amostras de E. coli totalizou 1210 colénias, sendo recuperadas
até 3 col6nias antes da viagem e até 3 coldnias apds o retorno por participante. Nao
foram recuperadas amostras de E. colide 6 viajantes a partir do espécime pré-viagem

ou poés-viagem.

5.4.1 Frequéncia de aquisicdo de E. coli produtora de ESBL e multirresistente

Dentre os 153 viajantes incluidos nesta analise, 10 (6,5%) eram portadores de
E. coli produtora de ESBL e 15 (9,8%) de E. coli MR antes da viagem, restando 143
viajantes sob risco de aquisicdo de E. coli produtora de ESBL e 138 sob risco de
aquisicao de E. coli MR, como apresentado na Tabela 17. A frequéncia de aquisi¢cao
de E. coli produtora de ESBL nas viagens foi de 20,3%, e de E. coli MR foi de 27,6%.



56

Tabela 17 - Presenca de E. coli produtora de ESBL e E. coli MR na microbiota
intestinal dos viajantes antes da viagem e ap6s 0 seu retorno

Momento da coleta E. coli produtora de E. coli MR
do espécime ESBL
Sim Nao Sim Nao
Pré-viagem 10 (6,5) 143 (93,5) 15(9,8) 138(90,2)
Pds-viagem 29 (20,3) 114 (79,7) 38(27,6) 100 (72,4)

MR: multirresistente

As frequéncias de aquisicao de E. coli produtora de ESBL e E. coli MR de
acordo com a regido de destino podem ser observadas na Tabela 18 e na Tabela 19,
respectivamente. Ficou notavel que o subcontinente Sudeste Asiatico teve uma
elevada frequéncia de aquisicéo de E. coli produtora de ESBL e E. coli MR, seguido
pelo Subcontinente Indiano e Asia para aquisi¢do de E. coli produtora de ESBL, sendo
que ambos os resultados apresentaram significado estatitico. Nao houve aquisicédo de
E. coli produtora de ESBL e E. coli MR apdés viagem para América do Norte, América
Central e Oriente Médio.

Dentre os 153 viajantes, 26 visitaram mais de um continente; 4 dentre esses
adquiriram E. coli produtora de ESBL e 6 adquiriram E. coli MR. Os destinos em
questéo foram Sudeste Asiatico e Oriente Médio, além de Oceania e Europa.

Tabela 18 - Frequéncia de aquisicdo de E. coli produtora de ESBL de acordo com a
regido de destino

Aquisicao de E. coli produtora de ESBL

i . Total de
0, 0,
Regido de destino viajantes N e (%) de Yo de
viajantes aguisicao
Africa do Norte 2 1(3,4) 50,0
Sudeste Asiatico 12 62 (20,8) 50,0
Subcontinente indiano 12 5(17,2) 41,7
Asia 7 2b¢ (6,9) 28,6
Africa subsaariana 49 10 (34,5) 20,4
América do Sul
(altitude) 35 5(17,2) 14,3 0,009
Ameérica do Sul 16 0 0
(outros)
América do Norte e
Central /
Oceania/Oriente 10 0 0
Médio
Total 143 29 20,3

N: ndmero; a: 2 viajantes também foram para Oriente Médio; b: 1 viajante também foi para Sudeste
asiatico; c: 1 viajante também foi para Oceania
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Tabela 19 - Frequéncia de aquisi¢édo de E. coli MR de acordo com a regido de destino

Aquisicao de E. coli MR

Total de

13 i 0, 0,
Regiao de destino viajantes N e (%) de Yo de
viajantes aquisicao
Sudeste Asiatico 11 62 (15,8) 54,5
Africa do Norte 2 1(2,6) 50,0
Subcontinente indiano 12 6 (15,8) 50,0
Asia 7 3b¢ (8) 429
Africa subsaariana 48 144 (36,8) 29,2
América do Sul
(altitude) 33 6 (15.8) 18,2 0,046
América do Norte e
Central /
Oceania/Oriente 10 1(2.6) 14,3
Médio
Ameérica do Sul 15 1(2,6) 6.6
(outros)
Total 138 38 27,6

N: nimero; MR: multirresistente; a: 2 viajantes também foram para Oriente Médio; b: 2 viajantes
também foram para Sudeste asiatico; c: 1 viajante também foi para Oceania; d: 1 viajante também foi
para Europa

As frequéncias de resisténcia antes da viagem e apdés o retorno dos
participantes estdo demonstradas na Tabela 20. Pode-se observar que ndo houve
amostras resistentes a amicacina tanto na ida quanto na volta. Houve ainda uma baixa
frequéncia de resisténcia aos carbapenemas, a nitrofurantoina e a fosfomicina. Para
0s antimicrobianos gentamicina, ampicilina, cefalosporinas de 12 a 42 geracfes e
sulfametoxazol+trimetoprim houve aumento e a resisténcia encontrada na amostra
isolada na pré-viagem e pos-viagem, sendo a resisténcia maior na amostra apés o

retorno.
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Tabela 20 - Comparacdo da frequéncia de resisténcia antes da viagem e apos o
retorno do viajante

Numero e % de amostras

Antimicrobiano resistentes P
Antes da viagem  ApdGs o retorno

Ampicilina 36 (23,5) 68 (44,4) <0,001
Cotrimoxazol 31 (20,3) 58 (37,9) 0,001
Cefazolina 14 (9,2) 36 (23,5) 0,001
Cefuroxima 9 (5,9) 31 (20,3) <0,001
Cefotaxima 9 (5,9) 30 (19,6) <0,001
Cefepime 8 (5,2) 23 (15,0) 0,007
Ciprofloxacina 8 (5,2) 17 (11,1) 0,093
Gentamicina 2(1,3) 13 (8,5) 0,006
Ceftazidima 2(1,3) 11 (7,2) 0,020
Amoxicilina + 1(0,7) 7 (4.6) 0,067
acido clavulanico
Fosfomicina 0 2(1,3) 0,498
Cefoxitina 3(2,0) 1(0,7) 0,623
Ertapenem 0 1(0,7) 1,000
Nitrofurantoina 1(0,7) 1(0,7) 1,000
Amicacina 0 0 -

R: resisténcia

Foram obtidas 25 amostras de E. coli resistentes a CIP. Desse total, 8 foram
obtidas antes da viagem, com frequéncia de resisténcia de 5%, e 17 apés o retorno,
com frequéncia de 11%, como ja apresentado na Tabela 20. A pesquisa de genes que
codificam resisténcia transferivel as quinolonas nessas amostras revelou, nas
amostras pré-viagem, a presenca dos genes gnrB, aac(6’)-Ib-cr5 e gepA, cada um
deles em uma de trés amostras; e entre as amostras pés-viagem, trés carreavam o
gene gnrS, duas o gene gepA e cinco o gene aac(6’)-1b-cr5.

Dentre as 5 amostras produtoras de AmpC plasmidial todas foram identificadas
como produtoras do tipo blacwvike, Sendo trés amostras antes da viagem e duas apos
o retorno do viajante, sendo carreadoras do gene blacmy2 e blacmya.

Nenhuma amostra apresentou genes transferiveis de resisténcia a colistina
(mcr). Resisténcia a ertapenem foi observada em apenas uma amostra de retorno, na
qual foi detectado o gene blaoxa-4s. ESsa amostra foi recuperada de um viajante do
sexo masculino, 32 anos de idade, que viajou a turismo. Acampamento foi sua
hospedagem, que teve como destino a Africa subsaariana, tendo visitado Etidpia,
Quénia, Tanzania e Zambia. O viajante relatou nao ter feito uso de antimicrobianos

nos 30 dias que antecederam a viagem, mas utilizou doxiciclina durante e apés a
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viagem para quimioprofilaxia de maléaria. Relatou auséncia de diarreia durante a

viagem e apo6s o retorno.

5.4.2 Genes que codificam beta-lactamases de espectro estendido detectados entre

viajantes

Todos os genes relacionados a ESBL detectados codificam variantes do tipo
CTX-M. A variante genética mais frequente foi blacTx-m1s. Todos 0s casos pré e pos -
viagem estdo demonstrados na Tabela 21.

Tabela 21 - Genes que codificam ESBL identificados em viajantes na consulta pré-
viagem a apos retorno

Gene que codifica ESBL Nu_m_ero de
viajantes
Ida Volta
blacTx-m2 blacTx-m2 1
blacTx-ms blacTx-ms 1
blacTx-m27 blacTx-m27 1
blactx-m15 Ausente 2
blacTx-m2 Ausente 3
blacTx-ms Ausente 1
blacTx-m27 Ausente 1
Ausente blactx-m1s 18
Ausente blacTx-m14 4
Ausente blacTx-mss 3
Ausente blacTx-m2 2
Ausente blacTx-ms 1
Ausente blacTx-m27 1

Na Tabela 22 sédo apresentados os genes que codificam ESBL detectados apés
a viagem de acordo com a regido de destino. A variante blactx-m1s foi encontrada na
maioria das regides de destino. Na Africa subsaariana e Sudeste Asiatico h4 uma
diversidade de variantes encontradas, sendo que na primeira regido foram
encontrados 0s genes blactx-mis, blactx-mss, blactx-m2 € blactx-vs € nha segunda blacTx-

m1s, blacTx-m14 € blacTx-m27.
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Tabela 22 - Genes que codificam beta-lactamases do tipo CTX-M encontrados apos
a viagem de acordo com a regido de destino

Regido de destino

Gene que codifica ESBL

blacTx- blactx- blactx- blactx- blactx-
blacTx-m2
_ M15 M14 M55 M8 M27
Africa subsaariana 7 (38,9) - 1(33,3) 1(50,0) 1(100) -
Sudeste Asiatico 3(16,7) 2(50,0) - - - 1 (100)
Subcontinente 5 (27.8) i i i i i

indiano

América do Sul

(altitude) - 2(50,0) 2(66,7) 1(50,0) . ]

Africa do Norte 1(5,6) - - - - ]

Asia 2 (11,1) - - - ; ]

5.5 Tipificacdo de amostras

5.5.1 Quanto ao grupo filogenético

Todas as amostras foram classificadas quanto ao grupo filogenético. Foi

possivel observar que a maioria das amostras foi caracterizada como do filogrupo A

ou C, seguido de Bl e B2. As frequéncias de cada grupo sdo mostradas na Tabela

23. Nao foi possivel observar diferenca com significado estatistico na distribuicdo dos

filogrupos quando comparadas as amostras recuperadas dos espécimes da ida com

os da volta.

Tabela 23 - Grupos filogenéticos caracterizados nas amostras de E. coli antes da
viagem e apds o retorno

55.2

Numero e (%) de amostras P
Grupo Pré-viagem Pos-viagem
filogenético g 9
AouC 51 (33,3) 54 (35,3)
Bl 23 (15,0) 26 (17,0)
B2 28 (18,3) 16 (10,5)
DouE 12 (7,8) 24 (15,7)
A 19 (12,4) 16 (10,5) 0,329
F 10 (6,5) 9(5,9)
U 4 (2,6) 5@3.3)
Outros (CLAD 1 ou 6 (4,1) 3 (1,8)

2; Eou CLAD 1)

Diversidade de gendtipos de fingerprinting

Para essa andlise foram incluidas também as amostras de E. coli MR

identificadas na consulta pré-viagem. Foram tipificadas no RAPD 106 amostras de E.
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coli obtidas de 53 viajantes a partir dos quais uma amostra MR havia sido obtida, uma
antes e outra apos o retorno da viagem, para comparacao dos perfis de fragmentos
de DNA amplificados. Para cada amostra foi obtido um perfil com 3 a 13 fragmentos
de DNA, sendo em média 6.

Foram observados 103 perfis, sendo 100 perfis com amostras Unicas e 3 perfis
com duas amostras cada um, com 100% de similaridade entre si (perfis indistinguiveis,
participantes 86, 165 e 220). Cada um desses perfis € proveniente do mesmo viajante,
sendo as amostras antes da viagem e apoés o retorno classificadas como MR. Na
Tabela 24 estdo demonstrados os perfis considerados iguais e diferentes de acordo
com a producdo de ESBL antes e ap0Os as viagens, sendo que as amostras que
apresentaram perfis iguais produziram o mesmo tipo de CTX-M. Dentre os perfis
diferentes pode-se observar que houve uma diversidade entre os clones. O

dendograma esta demonstrado na Figura 2 a seguir.

Tabela 24 - Perfis considerados iguais e diferentes de acordo com a producéo de
ESBL antes e ap0s as viagens

. Numero de Perfis no
Gene que codifica ESBL viajantes RAPD
Ida Volta
blacrx-m2 blactx-m2 1 Igual
blacTx-ms blacTx-ms 1 Igual
blactx-m27 blactx-m27 1 Igual
blacTx-m15 Ausente 2 Diferente
blacTx-m2 Ausente 3 Diferente
blacTx-ms Ausente 1 Diferente
blacTx-m27 Ausente 1 Diferente
Ausente blactx-m1s 18 Diferente
Ausente blacTx-m14 4 Diferente
Ausente blacTx-mss 3 Diferente
Ausente blacTx-m2 2 Diferente
Ausente blacTx-ms 1 Diferente
Ausente blacTx-m27 1 Diferente
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Figura 2 - Perfis de fragmentos de DNA amplificados por RAPD das amostras MR
com seu par respectivo ou antes da viagem ou ap0s 0 seu retorno

5.6 Andlise de varidveis associadas a aquisicdo de amostra de E. coli
multirresistente ou E. coli produtora de ESBL

A andlise de condicdes pré-viagem revelou uma associa¢cdo com significado
estatitico (p= 0,022) entre o uso de antimicrobianos nos 30 dias antes da partida e a
colonizacéo por E. coli produtora de ESBL, e uma tendéncia para associagdo também
com colonizagao por E. coli MR nesse momento (p= 0,055). Esses dados sao

mostrados na Tabela 25.

Tabela 25 - Andlise do uso de antimicrobianos antes da viagem e sua relagdo com a
detecc¢do da colonizagéo por E. coli produtora de ESBL e E. coli MR pré-viagem dos
participantes

Uso de Numero (%) de viajantes
antimicrobianos E. coli produtora de .
antes da viagem ESBL P E. coli MR P
Sim N&o Sim N&o
S|~m 2 (50,0) 2 (50,0) 0.022 2 (50,0) 2 (50,0) 0.055
N&o 8 (5,4) 141 (94,6) 14 (9,4) 135 (90,6)

Na Tabela 26 estdo descritas as andlises de associacfes entre variavies de
sexo, motivo da viagem, diarreia e uso de antimicrobianos durante a viagem, regiao
de destino e hospedagem, comparando-as com aquisicao de colonizacdo por amostra
de E. coli produtora de ESBL ou E. coli MR.

Dentre as variaveis descritas na tabela, houve associacdo com siginifcado
estatistico (p= 0,020) entre viagem a turismo e a aquisicdo de E. coli produtora de
ESBL. Essa mesma associac¢ao nao foi detectada (p= 0,164) quando considerada a
aguisicao de amostra de E. coli MR.

No presente estudo, ndo foi possivel detectar sexo, a ocorréncia de diarreia
durante a viagem, uso de antimicrobianos durante a viagem, bem como o tipo de
hospedagem como variaveis associadas a aquisicéo de E. coli produtora de ESBL ou
MR. Foi realizada ainda a analise da associacéo entre a média de idade e duracéo da
viagem com a aquisi¢do de E. coli produtora de ESBL ou MR, porém n&o houve uma
associagao estatisticamente significativa.

Pode-se observar que houve significado estatistico entre a aquisicdo de

amostra produtora de ESBL ou MR e a regido de destino, sendo essa associagao com
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significado estatitico para aquisicdo mais frequente de ESBL ou MR para as regides

analisadas no presente estudo, sendo Sudeste Asiatico, Asia e India e Africa.

Tabela 26 - Analise de associacdes entre variavies e aquisicdo de colonizacéo por
amostra de E. coli produtora de ESBL ou E. coli MR

Numero (%) de viajantes

Variavel E. coli produtora de P E. coli MR P
ESBL
Sim N&o Sim Nao
Sexo
Feminino 19 (21,1) 71(78,9 0,831 25(65,8) 60(60,6) 0,695
Masculino 10 (18,9) 43(81,1) 13 (34,2) 39 (39,4)
Motivo da viagem
Turismo 25(23,6) 81(76,4) 0,020 30(29,4) 72(70,6) 0,164
Trabalho 3(8,3) 33(91,7) 7(20,6) 27 (79,4)
Visitar
parentes 1 (100) 0 1 (100) 0
Diarreia durante
viagem
Sim 3(9,4) 29 (90,6) 0,132 6(20,7) 23(79,3) 0,484
Nao 26 (23,4) 85 (76,6) 32(29,6) 76 (70,4)
Hospedagem
Hotel 12 (20,3) 47 (79,7) 0,962 17(30,4) 39(69,6) 0,850
Acampamento 8(21,6) 29 (78,4) 9 (25,70 26 (74,3)
Outros? 9(19,1) 38(80,9) 12 (26,1) 34 (73,9)
Regiao de destino
Sudeste Asiatico 6 (50,0) 6 (50,0) 0,003 6 (54,5) 5 (45,5 0,007
Asia e india 7(36,8) 12 (63,2) 9 (47,4 10 (52,6)
Africa 10 (20,4) 39 (79,6) 14 (29,2) 34 (70,8)
Outros? 6 (9,5) 57 (90,5) 9(15,3) 50 (84,7)
Uso de
antimicrobianos
Sim 7(22,6) 24(77,4) 0,801 12(42,9) 16(57,1) 0,059
Nao 22 (19,6) 90 (80,4) 26 (23,9) 83(76,1)

1Albergue, residéncia, alojamento; 2América do Sul, llhas do Pacifico, Oceania, Europa, América do

Norte e Central
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6 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que investiga caracteristicas de viajantes brasileiros
em viagens internacionais quanto ao sexo, idade, tipo da viagem, tipo de
hospedagem, duragcédo da viagem, uso de antimicrobianos e episédios de diarreia
antes e durante a viagem, dentre outros. O principal achado foi a aquisicdo de
colonizacéo intestinal por amostra de E. coli produtora de ESBL em 29 de 143
participantes (com uma frequéncia de aquisi¢do de 20%) e por amostra de E. coli MR

em 38 de 138 participantes (frequéncia de aquisicdo de 28%).

6.1 Perfil dos participantes do estudo e da viagem: questionario pré-viagem

No recrutamento dos individuos para o presente estudo, obtivemos
concordancia de 224 voluntarios. Dentre esses, a maioria era do sexo feminino, o que
condiz com a literatura relacionada a estudos com viajantes. Estudos relacionados
com a aquisicdo de Enterobacteriaceae MR em viagens internacionais mostram a
predominéancia de inclusédo de mulheres, variando de 54% a 65% dos participantes
(Arcilla et al., 2017; Sole et al., 2014; Peirano et al., 2017). Essa caracteristica pode
estar relacionada ao maior frequéncia de viagem por parte das mulheres, a disposicéo
das mulheres de visitar uma clinica de medicina de viagens e entender a importancia
do acompanhamento na consulta.

A idade média dos viajantes do presente estudo foi de 38 anos. Observa-se na
literatura que viajantes incluidos em estudos similares apresentam uma idade média
variavel, de 30 anos (Barreto Miranda et al., 2016), 48 (Reuland, al Naiemi, et al.,
2016) ou até 50 anos (Arcilla et al., 2017). As razBes para essa variacao pode ser
devido a diferentes niveis econémicos e laborais entre as nacdes, variacfes entre
hébitos que propiciam as viagens e diferencas nas faixas de idade de aposentadoria.

No presente estudo cerca de 63% dos viajantes ndo apresentavam doencga de
base. Os achados de Peirano et al. (2017) para a auséncia de comorbidades em
vigjantes canadenses foi de 87%, e outros autores, como Vading et al. (2016),
encontraram que 79% dos viajantes suecos ndo apresentavam doencgas crbnicas; e
da mesma forma, Arcilla et al. (2017), que analisaram viajantes holandeses, também
observaram que cerca de 73% dos viajantes ndo possuiam nenhuma doenca crbénica
ou de base.

Dentre os viajantes que procuram a clinica de viagem o turismo foi o principal

motivo em 68% dos casos nesse estudo, 0 que também foi observado em outros
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estudos relacionados a viagens internacionais, como o de Kuenzli et al. (2014) que
observou que cerca de 67% dos viajantes estavam viajando a turismo, ou o de Arcilla
et al. (2017) com cerca de 84%, Barreto Miranda et al. (2016), com um achado de
77%, dentre outros.

A média da duracao da viagem foi de 25 dias. Na literatura similar, pode-se
observar que as viagens podem variar de 14 dias (Vading et al., 2016), 20 dias (Sole
etal., 2014; Arcilla et al., 2017) a um maximo de 28 dias (Barreto Miranda et al., 2016).
Esse duracdo média da viagem é considerada longa, pois apenas avaliam os
participantes que procuram uma clinica de viagem, porém muitas viagens séo feitas
em um periodo mais curto, como em viagens a trabalho.

O principal destino nesse estudo foi a Africa subsaariana com cerca de 45%
dos participantes. Esse mesmo destino foi relatado por Kantele et al. (2015),que
avaliou viajantes finlandeses, por Ostholm-Balkhed et al. (2013), que analisou
viajantes suecos, e por Ruppé et al. (2015), que analisou viajantes franceses.
Entretanto, em outros estudos, o principal destino é o subcontinente indiano (Sole et
al., 2014; Barreto Miranda et al., 2016) e a Africa (Laaveri et al., 2018), sendo que no
estudo de Sole et al. (2014) o segundo destino mais procurado por viajantes espanhois
foi a Africa Ocidental (que corresponde a uma parte da Africa subsaariana). O segundo
continente mais procurado e visitado pelos viajantes no presente estudo foi a América
do Sul em turismo de altitude. Ha algumas publicacdes que mostram que América do
sul ou América Latina séo regides procuradas pelos viajantes, porém sdo destinos
procurados com menos frequéncia (Paltansing et al., 2013; Sole et al., 2014; Ruppé
et al., 2015; Barreto Miranda et al., 2016; Mizuno et al., 2016; Arcilla et al., 2017,
Laaveri et al., 2018).

6.2 Dados de inclusado e exclusao

Ha& muitos estudos que mostram uma perda de seguimento dos viajantes ao
longo do trabalho, como na publicacdo de Paltansing et al. (2013), que avaliou
viajantes holandeses, no qual o nimero de viajantes que nao continuaram o estudo
foi de 39%. Ruppé et al. (2015) detectaram uma perda dos voluntarios de 30%, Arcilla
et al. (2017), estudando 2001 viajantes holandeses, observaram 26% de perda, e em
estudo de 2018 (Laaveri et al.), a perda foi de 13%. No presente estudo, caracterizou-
se uma perda de 32%, sendo a perda de participantes maior no ano de inicio do estudo

(2015). Os diversos motivos para essa perda foram cancelamento da viagem, falta de
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contato no retorno, falta de interesse em coletar o segundo swab, ou desinteresse em
continuar na pesquisa.

A comparacao entre as variaveis sexo e idade média dos viajantes incluidos e
excluidos nao revelou diferencas importantes entre os grupos. Porém, quando os
destinos das viagens foram comparados, pode-se verificar que na viagem para a
Africa subsaariana houve a maior perda. No entanto, essa perda ndo prejudicou a
observacdo de resultados significativos sobre outros viajantes para esse mesmo

destino, que permaceu como o mais procurado.

6.3 Dados do questionario pos-viagem

No presente estudo, que avalia viajantes brasileiros, verificamos que 22% dos
participantes utilizaram antimicrobianos durante a viagem. A utilizacdo destes
medicamentos por viajantes de outras nacionalidades é relatada com frequéncias de
10% por franceses (Ruppé et al., 2015); 26% por alemaes (Barreto Miranda et al.,
2016) e 7% por holandeses (Arcilla et al., 2017). Dentre os 22% de viajantes brasileiros
que utilizaram antimicrobianos durante a viagem, a maioria fez uso de doxiciclina, um
quimioprofilatico para a malaria, que pode ser visto também em outros estudos de
viagens internacionais (Ruppé et al., 2015; Blyth et al., 2016).

Episodios de diarreia durante a viagem ocorreram em 22% dos viajantes do
presente estudo, estando esse numero abaixo do que é encontrado na literatura do
assunto; por exemplo, 67% dos viajantes finlandeses (Kantele et al., 2015), 42% dos
viajantes suecos (Ostholm-Balkhed et al., 2013), 40% dos viajantes franceses (Ruppé
et al., 2015) e 37% de viajantes suicos (Kuenzli et al., 2014) tiveram episodios de
diarreia durante a viagem. Essa diferenca nos dados dos viajantes que partem de
paises desenvolvidos pode ser devido ao antimalarico utilizado por esses paises ser
atovaquone+proguanil, como quimioprofilatico para maléaria, sendo caracterizada por
possuir mais efeitos adversos que a doxiciclina utilizada pelos viajantes que partem

do Brasil, sendo a dirreia mais relatada.
6.4 Analise microbioldgica

6.4.1 Frequéncia de aquisi¢éo de E. coli produtora de ESBL e E. coli multirresistente

No presente estudo detectamos que 10 viajantes (7%) ja estavam colonizados

por E. coli produtora de ESBL e 15 (10%) por E. coli MR antes da viagem. Em estudos
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que caracterizaram e avaliaram a aquisicdo desses microrganismos resistentes
durante viagens internacionais, a frequéncia de colonizacao pré-viagem variou de 1 a
14% (Peirano et al., 2017; Ruppé et al., 2015; Hassing et al., 2015) para amostras de
Enterobacteriaceae MR. Observamos, portanto, que os resultados do presente estudo
sao similares aos de outros autores. A frequéncia de E. coli MR na microbiota intestinal
(pesquisada em espécime coletado por swab anal) dos viajantes brasileiros foi
semelhante ou ainda menor se comparado com a frequéncia encontrada na microbiota
intestinal de viajantes de outros paises. No entanto, outra justificativa para esse
achado seria decorrente da metodologia que adotamos, com coleta de espécime fecal
utilizando swab anal. Porém isso ndo é possivel, pois em estudo que investigou o
rendimento do swab anal para detecgédo de amostras resistentes a fluorquinolona (20
em 59 individuos), comparado com a cultura de fezes, a sensibilidade e especificidade
do swab anal foram plenamente satisfatérias, de 90% e 100% respectivamente
(Lautenbach et al., 2005). Além disso, nos nossos achados apenas néo foi detectado
E. coli em amostras de 6 viajantes, caso houvesse algum problema com a
metodologia, essa perda seria bem maior.

No presente estudo, a frequéncia de aquisicdo nas viagens foi de 20% para E.
coli produtora de ESBL e 28% para E. coli MR, o que se aproxima do estudo de
Kantele et al. (2015), que achou uma frequéncia de aquisicdo de Enterobacteriaceae
produtora de ESBL em viagens internacionais de 21%, Tangdén et al. (2010) que
encontrou um valor de 24% de aquisicdo em viagens e de Ostholm-Balkhed et al.
(2013) que encontrou 30% de aquisicdo de E. coli produtora de ESBL no estudo.
Outros estudos mostraram uma frequéncia de aquisicdo maior, como 30% no estudo
de Lubbert et al. (2015), 34% no estudo de von Wintersdorff et al. (2014) e 34% no de
Arcilla et al. (2017).

A Asia é o local com maior frequéncia de aquisi¢édo de Enterobacteriaceae MR
(Ostholm-Balkhed et al., 2013; Paltansing et al., 2013; Ruppé et al., 2015; Reuland, al
Naiemi, et al., 2016). No presente estudo, o Sudeste asiatico foi o local de aquisi¢ao
de E. coli produtora de ESBL e E. coli MR mais frequente, o que foi observado também
em outros estudos, como o de Barreto Miranda et al. (2016) que encontrou como locais
com maior frequéncia de aquisicio desses microrganismos a india e Sudeste asiatico.
O estudo de Vading et al. (2016) encontrou que para viajantes suecos, o subcontinente
indiano foi o principal destino para aquisicdo de E. coli produtora de ESBL, seguido

do susdeste asiatico, sendo encontrado também no presente estudo que o
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subcontinente indiano foi o segundo destino mais relacionado com a aquisicao de E.
coli produtora de ESBL e E. coli MR.

Assim como nesse estudo, outros também observaram que ndo houve
aguisicdo desses microrganismos durante viagens para destinos como Oceania ou
América do Norte (Kennedy e Collignon, 2010; Tangdén et al., 2010; Ostholm-Balkhed
et al., 2013; Mizuno et al., 2016).

Observou-se diferenca nas frequéncias de resisténcia antes e depois da
viagem para 0s antimicrobianos gentamicina, ciprofloxacina e
sulfametoxazol+trimetoprim; ou seja, obtivemos mais amostras resistentes no pos-
viagem quando comparado as amostras da pré-viagem, esse dado também é
encontrado em estudos semelhantes (Paltansing et al., 2013; Lubbert et al., 2015;
Vading et al.,2016).

A frequéncia de amostras resistentes a CIP no presente estudo antes da
viagem foi de 5% e apos a viagem de 11%. Pode-se observar que comparando os
dados de viajantes brasileiros com viajantes provenientes da Holanda, esse perfil de
resisténcia é superior tanto em amostras pré-viagem (10%) quanto pds-viagem (32%)
(Reuland, Sonder, et al., 2016). Dentre as amostras resistentes a CIP, foram
detectadas gnrB, aac(6’)-Ib-cr5 e gepA antes da viagem com 13% cada, e apds o
retorno, qnrB nao foi encontrado, mas 29% das amostras apresentavam aac(6’)-1b-
cr5, 12% apresentavam gepA e 18% apresentavam gnrS. Esses resultados foram bem
diferentes dos encontrados por von Wintersdorff et al. (2014) que avaliou esses genes
transferiveis de resisténcia a quinolonas em viajantes holandeses. Os achados
encontrados pelo autor foram que antes da viagem qnrA, gnrB e gnrS foram
relativamente pouco frequentes: 0,8%, 7% e 8%, respectivamente, e ap0s a viagem
0s mesmos genes foram detectados em 3%, 37% e 56% das amostras,
respectivamente. No estudo de Vading et al. (2016) foi observado que apds o retorno
46% dessas amostras apresentavam genes gnr ou aac, dentre eles o gnrS foi o mais
detectado, seguido de aac, ao contrario do que observamos no presente estudo, em
gue o aac foi mais detectado seguido do gene gnrS.

No presente estudo foram detectados apenas dois viajantes que retornaram em
sua microbiota apds as viagens com amostras produtoras de AmpC plasmidial do tipo
blacmy-2 € blacmy-s, 0 que € similar ao evidenciado por outros estudos. Por exemplo,
Vading et al. (2016) e Paltasing et al. (2013) observaram a presenca de AmpC
plasmidial em apenas trés amostras e no estudo de Lorme et al. (2018), que observou
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11% de aquisicdo de cefalosporinases apés as viagens internacionais, principalmente
de blacwy-2 € blacwy-4. Fica evidenciado que a aquisicdo de AmpC plasmidial € baixa
guando comparada com aquisicdo de bactérias produtoras de ESBL.

Alguns estudos relatam a aquisicdo de Enterobacteriaceae apresentando gene
mcr durante viagens, como nos estudos a seguir: 3 viajantes (Nakayama et al., 2018),
5 (von Wintersdorff et al., 2014), 6 viajantes (Arcilla et al., 2017), porém esses casos
sdo considerados esporadicos e pouco frequentes. No presente estudo nao foi
possivel detectar nenhuma aquisi¢édo de E. coli carreadora do gene mcr.

Foi recuperada uma amostra de E. coli produtora de blaoxa4s ap0s o retorno de
um viajante da Africa subsaariana, tendo visitado Quénia, Tanzania, Eti6pia e Zambia.
Naqguele primeiro pais foram descritas amostras produtoras de blaoxais3 ,uma variante
de blaoxass , € no segundo pais blaoxass (Manenzhe et al., 2015). H& ainda poucos
estudos que mostram a aquisicio de Enterobacteriaceae produtora de
carbapenemases como no estudo de Ruppé et al. (2014) que observou aquisicdo em
trés viajantes retornando da india, sendo caracterizada por duas amostras de E. coli
produtora de blaoxais1 € uma E. coli produtora de blanpmi .

A sensibilidade das amostras frente ao antimicrobiano amicacina tanto na ida
quanto no retorno de viagens foi de 100%, o que é encontrado em outros estudos em
que a amicacina é testada, sendo determinada sua frequéncia de resisténcia de 2%
para o estudo de Ostholm-Balkhed et al. (2013) e Libbert et al. (2015) e 5% para
Kuenzli et al. (2014).

6.4.2 Beta-lactamases de espectro estendido

A partir dos anos 2000, as ESBL do tipo CTX-M tornaram-se predominantes
em comparagao com as do tipo TEM e SHV, e foram amplamente identificadas em
amostras de E. coli comensais e patogénicas de origem humana e animal distribuidas
por todo o mundo (Pitout et al., 2005; Poirel et al., 2018). No presente estudo, o tipo
predominante de ESBL encontrado foi CTX-M, corroborando a literatura. A difuséo e
disseminagéo da CTX-M é bastante eficiente ao ponto de nédo se limitar aos ambientes
hospitalares, mas pode abranger também a comunidade, animais de maneira geral,
sejam eles de corte, domésticos, ou selvagens. Essas enzimas sdo encontradas em
amostras isoladas a partir do meio ambiente contendo aguas fluviais e 4guas costeiras
com influxo de esgoto (Chen et al., 2010; Dhanji et al., 2011; D’Andrea et al., 2013;
Montezzi et al., 2015).
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Considerando apenas o0s genes que codificam variantes de CTX-M
encontradas antes da viagem, ou seja, agueles presentes na microbiota dos viajantes
antes de sair do Brasil, h& casos diversos de E. coli produtora de ESBL do tipo CTX-
M dos grupos 1, 2, 8 e 9. As variantes genéticas da famillia mais encontradas no Brasil
sao blactx-m2 e blactx-m1s, seguidas por blactx-me (Rocha et al., 2016).

Em relacdo as variantes enzimaticas e o local de sua aquisicdo de E. coli
produtora de ESBL, blacrx-m1s foi uma variante adquirida em todos na maioria dos
locais de destino de acordo com esse estudo. Varios outros mostram a dominancia
global dessa variante (Reuland, al Naiemi, et al., 2016; Vading et al., 2016; Arcilla et
al., 2017; Peirano et al., 2017) seguido por blacTx-m14, adquirido em viagens para o
Sudeste asiatico, para América Central e para Africa (Sole et al., 2014; Reuland, al
Naiemi, et al., 2016), dentre outros, sendo a segunda maior variante adquirida em
viagens internacionais. blacrx-m27 foi apenas adquirida por um viajante em uma viagem
para o Sudeste asiatico, um dado corroborado por Ostholm-Balkhed et al. (2013) e
Mizuno et al. (2016) que também observaram que a aquisicdo dessa variante se deu
em sua maioria na Asia, e no estudo de Liibbert et al. (2015).

6.5 Tipificagdo de amostras

6.5.1 Quanto ao grupo filogenético

A maioria das amostras de E. coli identificadas foram incluidas no grupo A ou
C, como evidenciado também em outros estudos (Vading et al., 2016; Maataoui et al.,
2018). O segundo filogrupo mais detectado dentre as amostras dos viajantes
brasileiros foi Bl (Sole et al., 2014). Dentre as amostras produtoras de ESBL pode-
se observar que A ou C sao os mais encontrados, seguido de Dou E, B1,B2e F. O
estudo de Vading et al. (2016) detectou em amostras produtoras de ESBL de retorno
de viajantes suecos, essa mesma sequéncia de deteccdo encontrada no presente
estudo. Sendo assim, os filogrupos ndo patogénicos como o A sdo 0s que dominam
entre as amostras dos viajantes, pois sao filogrupos que pertencem a microbiota
intestinal de humanos, porém ainda sim foi possivel detectar E. coli pertecentes aos
filogrupos patogénicos extraintestinais como D, B2 ou até mesmo F nas amostras MR.
Esses achados indicam que amostras que pertencem a filogrupos patogénicos
extraintestinais podem ser encontrados colonizando a microbiota intestinal de

viajantes antes e apoés as viagens.
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6.5.2 Diversidade de gendtipos de fingerprinting

Em relacdo a analise dos perfis de fragmentos de DNA amplificados por RAPD,
observou-se 103 perfis, sendo trés considerados indistinguiveis com 2 amostras cada
perfil proveniente do mesmo viajante, ou seja, esses viajantes antes da viagem ja
possuiam E. coli MR em sua microbiota intestinal e apds a viagem permaneceram
com esse mesmo microrganismo em sua microbiota, nesse caso ndo houve aquisicao
de uma E. coli MR, mas sim apenas uma colonizacdo que teve duracao até o retorno
desse participante. A partir do achado dos 100 perfis considerados unicos, pode-se
observar uma diversidade de tipos entre as amostras, indicando que nao havia clones

dominantes circulando entre os participantes do estudo.

6.6 Andlise de variaveis associadas a aquisicao de E. coli multirresistente ou
E. coli produtora de ESBL

Nesse estudo os fatores que estavam relacionados com aquisicdo de E. coli
produtora de ESBL e E. coli MR foram a regido de destino, sendo o Sudeste Asiatico,
seguido da Africa, Asia e india. Em relac&o a local de destino, a literatura mostra que
a viagem para a Asia é o principal fator de risco associado com a aquisicdo de
Enterobacteriaceae MR (Tangdén et al., 2010; Ruppé et al., 2015). Além da Asia,
outros continentes estdo associados com essa aquisicdo, como 0 subcontinente
Indiano, Africa do Norte e Oriente Médio (Armand-Lefévre et al., 2018).

O uso de antimicrobianos nos ultimos 30 dias antes da viagem foi relacionado
com a presenca de amostras de E. coli produtoras de ESBL antes da viagem. De fato,
a utilizacdo de antimicrobianos modifica a composicdo da microbiota intestinal e
interfere na sua principal funcdo que € a protecdo contra microrganismos estranhos
aguele local, aléem de selecionar bactérias resistentes (Dethlefsen et al., 2008; Kim et
al., 2017; Ruppé et al., 2018).

N&o houve relagéo entre episodios de diarreia e uso de antimicrobianos durante
a viagem e a consequente aquisicdo de E. coli MR. Porém a utlizacdo de
antimicrobianos apresentou uma tendéncia dos valores encontrados nesse estudo,
visto que a aquisicdo de E. coli MR em sua microbiota apds o retorno da viagem
ocorreu em 43% dos viajantes que utilizaram antimicrobiano. Na maioria dos estudos,
a utilizacdo de antimicrobianos (Kennedy e Collignon, 2010; Kantele et al., 2015;
Ruppé et al., 2015; Reuland, al Naiemi, et al., 2016; Vading et al., 2016; Arcilla et al.,

2017) e a ocorréncia de diarreia durante a viagem (Kennedy e Collignon, 2010;
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Tangdén et al., 2010; Ostholm-Balkhed et al., 2013; Libbert et al., 2015; Kantele et
al., 2015; Ruppé et al., 2015; Vading et al., 2016; Arcilla et al., 2017) sao fatores de
risco para aquisi¢éo de E. coli MR. Porém, no presente estudo néo foi observada essa
associacdo, o que pode ter ocorrido devido a pouca utilizacdo de antimicrobianos
pelos viajantes brasileiros, e até mesmo devido aos episddios de diarreia terem sido
relatados por poucos viajantes, se comparado a outros estudos em que o nimero de
viajantes foi maior nos dois casos.

Observamos associacao entre a viagem a turismo e visitar amigos e parentes
com a aquisicdo de E. coli produtora de ESBL, como no estudo de Kuenzli et al.
(2014). Nao observamos relacao entre tipo de hospedagem e aquisicdo de E. coli
produtora de ESBL e MR; porém no estudo de Ruppé et al. (2015), os autores
observaram associacdo entre praticas de acampamento e visitas a familias e amigos
e aquisicdo de Enterobacteriaceae MR. Pode-se propor que isso ocorra devido os
viajantes estarem em determinado local a lazer e por esse motivo se alimentam de
forma menos preocupada e se precisam se relacionar com pessoas dessa regido, ou
seja, 0s viajantes gque estdo a lazer estdo menos preocupados com a alimentacao ou
com a ingestdo de agua. Por esse motivo o principal fator de risco para os viajantes
que partem do Brasil para o presente estudo é a regido de destino e a propria

alimentacao dos viajantes.
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7 CONCLUSOES

Foram analisados 153 viajantes brasileiros, sendo que 6,5% ja estavam
colonizados por E. coli produtora de ESBL e 9,8% por E. coli MR. A frequéncia de
aquisicdo de E. coli produtora de ESBL em viagens foi de 20,3% e E. coli MR de
27,6%. Foi detectada maior frequéncia de aquisicdo de E. coli produtora de ESBL e
E. coli MR em viagens para subcontinentes Sudeste Asiatico e india.

A comparacao entre a resisténcia aos antimicrobianos considerando todas as
amostras isoladas antes da viagem e apos o retorno revelou que as amostras obtidas
apos o retorno sao significativamente mais resistentes a gentamicina, ampicilina,
cefalosporinas de 12 a 42 geracdes e sulfametoxazol+trimetoprim.

Nenhuma das amostras apresentou genes transferiveis de resisténcia a
colistina (mcr). Apenas uma amostra de retorno apresentou resisténcia a ertapenem,
e nesta amostra foi detectado o gene blaoxa-4as. Em relagéo aos genes que codificam
ESBL, em todas as produtoras dessas enzimas foi detectado blacrx-m, sendo os mais
frequentes apos as viagens blacTx-m1s € blactx-mi4, Sendo o primeiro encontrado nas
amostras de retorno dos viajantes que visitaram a maioria das regides de destino e o
segundo de viajantes que visitaram Sudeste Asiatico e América do Sul (altitude).

Os filogrupos mais prevalentes foram A ou C, seguido de B1 e B2. No RAPD,
foram observados 103 perfis, sendo que 3 continham duas amostras cada um com
100% de similaridade, caracterizando amostras do mesmo viajante e 100 diferentes
caracterizando uma diversidade de perfis dentre as amostras estudadas.

A viagem a turismo e regi&o de destino (Sudeste Asiatico, Asia e india e Africa)

foram associados com a aquisi¢céo de E. coli produtora de ESBL e E. coli MR.
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9 ANEXOS

Anexo 1: Questionério respondido pelos participantes no centro de informacdo em
salde para viajantes antes da viagem

Cives

Centro de Informag¢do em Saude para Viajantes

1. IDENTIFICAGAO E LOCALIZAGAO \ CONSULTA- / /

NOME (completo, sem abreviaturas)

Data do nascimento: [ ! Sexo—+[JM []F Estadocivi»[]S [JC Filhos=[N []S-
Endereco (rua, numero, apartamento,
bairro, municipio, CEP) =

Nacionalidade = Naturalidade =
Profisséo - Atividade atual =
[Telefone/fax — Empresa ou Instituigao -
E-mail = Motive da consulta =
2. DADOS SOBRE A VIAGEM
] Brasil = "1 Amazonia legal 7 Centro-Oeste [T Nordeste [ Sudeste [ Sul
Destino - (] América do Sul [_ América Central [] América do Norte [] Europa Ocidental

[ Europa Oriental [] Africa Saariana[ ] Africa Subsaariana[ ] Oriente Médio

[] Exterior - : ; 2 3 :

[] Peninsula Arabica[ ] Extremo Oriente[] Subcontinente Indiano [] Asia Central

7] Sudeste Asiatico [] Oceania [ Ilhas do Pacifico
Roteiro | Partida— / / [Retorno+ | |
-
Motivo [ Trabalho ([ ] <= 6 meses [ | > 6 meses) [ | Turismo [ ] VAP [] Evento de massa

[ Outro =

Atividade [ Militar [] Qutra —
Transporte Avido- [S [N [Duracdo— [Navio» [S [N [Duragdo—+ JvAT> [S N
Hospedagem ] Hotel [] Pousada [] Residéncia [] Acampamento [] Outro -»
Assisténcia médica S [N [~ |Seguro» [S [N
Viagens frequentes(= d/anc) S |N [[]Trabalho <= 6 meses [ ] Turismo [ | Outro -
Viagens altitude > 1500 m S |N_[Altitude maxima - Intercorréncias- [ Sim [] Nao

3. HISTORIA CLINICA

Histéria Relata |Especificar e datar
("] Sarampo [ ] Rubéola(sor) [ ] Caxumba [*] Coqueluche [] Varicela [] Varicela

Antecedentes de doencas S |N _|/contactantes [ Hep A {sor) ] Varizes [ | TVP[ DST [ Psoriase [] Outras -
Cirurgias N |-

Transfusao de hemoderivados N_|Ano -

Doacao de sangue N__[Ultima doacac (més e ano) -

Doenca atual N | ] Hipertens&o [] Diabetes [ Qutras -

Medicamentos em uso & N |-

B-blogueadores S [N |-

Antecedentes cardiacos S [N |-

Antecedentes neuro-psiquiatricos S [N ][] Convulsoes [] Outros -»

Doencas em viagens s N O ga{a’ria [ Diarréia [] Barotrauma [] Altitude [_] Cinetose [ ] DST—

utras -

D-isturbios de comportamento S |N |[] Fobia aérea [] Panico [ | Claustrofobia ] Agorafobia [ Tripanofobia
Alt. psiquicas /viagens aéreas S [N _|[]Fdria aérea [] Outros =

Uso de quimioprofilaticos S |N || Malaria[ | Diarréia [ | Leptospirose [ ] Qutros =

Gestacdo S |N |ldade gestacional =

Imunodeficiéncia S |N |[]Doenca— _JInduzida -+

Esplenectomia S [N Cirlrgica = I [] Funcional =

Contactante /imunodeficiente S [N |=

Contactante /tuberculose S [N |=
| Tabagismo S [N |-

Etilismo S IN |-

2 S |N |1 Dor([]calor [ frio) [ ]Barodontalgia {[] aérea [ ] mergulho) [_] Bolsa
Amtesasientes;oduntoldgios periodontal [] Gengivite [] Abcesso [ Canal (C] atual [J anterior) [] Prétese total
Exame dentario =< 6 meses S [N |Motivo-

>6e < 12 meses S
(] Timerosal [ ] Ovo [ Gelatina [_]lodo [_] Bolor [_| Sulfas [ | Neomicina
4 Eritromicina [] Penicilinas ] Outras -+
Alergias s N BVacina - H []Soro =
[ 1 Amendoim [ ] Frutos do mar [ | Outras -
Estigmas atdpicos S IN |[]Asma []Rinite [ ] Eczema [ ] Outros +

Obs —»




3. HISTORIA VACINAL

Historia Relata Confirma__| Doses | Ultima dose Observagdes e resultado sorologias
Vacinagao /infancia S|N S|N [} [} [
BCG SN S|N it
[]DPT []DTpa [] DPTHib SN S|N i
Polio - [] Sabin [ Salk S [N S|N I ¢
Haemophilus SN SN fo
Sarampo S [N SN Ji it
Rubéola SN S|N 53t
MMR S SN ]
[JATT []DT [1dT S SIN g 4
Hepatite A S S|N |
[]Hepatite B [JHep A + B SN S|N /]
] Célera S[N S|N /[
Febre amarela S|N SIN T
Febre tiféide S| N S|N Y |
Anti-rabica [] P6s [] Pré S S|N fc
[] Gripe [] HIN1 S N ) Ol
Pneumococica [ | 23 [ Conj S N Al
Meningocdcica (especificar) S|[N S|N [/
S|[N S|N il )
5. EXAME FisSICO
PA: [ TPR: | Peso: [Altura: [IMC:
AC: [N] [A] | AR: [NT[A] | Abdome: [N] [A] [ EN-INT[A] [ MMl [NT [A]

Alteragbes =

6. ConNDUTA

Exames |aboratoriais [S][N]

[1Sorol- [] Hepatite A [ ] Hepatite B [ | Sarampo [] Rubéola | Caxumba [|Varicela
"1 Dosagem de G6PD [] Outros =

Pareceres [S] [N]

[ Cardio [ ] Pneumo [ ] Outros -+

4 Orientagdo =

["] Orientagdes gerais [_] Revisdo odontoldgica ] TVP [[] VAT[] Cuidados fagua e alimentos []
Preservativos

] Repelentes [] Tela impregnada [ Impregnacao /roupas [| Luz solar [] Calor [] Frio [] Altitude
] Contato f4gua [] Contato /animais

Vacina Doses antes da viagem CVA
| | Célera oral (apenas contra DV - [S] [N]) []D1 [ ] D2 [ ] Dose subsequente S |N
[ Doenga meningocdcica [1D1 [] Dose subsequente S |N
- [JA+C [] C conjugada [[] A+C+Y+W135
[JdT [JDT [] dTpa []DTpa [(JD1 [JD2 []D3 []Ds S |N
] Encefalite japonesa D1 ] D2 [1D3 S |N
"] Febre amarela 1D1 []Dose subsequente S [N
"] Febre tiféide [1D1 []Dose subsequente S [N
Indicagao de Imunobiolégicos [S] | Gripe (inclui HINT) [1D1 []Dose subsequente S |N
(NI [T Hepatite A CIDL []D2 L
REG CVA - [1Hepatite B [ ] Hepatite A+ B D1 [J D2 ]D3 S |IN
1 HPV guadrivalente b1 b2 OD3 S [N
T1MMR D1 ] D2 S |N
1 Pneumocdcica [] 23 [] Conjugada [JD1 [] Dose subsequente S [N
"] Polio = [ ] Injetavel [ ] Oral D1 [J D2 []D3[]Ds S |N
"1 Raiva [pré exposicao) D1 [] D2 []D3 S |N
[[] Varicela D01 ] D2 S |N
O D1 [] D2 [D3[]Ds S |IN
Viagem /area de risco malaria ] Nao [] Sim =
Quimioprofilaxia /malaria ] Mefloquina— cp [ Atovaquone+proguanil- cp [ Doxiciclina= cp O
[S1[N] Cloroguina— cp [] Primaquina— cp []Outro—
Quimioprofilaxia adicional=> ] Mefloguina [F] [A]= cp [ Atovaquone+proguanil [FI[A] = cp

Falha [S][N]
Autotratamento [S] [N]

[ Doxiciclina [F] [A]l- cp [JCloroquinalF] [A]= cp
] Artemisinina+lumefantrine [A]l= cp [ Outro-

Autotrat./candidose [S] [N]

] Fluconazol [] Outro-

7. MEDIDAS ADICIONAIS/JUSTIFICATIVAS

8. CONSENTIMENTO
INFORMADO—

Artigos e trabalhos cientificos = []Sim [ Néo

9. MEDICO RESPONSAVEL-

[JFM LGP [] TMPPC Assinatura
[JKCA JKMPR [ RPI
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Anexo 2: Questionario respondido pelos participantes no centro de informacéo em
saude para viajantes apos o retorno da viagem

Nome: | Registro:

Sexo: Idade: Cidade de Residéncia: | CEP:
Data da Viagem: Data de retorno:

Destino:

Data de Coleta de SWAB I: | Data de entrada Laboratério [:

INFORMACOES PRE-VIAGEM
Uso de antimicrobianos nos ultimos 3 meses: { ] 8im [ ) Nio

Periodo: | Medicamento:
Justificativa:
Periodo: | Medicamento:

Justificativa:
Doenca de base:

Hospitalizaciio no ultimos 12 meses: | Periodo:

INFORMACOES PER-VIAGEM

Sintomas gastrointestinais: { 1 Sim ( JNio Data: Local:
Uso de antimicrobianos: ( ) Sim [ ] Nio | Qual:

Hospitalizacdo: { ) Sim ( JNio Data: Local:

INFORMACOES POS-VIAGEM

Sintomas gastrointestinais: [ ] 5im [ ) Ndao Data:

Uso de antimicrobianos: ( ) Sim () Ndo | Qual:

Data de Coleta de SWAB II: | Data de entrada Laboratorio [1:
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Anexo 3: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO W«m
((HUCFF/ UFRJ))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA COLONIZACAO INTESTINAL POR ENTEROBACTERIAS MULTI-
RESISTENTES EM VIAJANTES.

Pesquisador: Karis Maria de Pinho Rodrigues

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 39274214.0.1001.5257

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 936.655
Data da Relatoria: 14/01/2015

Apresentagiao do Projeto:
Protocolo 278-14. Respostas recebidas em 24.12.2014

Objetivo da Pesquisa:
Ver parecer consubstanciado de 7/12/2014

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:
Ver parecer consubstanciado de 7/12/2014

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Ver parecer consubstanciado de 7/12/2014

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Ver parecer consubstanciado de 7/12/2014

Recomendacoes:
sem recomendacgoes

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Resposta ao CEP - Pendéncia de 07/12/2014

Do Projeto:

Enderego: Rua Prof. Rodelpho Paulo Rocco N°255 Sala 01D-46

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.941-913
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a)A pesquisadora indica que a pesquisa sera feita a partir da participagdo de 1500 viajantes, "atendidos no
Cives e no Centro de Medicina de Viagem da FIOCRUZRJ". Porém, ndo ha detalhes sobre o recrutamento
desses voluntéarios. Informagdes sobre caracteristicas da populagéo, como faixa etaria, por exemplo, além
de critérios de inclusdo e excluséo, nao foram identificados no protocolo. Solicitam-se esclarecimentos.
Resposta: As principais caracteristicas da populagédo foram acrescentadas a metodolgia. A populagdo
atendida tém média de idade de 31 anos nos dois centros. Quanto & distribuicdo entre homens e
mulheres, a proporgao de mulheres é um pouco maior na populagdo atendida pelo Cives/UFRJ, 57%,
enquanto na FIOCRUZ a distribuigao entre homens e mulheres é de 50%. (Ver pag 04 do projeto)
Quanto ao recrutamento de voluntarios, ao término da consulta de aconselhamento pré-viagem todos os
viajantes maiores de 18 anos serdo convidados a participar do estudo. Nessa ocasido o objetivo da
pesquisa e os procedimento de coleta de amostras serdo explicados, bem como sera feita leitura conjunta
do Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) deixando o viajante a vontade para participar ou nao
do estudo, sem que isso acarrete nenhum prejuizo ao atendimento atual ou a consultas futuras. Em caso
afirmativo o TCLE sera obtido nesse momento. (Ver pag 05 do projeto)

Anallise: pendéncia atendida

b)Como sera feito o armazenamento de material biologico - onde sera armazenado e que tipo de acordo ha
entre as instituigdes colaboradoras? Essas informagdes sao relevantes inclusive porque "no caso de
pesquisa envolvendo mais de uma instituicdo deve haver acordo firmado entre as instituicées participantes,
contemplando formas de operacionalizacao, compartilhamento e utilizacdo do material biolégico humano
armazenado em Biobanco ou Biorrepositério, inclusive a possibilidade de dissolugéao futura da parceria e a
consequente partilha e destinacdo dos dados e materiais armazenados, conforme previsto no TCLE."
(Resolucao 441,Art. 1 - 18, http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2011/Reso441.pdf)

Resposta: O material bioldgico coletado através do swab estéril representa a microbiota normal. O mesmo
serd armazenado temporariamente (menos de um més) em frasco contendo 1mL da solugao skim milk (leite
desnatado), triptona, glicose, e glicerina (STGG) & temperatura de -20°C no Laboratdrio de Investigagdo em
Microbiologia Médica (LIMM) sob a responsabilidade da Dra. Beatriz Meurer Moreira, nossa colaboradora,
conforme descrito na carta anexada neste projeto, apenas durante o periodo em que estiver sendo feito o
isolamento das bactérias que podem ser
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resistentes. Podem ser necessarias repeticdes dos cultivos, por isso um armazenamento inicial é
aconselhavel. Esse material é destruido por meio de autoclavagao assim que o isolamento & completo.
Apenas as baclérias sdo armazenadas para ensaios de detecgao dos mecanismos de resisténcia. Dessa
forma, néo ha formagéo de biobanco pois ndo ha armazenamento de material biolégico.

Analise: pendéncia atendida

¢)A pesquisadora declara que "nao ha riscos para os participantes da pesquisa, mas nao explicita a razao.
Solicitam-se esclarecimentos. A pesquisadora deve considerar a concepgao de risco na Resolugao
466/12,http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2012/Reso466. pdf

Resposta: A coleta de material fecal através de swab perianal nao envolve riscos fisicos para o viajante em
virtude da delicadeza, das dimensdes do instrumento e por ser introduzido apenas 1-2cm no esfincter anal.
Pode acarretar leve desconforto. O viajante sera esclarecido do procedimento, do possivel desconforto e
sera colocado a vontade para recusar participar do estudo, caso haja o minimo constrangimento com a
coleta e fornecimento da amostra. (Ver pag 05 do projeto e TCLE corrigido)

analise: pendéncia atendida

d) Os custos de realizagdo do projeto estdao estimados em R$ 86.465,52, conforme o orcamento
apresentado. Nao ha indicagdo de patrocinador principal, além da Faculdade de Medicina/UFRJ. Solicitam-
se esclarecimentos.

Resposta:Todo o material necessario para o primeiro ano do estudo ja esta disponivel em estoque no LIMM.
Este material proveio de recursos proprios do Laboratorio e também da Faculdade de Medicina. Apés a
aprovacao do projeto no CEP, o mesmo podera ser enviado as agéncias de fomento, como CNPq e
FAPERJ, para obtencao de recursos que permitam a sua continuidade.

Analise:pendéncia atendida

2- Do TCLE:

a)Boa parte do texto do TCLE esta inadequado, ja que o documento apresenta uma abordagem técnica,
pouco amigavel para uma populacao supostamente diversa em termos de educacao e conhecimento técnico
-cientifico. Por exemplo, o seguinte trecho deve ser simplificado: "O presente estudo tem como objetivo
avaliar a aquisicao de bactérias multi-resistentes namicrobiota
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do intestino ap6s viagem internacional. Esse estudo permitira o dimensionamento do problema e a
elaboracdo de eventuais alertas de risco as agencias de vigilancia, bem como a adogcao de medidas
preventivas cabiveis no aconselhamento de viajantes.Para realizagao do estudo sera necessario a coleta de
duas amostras de material fecal: antes e depois da viagem. Essas amostras serdo colhidas através de um
swab estéril introduzido até aproximadamente 1 a 2 cm do esfincter anal, girado cuidadosamente sobre seu
proprio eixo por duas vezes e retirado apos este procedimento, que sera efetuado pelo proprio viajante. O
primeiro swab sera colhido na ocasido da consulta para aconselhamento pré-viagem e o segundo até uma
semana apos o retorno. O swab de retorno, colhido pelo proprio viajante sera resgatado por um dos
membros da equipe na residéncia do viajante...".

b)Sobre a declaragédo do participante ao final do TCLE, a pesquisadora sugere a concordéancia de que
"ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos...". Entretanto, pelo texto do TCLE, parece que ndo ha quaisquer riscos ou
desconfortos no procedimento a ser adotado pelo participante. Os riscos e os possiveis desconfortos séao
nulos? A pesquisadora deve considerar que deve haver no TCLE a "explicitagéo dos possiveis desconfortos
e riscos decorrentes da participagao na pesquisa, além dos beneficios esperados dessa participagdo e
apresentacgao das providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar e/ou reduzir efeitos e condi¢cées
adversas que possam causar dano, considerando caracteristicas e contexto do participante da pesquisa".
(Resolugao 466/12, IV.3, b). Solicita-se adequacao.

Resposta: O TCLE foi adequado conforme as orientagdes acima. (Ver TCLE corrigido)

Analise: pendéncia atendida

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1. De acordo com o item X.1.3.b, da Resolugdo CNS n.° 466/12, o pesquisador devera apresentar relatorios
semestrais que permitam ao CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos.

2. Eventuais emendas (modificagdes) ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP, de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada
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RIO DE JANEIRO, 22 de Janeiro de 2015

Assinado por:
Carlos Alberto Guimaraes
(Coordenador)
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Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) utilizado no estudo

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Centro de Ciéncias da Sadide

Faculdade de Medicina

Departamento de Medicina Preventiva

Cives - Centro de Informacdo em Saiide para Viajantes wiww, cives. ufrj. br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AVALIACAO DA COLONIZACAO INTESTINAL POR ENTEROBACTERIAS MULTI-
RESISTENTES EM VIAJANTES.

Esta pesquisa tem como objetivo verificar a aquisi¢do de bactérias resistentes a antibidticos no
intestino, durante viagens. Sera verificado o risco de uma pessoa pegar bactérias resistentes em
algumas regides, e para onde esse risco for elevado, serio elaboradas recomendagdes para os
viajantes.

O estudo sera realizado através da analise do material fecal; e para confirmar que a aquisi¢ao da
bactéria ocorreu durante a viagem, sera necessaria a coleta de duas amostras: uma antes e uma
depois da viagem. Essas amostras serdo colhidas pelo proprio viajante com um swab estéril (uma
haste flexivel com ponta de algoddo), fornecido sem custo. Para a coleta, a parte do swab com
algodao deve ser introduzida 1 a 2 cm atraves do anus, realizando um movimento giratorio de duas
voltas em torno do proprio eixo do swab (para que o material fecal fique preso ao algodio). O
primeiro swab sera colhido na consulta para aconselhamento pré-viagem, e o segundo em até uma
semana depois do retorno. Um dos membros da equipe buscara este swab de retorno na residéncia
do viajante, ou em outro local que seja mais conveniente. Nessa ocasido sera feito contato
telefénico para coleta de informagdes referentes a viagem: ocorréncia de diarreia, uso de
antibioticos e hospitalizacao durante a viagem. Todo material sera processado de forma andnima,
identificado por um codigo, assegurando total privacidade ao participante da pesquisa. Os
resultados das culturas, bem como as informacdes obtidas nas fichas de atendimento, serdo de
competéncia exclusiva dos pesquisadores envolvidos no projeto e dos profissionais que atuam no
processamento das amostras. O procedimento em alguns casos pode causar minimo desconforto
durante a coleta, mas ndo acarreta risco de lesdo fisica para o viajante. Os resultados de cultura
estardo disponiveis para seu conhecimento quando finalizado o processamento da amostra.

Nao havera nenhum tipo de remuneragio para participagao do estudo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso ao profissional responsavel pelo estudo: Dra. Karis
Maria de Pinho Rodrigues, que podera ser encontrada no telefone (21) 982088905, Se vocé tiver
alguma consideragio ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof.
Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria/llha do Fundao - Sala 01D-46/1° andar -

pelo telefone 2562-2480, de segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas, ou através do e-mail:
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cep@hucff ufij br. Vocé tem liberdade de recusar participar do projeto de pesquisa, ou de retirar o
consentimento, a qualquer momento, no caso da aceitagdo, sem qualquer prejuizo a continuidade de
seu atendimento na Instituigdo.

As bactérias obtidas para esse estudo serdo armazenadas com a finalidade de utilizagdo em estudos
futuros, em virtude de haver a possibilidade do surgimento de novos mecanismos de resisténcia
bacteriana que possam vir a ser identificados nessas amostras,

Eu discuti com o Dra Karis Maria de Pinho Rodrigues sobre a minha decis@o de participar no
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, que a coleta do material, embora possa causar ligeiro desconforto, € isenta de riscos, e as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo ¢ isenta de despesas € que tenho garantia de acesso aos resultados do estudo quando
disponiveis. Autorizo o contato telefonico para obtengdo de informagdes apos a viagem, bem como
o armazenamento das bactérias coletadas para estudos futuros. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades
ou prejuizos e sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido. Eu receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
a outra ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu
e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na ultima
folha.

Nome do Sujeito da Pesquisa

Data: / /

Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Nome do Pesquisador Responsavel

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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