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PREFACIO

Esse livro aborda uma gama de temas sobre a saude, desde revisao de literatura e
pesquisas até relatos de casos. Dentre os assuntos estdo a promogao da educacdo em saude
bucal nas escolas; a prevencéo e diagndstico do cancer de boca; os métodos contraceptivos
orais hormonais; método de prescricdo e controle de exercicio fisico durante a pandemia; a
prevencao do risco de quedas em idosos por meio do pilates; os transtornos alimentares na
adolescéncia influenciadas pela midia; o acompanhamento nutricional de um paciente com
angina instavel; a avaliagdo do uso da Punica granatum; casos de doencga diarreica aguda;
os fatores de viruléncia presentes e a producgao de B-lactamases de espectro estendido em
isolados de Escherichia coli; os fatores de resisténcia em isolados multirresistentes de E.
Coli; as vantagens do contato pele a pele em recém-nascidos; a detec¢do de alteragdes
do desenvolvimento neurobiolégico na puericultura; o isolamento absoluto durante e pos-
pandemia; constelacédo sistémica; o uso da TCFC no diagnostico da displasia cemento-
Ossea florida; a assisténcia do enfermeiro no processo de amamentagdo em primiparas;
contribuigao dos registros de enfermagem no processo de auditoria hospitalar; as infecgdes
relacionadas a cateter vascular e longevidade clinica de restauragcdes dentarias.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiagdao como forma de
incentivo para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este
livro, o premiado foi o capitulo 12, intitulado “FATORES DE VIRULENCIA E PRODUCAO
DE B-LACTAMASES EM ISOLADOS DE Escherichia coli OBTIDOS DE PACIENTES COM
INFECCAO HOSPITALAR”. Por fim, desejo que tenha uma excelente leitura.
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Infecgbes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS) constituem-se em um
dos mais importantes problemas de saude publica no mundo, apresentando entre seus
principais causadores a E. coli. A ocorréncia e disseminacao de cepas de E. coli produtoras
de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) € fonte de grave preocupacao, pois sao
resistentes a multiplas drogas e uma ameaga em hospitais por causarem infecgbes de
dificil tratamento. Este estudo objetivou detectar os fatores de viruléncia presentes e a
producado de B-lactamases de espectro estendido em isolados de E. coli responsaveis
por infecgdes hospitalares no Vale do Rio Sdo Francisco. Foram utilizados 44 isolados
de E. coli de pacientes com infecgbes hospitalares, previamente caracterizados quanto

PESQUISAS E RELATOS SOBRE CIENCIAS DA SAUDE NO BRASIL




ao perfil morfolégico, bioquimico e de resisténcia antimicrobiana, com auxilio do sistema
automatizado BD Phoenix™ 100.Duas cepas padrao de E. coli foram também utilizadas
neste estudo. A viruléncia foi avaliada pela detecgao de a-hemolisina e teste de hidrolise
de gelatina. Para a deteccao de B-lactamases realizou-se previamente uma triagem dos
isolados que foram classificados como sensiveis; intermediarios e resistentes. Isolados
resistentes foram adicionados aos discos de Amoxicilina + ac. Clavulanico 30ug; Aztreonam
30y; Ceftazidima 30ug; Cefotaxima 30ug e Ceftriaxona 30ug para visualizagdo da “zona
fantasma” indicativa da producéo de 3-lactamases. Dos isolados testados 18% (N= 8/44)
foram positivos para produgdo de a-hemolisina, causando hemolise parcial do meio; 0%
(N= 0/44) promoveram hidrdlise da gelatina e 18% (N= 8/44) produziram B-Lactamases.
Conclui-se que cepas patogénicas de E coli causadoras de infecgdes hospitalares no
Vale do Rio S&o Francisco sao produtoras de toxinas (a-hemolisina) e de B-lactamases
de espectro estendido, sendo a producdo de ambas fortemente correlacionada. Estes
achados contribuem para a compreensao dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
da patologia, permitindo escolhas mais eficientes para o tratamento de infec¢des por E. coli
e a adogao de estratégias para prevenir sua disseminagao hospitalar.

Gelatinase. Hemolise. Patogenicidade.

Health Care-Related Infections (HAI) are one of the most important public
health problems in the world, with E. coliamong its main causes. The occurrence and spread
of strains of E. coli producing extended-spectrum B-lactamases (ESBL) is a source of serious
concern, as they are multidrug resistant and a threat in hospitals for causing difficult-to-treat
infections. This study aimed to detect the virulence factors present and the production of
extended spectrum [B-lactamases in E. coli isolates responsible for nosocomial infections
in the Sdo Francisco River Valley. Forty-four E. coli isolates from patients with nosocomial
infections, previously characterized in terms of morphological, biochemical, and antimicrobial
resistance profiles, with the aid of the BD Phoenix™ 100 automated system, were used. Two
standard E. coli strains were also used in this study. Virulence was assessed by a-hemolysin
detection and gelatin hydrolysis test. For the detection of B-lactamases, a screening of isolates
that were classified as sensitive was previously performed, intermediates and resistant.
Resistant isolates were added to Amoxicillin + ac disks. Clavulanic 30ug; Aztreonam 30y;
Ceftazidime 30ug; Cefotaxime 30ug and Ceftriaxone 30ug for visualization of the “ghost
zone” indicative of B-lactamases production. Of the isolates tested, 18% (N=8/44) were
positive to produce a-hemolysin, causing partial hemolysis of the medium; 0% (N=0/44)
promoted gelatin hydrolysis and 18% (N=8/44) produced B-Lactamases. It is concluded that
pathogenic strains of E. coli that cause nosocomial infections in the Sao Francisco River
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Valley are producers of toxins (a-hemolysin) and extended-spectrum (-lactamases, with the
production of both being strongly correlated. These findings contribute to the understanding
of the mechanisms involved in the development of the pathology, allowing more efficient
choices for the treatment of E. coli infections and the adoption of strategies to prevent their
hospital spread.

Gelatinase. hemolysis. Pathogenicity.

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS) ou infecgbes hospitalares
sdo adquiridas durante os procedimentos realizados em um hospital ou outra unidade
prestadora de assisténcia a saude, podendo ser propagadas pelo ar, pelo contato, por
vetores ou por fonte comum (CAVALCANTE et al., 2019). Internacionalmente as IRAS s&o
classificadas como infec¢des sistémicas ou locais que aparecem 48 horas apds a admissao
hospitalar, ou em até 48 horas apos alta da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) ou 30 dias
apos cirurgia sem colocacéo de protese ou um ano de colocagao (ANVISA, 2013).

IRAS s&o um dos mais importantes problemas de saude publica no mundo (OLIVEIRA
et al., 2009), infectando em torno de 1,4 milhdes de pessoas a cada hora com impacto
direto no aumento das taxas de mortalidade (WHO, 2009), em especial os imunodeprimidos
e aqueles que necessitam de uma interagdo mais direta e invasiva durante a terapéutica
clinica ou em uma UTI (HESPANHOL et al., 2018). Entre os principais micro-organismos
causadores de IRAS encontram-se a Escherichia coli (E. coli) e bactérias do grupo
das ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp) (SILVA et al.,
2017), podendo ser causadas também por Candida; Serratia marcescens e Enterococcus
(OLIVEIRA et al., 2009), entre outras.

A E. coli € uma bactéria Gram-negativa comumente isolada de infecgdes intra e
extraintestinais em humanos e em outros animais (OLIVEIRA COSTA et al., 2014), embora
seja parte da microbiota entérica dos mamiferos e das aves sao potencialmente patogénicas
em 10 a 20% dos casos (FERREIRA; KNOBL, 2000), sendo uma das principais causas de
infeccdes hospitalares em humanos (BRINAS et al., 2002). Além disso, isolados clinicos
humanos de E. coli ttm um potencial relativamente alto para desenvolver resisténcia a
antibidticos (VAISH et al. 2016). Na patogenicidade das cepas de E. coli sdo importantes os
fatores de viruléncia, os quais podem ser representados por toxinas, como a Enterotoxina
termolabil (LT), a Enterotoxina termoestavel (ST), o fator necrosante citotéxico (CNF), a
verotoxina ou Toxina Shiga e a hemolisina (alfa e beta) (BRITO et al. 2004). Em humanos
a producao de hemolisina e aerobactina sdo frequentes em isolados oriundos de infeccoes
urinarias (VIDOTTO et al., 1991).
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A ocorréncia e disseminacao de cepas de E. coli produtoras de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL) e carbapenemase constituem-se também em fonte de grave
preocupacgao, pois as infecgdes causadas por produtores do gene E. coli NDM-1 (New
Delhi metallo B-lactamase) e as cepas resistentes a multiplas drogas sdo uma ameaga em
hospitais por causarem infec¢des de dificil tratamento (BANU et al., 2011).

Assim, a identificacdo dos fatores de viruléncia e da producdo de B-lactamases
de espectro estendido (ESBL) em isolados de E. coli obtidos em infecgbes hospitalares
é fundamental para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
patologia e caracterizagdo de isolados patogénicos, permitindo o desenvolvimento de
melhores abordagens terapéuticas e estratégias que previnam sua disseminagdo nos
hospitais brasileiros. Tendo em vista o exposto, este estudo teve por objetivo detectar os
fatores de viruléncia presentes e a produgao de B-lactamases de espectro estendido em
isolados de E. coli responsaveis por infec¢cdes hospitalares no Vale do Rio Sdo Francisco.

Foram utilizados 44 isolados de E. coli oriundos de pacientes com infecgao hospitalar
gentilmente cedidos pela bacterioteca do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Vale do Sao Francisco (HU-UNIVASF), os quais estavam mantidos em freezer a -80 °C.
Estes isolados foram previamente caracterizados quanto ao perfil morfoldgico, bioquimico
e de resisténcia aos antimicrobianos com o auxilio do sistema automatizado BD Phoenix™
100. Duas cepas padréo de E. coli foram também utilizadas neste estudo (ATCC 25922 e
ATCC 2452).

A viruléncia dos isolados foi avaliada pela deteccao de a-hemolisina e pelo teste
de hidrolise de gelatina. A detecgao da a-Hemolisina foi realizada segundo Raksha et al.
(2003), onde as colbnias bacterianas foram adicionadas em um tubo contendo 5 mL de
solugao salina estéril para cada bactéria isolada e turvadas na escala de 0,5 Mac Farland
(1,5 x 108 unidades formadoras de colénia — UFC / mL). Apds isso o conteudo de cada tubo
sera inoculado pelo método de estria em placas contendo meio agar sangue ovino 5%,
como o auxilio de swab estéril. Aquelas que apresentavam halo de hemodlise, parcial ou
total ao seu redor, foram consideradas como produtoras de hemolisina.

Para identificacdo da producédo da gelatinase foram utilizados tubos de ensaio
contendo 3 ml de meio de cultura enriquecido com gelatina. Os isolados foram inoculados
apos 24h de crescimento em placa, com o auxilio de um fio bacteriolégico e incubados
em temperatura de 37 °C por até sete dias. Foi utilizado como controle positivo uma cepa
de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e um tubo sem inoculagédo como controle
negativo (MacFADDIN, 2000). A hidrolise do meio foi avaliada apds 24h, 48h, 72h e 144h
de crescimento.
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Para o teste de deteccao de B-lactamases realizou-se previamente uma triagem dos
isolados de acordo com o protocolo estabelecido pelo CLSI (2019). Um indculo pesado
dos isolados foi ressuspendido em solugéo salina 0,85% até atingir o ponto 0,5 na escala
de McFarland (1,5 x 108 unidades formadoras de colénia — UFC / mL), apds isso foram
plagueados em meio Muler-Hinton (MH) contendo 2% de agarose, com o auxilio de um swab
descartavel estéril embebido na solugao salina contendo o incluo e adicionados os discos
dos antibidticos: Aztreonam 30y; Ceftazidima 30ug; Cefotaxima 30ug e Ceftriaxona 30ug.
As placas foram incubadas a 37°C por 24h. Na sequéncia, mediu-se os alos dos antibiéticos
e classificou-se os isolados como: Sensivel; Intermediario e Resistente. Com a analise dos
resultados, os isolados que apresentaram o padrao de resisténcia aos antibidticos testados
foram selecionados como potenciais produtores de B-lactamases e novamente testados
seguindo o protocolo estabelecido pelo CLSI (2019). Assim, um inéculo pesado desses
isolados foi ressuspendido em solugao salina 0,85% até atingir a escala 0,5 de MacFarland
(1,5 x 108 unidades formadoras de colénia — UFC / mL) e plaqueados em meio MH agar
com o auxilio de um swab estéril e adicionados os discos dos antibioticos: Amoxicilina +
ac. Clavulanico 30ug; Aztreonam 30u; Ceftazidima 30ug; Cefotaxima 30ug e Ceftriaxona
30ug. Todos os discos foram dispostos a uma distancia de 20 mm entre si, para que fosse
possivel a visualizagdo da intersec¢ao dos alos, conhecido como “zona fantasma”, o que
caracterizou o isolado como positivo para a producao de p-lactamases.

Dos isolados testados 18% (N= 8/44) foram positivos para producéo de a-hemolisina,
causando hemodlise parcial do meio (Figura 1).

Figura 1: Producéo de a-hemolisina pelos isolados de E. coli. Onde: Cepas 195 e 293 sao positivas para
producéo de a-hemolisina e as cepas 194 e 286 sdo negativas de a-hemolisina

Fonte: (préprio autor).
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A a-hemolisina é um dos fatores de viruléncia mais comuns em isolados patogénicos
de E. coli. Trata-se de uma € uma proteina extracelular termolabil, calcio dependente,
que permite ao microrganismo colonizar e persistir em alguns tecidos do hospedeiro,
como o trato urinario (SHAH et al., 2019). Ela atua alterando as cascatas de sinalizagao
da célula hospedeira, modulando a resposta inflamatéria e estimulando a destruicdo da
célula hospedeira, de modo a liberar os nutrientes necessarios e permitir que a E. coli
uropatogénica (UPEC) tenha acesso ao trato urinario (DHAKAL et al., 2008) e seja capaz
de causar citotoxicidade direta aos tecidos do hospedeiro (DAVIS et al., 2006; YAMAMOTO,
2007).

A expressao da a-hemolisina esta associada a estirpes patogénicas de E. coli, em
especial as que causam as formas clinicamente mais severas de infecgao do trato urinario
(ITU) (MARRS et al., 2005). Além da lise de eritrocitos, a a-hemolisina também é toxica para
varios tipos celulares contribuindo com a indugéo de inflamagéo, injuria tissular e debilidade
das defesas do organismo, sendo relacionada a citotoxicidade de isolados clinicos de E.
coli (JOHNSON, 1991; 2003).

O perfilde hemdlise parcial (18%) evidenciado neste estudo foi semelhante ao descrito
por Schreiner (2006) (18,3%); inferior aos 47,4% observados por Mittal et al. (2014); 32,3%
de Shah et al. (2019) e 100% de Niyas e Gopinath (2018) e superior aos 2,7% observados
por Magalhaes (2007) e 9% por Vaish et al. (2016). Entretanto, os estudos citados acima,
apenas utilizaram cepas UPEC, diferente do presente estudo que utilizou uma amostragem
geral de isolados patogénicos. Schreiner (2006) observou que entre os pacientes com
ITU 20,0% a 25,0% dos isolados produziram hemolisina em comparagdao com 15,6% a
26,7% dos isolados de pessoas sadias. Estudos sugerem que a colonizagdo com as cepas
hemoliticas de E. coli apresentam maior probabilidade de causar ITU e, embora a hemdlise
nao seja essencial para o estabelecimento da pielonefrite aguda, ela pode contribuir para
lesdes teciduais, sobrevivéncia dos organismos no parénquima renal e sua entrada na
corrente sanguinea (SHRUTHI et al., 2012).

A auséncia de hemdlise observada em 82% dos isolados nao indica auséncia de
expressao de hemolisinas (JOHNSON, 1991; OLIVEIRA, 2011) ou inabilidade em causar
ITU complicada (NICOLLE, 2001), pois para que ocorra a hemdlise € necessario que as
hemolisinas sejam produzidas em grande concentragdo (JOHNSON, 1991) ou em um
determinado tempo de cultivo (OLIVEIRA, 2011). Além disso, estirpes isoladas de pacientes
com ITU complicada mostraram menor prevaléncia de genes de viruléncia do que as estirpes
isoladas de ITU ndo complicada (NICOLLE, 2001). Soma-se a isto o fato de que, em geral,
as cepas de E. coli produtoras de hemolisinas sao isoladas de pacientes com bacteremia,
sepse e pielonefrite (JOHNSON, 1991).

Nenhum dos isolados promoveu hidrolise da gelatina, quando comparados ao
controle positivo inoculado com P. aeruginosa (Figura 2).
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A gelatinase € uma protease da classe das metallo-proteinases que confere ao
microrganismo a capacidade de hidrolisar matrizes proteicas, atuando diretamente como
um fator de viruléncia importante em E. coli, pois permite colonizacdo do hospedeiro
(NIYAS; GOPINATH, 2018), sendo responsavel pela patogenicidade em diferentes doencas,
particularmente nas ITU (JOHNSON, 1991; RAKSHA et al., 2003).

Aausénciade produgao de gelatinase corroborou com aliteratura (NIYAS; GOPINATH,
2018; KAIRA; PAI, 2018; SHAH et al., 2019) reforgando a afirmacao de que a gelatinase &
um fator de viruléncia menos importante em E. coli (SHRUTHI et al., 2012). Os resultados
deste estudo divergiram de Mittal et al. (2014) que observaram alto grau de producéo de
gelatinase; Shruthi et al. (2012) que observaram 19.4% dos isolados de E. coli positivos
para gelatinase; Johnson (1991) que observaram 7% e Vaish et al. (2016) que observaram
2% de producéo de gelatinase.

A produgéo de B-Lactamases foi observada em 18% (N= 8/44) conforme demonstra
a Figura 2.

Figura 2: Deteccao de B-lactamases de espectro estendido pelo método de disco aproximagéo. Nota-se a
formacao da “Zona Fantasma” (seta) entre os alos caracterizando a amostra como positiva para produgao
de B-lactamase.

Fonte: (préprio autor).

Aimportanciadadetecg¢ao de producdo de 3-lactamases de espectro estendido (ESBL)
reside no fato de que nos microrganismos Gram-negativos a produgao de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL) € o unico maior contribuinte para a resisténcia aos B-lactamicos,
incluindo a resisténcia as oxiimino-cefalosporinas e carbapenémicos (LIVERMORE, 2009).
Além disso, genes codificadores de ESBLs podem ser transferidos verticalmente para
outras espécies bacterianas (FRICKE et al., 2009; MELLATA, 2013) e os microrganismos
produtores de ESBL com frequéncia sao resistentes a outras classes de antibiéticos nao
B-lactdmicos, tornando mais dificil o tratamento das infecgdes (STURENBURG; MACK,
2003).
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Klebsiella spp. e E. coli ttm sido indicadas como os principais reservatorios dos
genes que codificam ESBL no ambiente hospitalar (RODRIGUES; MESQUITA, 2016), como
ratificado neste estudo que identificou 18% das cepas de E. coli como ESBL positivas. Este
valor foi inferior aos 83,75% observados por El-Azziz et al. (2021) e 28,57% por Rodrigues
e Mesquita (2016) e superior aos 10,5% de Denisuik et al. (2013).

Com relagéo ao perfil de viruléncia das cepas isoladas, chamou atencéo a forte
relacao encontrada entre bactérias produtoras de ESBL e a producao de a-hemolisina, pois
este estudo revelou que 100% das cepas ESBL positivas também foram positivas para
expressao da a-hemolisina.

A grande variedade de combinacgdes de fatores que podem fazer com que uma cepa
de E. coli se torne virulenta e resistente a antimicrobianos reforga a importancia de estudos
como este. Os resultados sugerem que em cepas patogénicas de E coli responsaveis
por infecgdes hospitalares no Vale do Rio Sao Francisco sdo produtoras de toxinas
(a-hemolisina) e de [B-lactamases de espectro estendido, sendo a produgdo de ambas
fortemente correlacionada.

Estes achados contribuem para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da patologia, permitindo escolhas mais eficientes para o tratamento de
infecgdes por E. coli e a adogao de estratégias para prevenir sua disseminacao hospitalar.
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