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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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As Infecgbes Relacionadas a Saude Publica (IRAS) sdo um problema mundial,
com cerca de 1,4 milhdes de pessoas sao infectadas a cada hora. Entre os patégenos
envolvidos esta a E. coli, um bacilo gram-negativo pertencente a microbiota intestinal da
maioria dos organismos de sangue quente, que possui elementos genéticos moveis que
podem transforma-la em patogénica e resistente a antimicrobianos para muitas espécies
de animais e para humanos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar e caracterizar
44 isolados multirresistentes de E. coli originarios do HU-UNIVASF quanto a seu perfil de
resisténcia a antibidticos (bomba de efluxo e formagao de biofilme) e indice de resisténcia
multipla aos antimicrobianos (IRMA). A resisténcia aos antibiéticos foi determinada através
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da técnica de disco aproximacéo e caracterizagao da resisténcia com o auxilio do sistema
automatizado BD Phoenix™ 100. A producado de biofilme em agar vermelho congo. A
determinagcdo dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (Bomba de efluxo)
foi feita através da cultura em meio contendo EtBr (Brometo de etidio) e a producgao de
B-lactamases foi determinada através da andlise da intersecdo dos alos e formagao de
“zona fantasma’. Os isolados apresentaram alto indice de resisténcia a antimicrobianos
das classes das penicilinas (ampicilina= 86,4%); quinolonas (ciprofloxacino= 49%);
cefalosporinas (cefepima 47,7%); Sulfonamidas (Trimetropim+ Sulfametroxazol- 47,7%) e
Fluroquinolonas de 32 geragao (Levofloxacina- 34,1% e Ofloxacina 42%) e baixo indice
de resisténcia aos da classe dos nitrofuranos (nitrofurantoina= 95%). Quanto ao perfil
de resisténcia a antibidticos, 86% (38/44) foram positivos para a presenca de bombas
de efluxo e 46% (20/44) para formacao de biofilme. IRMA >0,2 foi observado em 66%
(29/44) dos isolados, sendo 46% (20/44) resistentes a 2~6 antibioticos; 18% (8/44) a 7~9
antibidticos e 25% (11/44) a 10~14 antibidticos. Além destes 7% (3/44) foram resistentes
a nenhum dos antibidticos e 4% (2/44) a apenas um antibiético. Conclui-se que isolados
de E. coli sdo multirresistentes a antimicrobianos das classes das penicilinas, quinolonas,
cefalosporinas, sulfonamidas e fluroquinolonas, formam biofilme e apresentam bomba
de efluxo. Estes achados contribuem para escolhas mais eficientes para o tratamento de
infecgdes resistentes ocasionadas por este patégeno.

Bombas de efluxo. Biofilme. Patogenicidade.

Public Health Related Infections (HAI) are a worldwide problem, with around
1.4 million people being infected every hour. Among the pathogens involved is E. coli, a gram-
negative bacillus belonging to the intestinal microbiota of most warm-blooded organisms,
which has mobile genetic elements that can transform it into pathogenic and antimicrobial
resistant for many species of animals and for humans. The present work aimed to evaluate
and characterize 44 multidrug resistant E. coli isolates from HU-UNIVASF regarding their
antibiotic resistance profile (efflux pump and biofilm formation) and multiple antimicrobial
resistance index (IRMA). Antibiotic resistance was determined using the disk approach
technique and resistance characterization with the aid of the BD Phoenix™ 100 automated
system. Biofilm production on Congo red agar. The determination of antimicrobial resistance
mechanisms (Efflux pump) was carried out by culture in a medium containing EtBr (ethidium
bromide) and the production of B-lactamases was determined by analyzing the intersection
of alloes and ‘ghost zone’ formation. . The isolates showed a high level of resistance to
antimicrobials of the penicillin classes (ampicillin = 86.4%); quinolones (ciprofloxacin=49%);
cephalosporins (cefepime 47.7%); Sulfonamides (Trimethopim+ Sulfamethoxazole- 47.7%)
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and 3rd generation Fluroquinolones (Levofloxacin- 34.1% and Ofloxacin 42%) and a low level
of resistance to the nitrofurans class (nitrofurantoin= 95%). As for the antibiotic resistance
profile, 86% (38/44) were positive for the presence of efflux pumps and 46% (20/44)
for biofilm formation. IRMA >0.2 was observed in 66% (29/44) of the isolates, with 46%
(20/44) resistant to 2~6 antibiotics; 18% (8/44) at 7~9 antibiotics and 25% (11/44) at 10~14
antibiotics. In addition, 7% (3/44) were resistant to none of the antibiotics and 4% (2/44) to
only one antibiotic. It is concluded that E. coli isolates are multiresistant to antimicrobials
of the penicillins, quinolones, cephalosporins, sulfonamides and fluoroquinolones classes,
form biofilms and present an efflux pump. These findings contribute to more efficient choices
for the treatment of resistant infections caused by this pathogen.

Efflux pumps. Biofilm. Pathogenicity.

A Infecgdes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS) ou infecgdes hospitalares,
sdo um problema no Brasil e no mundo (WHO, 2009), pois cerca de 5% a 15% dos pacientes
internados em hospitais desenvolvem IRAS durante o tratamento (WHO, 2009; OLIVEIRA
et al., 2009), principalmente os imunodeprimidos ou internados em unidades de terapia
intensiva (HESPANHOL et al., 2018). Dentre os fatores que influenciam o aumento das
taxas de IRAS, esta o uso indiscriminado de antibidticos pela sociedade (PADOVEZE;
FORTALEZA, 2014).

Diversos patdogenos tém emergido como potenciais problemas em saude publica
por sua resisténcia aos antimicrobianos, sendo alguns classificados como de altissima
prioridade no desenvolvimento de novos antimicrobianos, devido a sua resisténcia aos
carbapenémicos (WHO, 2017). Dentre eles, as cepas de Escherichia coli (E. coli) resistentes
a antimicrobianos mostram-se um problema de grande impacto na pratica clinica, pois
podem apresentar resisténcia multipla a antibiéticos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES,
2019; BALBIN et al., 2020).

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana sao representados por sistemas
de efluxo hiperexpressos (excregdo de substancias toxicas); produgdo de enzimas que
destroem ou modificam a agdo dos antibidticos (R-lactamases, gelatinase); modificagao
da molécula do antibiético e dos seus sitios de ligagao e redugao da permeabilidade da
membrana externa (FERRI et al., 2017).

Outro mecanismo que contribui diretamente com a patogenicidade do microrganismo
€ a producdo de biofilme, que além de permitir a ades&o e colonizagado de tecidos do
hospedeiro o protege da acdo dos antimicrobianos (TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEI,
2017; ZHAO et al., 2020). Além disso, permite ao microrganismo sobreviver aos métodos
de desinfeccdo comumente utilizados (KATONGOLE et al., 2020) e, por abrigar muitas
enzimas inativadoras de antibiéticos, como as B-lactamases, cria uma ilha de resisténcia
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antimicrobiana (DAVIES; DAVIES, 2010).

Assim, o presente estudo objetivou avaliar os fatores de resisténcia presentes em
isolados multirresistentes de Escherichia coli (E. coli) oriundos do Hospital Universitario da
UNIVASF.

Foram utilizados 44 isolados de E. coli oriundos de pacientes com infeccéo hospitalar,
cedidos pela bacterioteca do Hospital Universitario da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco (HU-UNIVASF).

Estes foram caracterizados quanto ao perfil de resisténcia a antimicrobianos
das classes dos Aminoglicosideos (Gentamicina 10ug); Carbaenemicos (Ertapenem,
10ug; Imipenem 10ug; Meropenem 10ug); Cefalosporinas (Ceftriaxona 30ug; Cefepima
30ug; Ceftazidima 30ug; Cefamicinas (Cefoxitina 30ug); Fluroquinolonas de 32 geragao
(Levofoxacina 5ug; Ofloxacina 5ug); Macrolideos (Azitromicina 15ug); Nitrofuranos
(Nitrofurantoina 300ug); Penicilinas (Ampicilina 10ug; Peraciclina+Tazobactan 100/10ug);
Quinolonas Ciprofloxacino 5ug) e Sulfonamidas (Trimetropin + Sulfometroxazol 1,25/23,75
Mg) com o auxilio do sistema automatizado BD Phoenix™ 100 (CLSI, 2019).

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA= N° antimicrobianos
resistentes/N° de antimicrobianos testados) foi estabelecido (KRUMPERMAN, 1983) e
isolados com IRMA > 0,2 foram caracterizados como de alta periculosidade e aqueles com
IRMA < 0,2 como de baixa periculosidade de contaminacao.

A deteccéo de ESBL foi realizada segundo CLSI (2019) e os discos dos antibioticos
Amoxicilina + ac. Clavulanico 30ug; Aztreonam 30y; Ceftazidima 30ug; Cefotaxima 30ug e
Ceftriaxona 30ug dispostos a 20 mm de distancia entre si para visualizagao da intersecgao
dos alos, conhecida como “zona fantasma” e indicativa de positividade para a producéo de
ESBL.

A presenca de bomba de efluxo foi determinada conforme Bjorland et al. (2005) e
indicada pelo acumulo intracelular do Brometo de Etidium (EtBr), que confere a colbnia
bacteriana uma cor avermelhada e auséncia de fluorescéncia sob a incisdo da luz
Ultravioleta. Produgédo de biofilme foi avaliada através do método agar vermelho congo
conforme determinado por Freeman; Falkiner e Keane (1989). Os dados foram tabulados
no Excel (Microsoft) e analisados utilizando-se de analise descritiva com porcentagem
simples.
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Os isolados apresentaram alto indice de resisténcia a antimicrobianos das classes
das Penicilinas (Ampicilina - 87%, N= 38/44); Cefalosporinas (Ceftriaxona - 50%, N=20/44;
Cefepima - 48%, N= 22/44); Quinolonas (Ciprofloxacino - 49%, N= 22/44); Sulfonamidas
(Trimetropim + Sulfametroxazol - 48%, N= 22/44) e Fluroquinolonas de 3?2 geragao
(Ofloxacina - 42%, N= 18/44 e Levofloxacina - 34%, N= 15/44) (Figura 1), concordando
com Rodrigues e Bertoldi (2019).

Figura 1: Pérfil de resisténcia dos isolados de E coli aos antimicrobianos, divididos segundo a classe
medicamentosa.
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Fonte: Proprio autor.

O indice de resisténcia ao Trimetropim+ Sulfametroxazol (49%) foi semelhante
ao de Koch et al. (2008) e inferior ao de Costa et al. (2006) e Silva Souza et al. (2020).
Estes resultados foram bastante preocupantes, pois indicaram que as cepas de E. coli
testadas foram resistentes as principais classes de antimicrobianos utilizadas na rotina da
terapéutica clinica (KOCH et al., 2008; WHO, 2017) reforgando a necessidade de utilizagdo
mais racional de antibiéticos no Brasil.

IRMA > 0,2 foi observado em 66% (N= 29/44) dos isolados, onde 46% (N= 20/44)
foram resistentes a 2 a 6 antibidticos; 18% (N= 8/44) a 7 a 9 antibidticos e 25% (N= 11/44)
a 10 a14 antibidticos. Assim, 89% (N= 39/44) dos isolados foram classificados como de alto
risco de contaminagao, com valor maximo de IRMA de 0,65 (Figura 2). Esse resultado foi
semelhante ao observado por Silva Souza et al. (2020); Santos et al. (2014) e Costa et al.
(2006). Esse achado é considerado um problema de saude publica, pois infecgdes causadas
por microrganismos multirresistentes costumam n&o responder a terapia convencional o
que prolonga a duragao da enfermidade e pode levar ao oébito.
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Figura 2: indice de Resisténcia aos Antimicrobianos (IRMA) dos isolados de E coli. Onde: 0 antibiéticos (N=
3 isolados); 1 antibidtico (N= 2 isolados); 2~6 antibidticos (N= 20 isolados); 7~9 antibi6ticos (N= 8 isolados);
10~14 antibidticos (N= 11 isolados).

indicie de Resisténcia aos Antimicrobianos (IRMA)

1014 antibidticos
7*9 antibioticos

2~6 antibioticos

1 antibiotico

0 antibidtico
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Fonte: Proprio autor.

Producdo de ESBL ocorreuem 18% (N=8/44) dos isolados, sendo inferior a observada
por El-Azziz et al. (2021) e superior a de Denisuik et al. (2013). Em microrganismos Gram-
negativos a produgdo de ESBL determina a resisténcia aos B-lactdmicos (LIVERMORE,
2009), os quais sdo amplamente utilizados no tratamento das infec¢des do trato urinario.
Este fato explica a auséncia de efetividade na maioria dos tratamentos.

Bomba de efluxo estavam presentes em 86% (N= 38/44) dos isolados, semelhante
ao descrito por Cheteri et al. (2019) e inferior a Moreira et al. (2008). Este sistema confere
ao microrganismo a capacidade de exportar para o0 meio extracelular componentes
toxicos para a célula, que atuariam como antimicrobiano, sendo caracterizado como um
sistema multidroga ou droga especifica que produz resisténcia bacteriana a determinados
antimicrobianos (REUTER et al., 2020).

Producdo de biofilme ocorreu em 46% (N= 20/44) dos isolados (Figura 3), sendo
superior a descrita por Nascimento et al. (2014) e inferior a de Shah et al. (2019) e Katongole
et al. (2020). A producédo de biofilme contribui diretamente para a patogenicidade do
microrganismo e com sua protecao frente aos antimicrobianos (ZHAO et al. 2020), sendo
um grande problema no ambiente hospitalar, pois permite que o microrganismo sobrevida
aos metodos de desinfeccdo comumente utilizados na rotina (KATONGOLE et al., 2020).
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Figura 3: Isolados positivos (com escurecimento do meio) e isolados negativos (sem escurecimento do
meio) para produgéo de biofilme.

xOQQ

Fonte: Proprio autor.

Conclui-se que os isolados de E. coli causadores de infecgdes hospitalares no HU-
UNIVASF apresentam alto indice de multirresisténcia as principais classes de antimicrobianos
utilizadas na rotina clinica. Entre os fatores de resisténcia exibem principalmente bomba de
efluxo, seguida pela formagao de biofilme e producdo de ESBL. Estes achados reforcam
a importancia deste estudo e contribuem com o desenvolvimento de estratégias para
o controle das infecgbes hospitalares por E. coli no Vale do Sao Francisco, permitindo
escolhas mais eficientes para seu tratamento.
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