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RESUMO

A bacteremia ¢ uma condi¢do que afeta individuos em todo o mundo, sendo mais frequente
em idosos. A consequéncia mais grave da bacteremia ¢ a sepse, reacdo imunologica do
hospedeiro que pode levar a morte ou causar comorbidades por toda a vida. A Escherichia
coli ¢ uma das bactérias mais associadas a esse quadro. Adesinas, invasinas, sideroforos,
protectinas e toxinas sdo Fatores de Viruléncia (FVs) responsaveis pela capacidade das E. coli
de causarem infec¢do sistémica, bem como a resisténcia aos antimicrobianos e a producao de
Beta-Lactamases de Espectro Estendido (ESBLs) tornam as E. coli mais propensas a causar
bacteremia, a depender das condi¢des do hospedeiro. O objetivo deste estudo € caracterizar
isolados de E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) obtidos de amostras de sangue
provenientes de pacientes (n=60) atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, bem como o perfil dos pacientes acometidos. Foi utilizado o método
de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificar os genes codificadores dos FVs
mais associados com a bacteremia e os filogrupos de E. coli aos quais os isolados pertencem.
O teste de disco-difusdo foi utilizado para determinar a susceptibilidade antimicrobiana. A
média de idade foi de 53,9 anos (0-98), dos quais 46,7% eram idosos. Dos pacientes incluidos
neste estudo, 64,4% tiveram infec¢do de origem comunitaria e 35,6% de origem hospitalar. A
taxa de mortalidade dos pacientes foi de 28,3%. Os genes mais prevalentes foram: fimH
(95,0%), sitA (75,0%), irp2 (66,7%), ompT (63,3%), kpsMTII (65,7%) e traT (50,0%). Os
grupos filogenéticos mais prevalentes foram: B2 (38,3%), A (10,0%) e D (10,0%). Os
antibioticos com maior percentual de resisténcia encontrados foram: ciprofloxacina (33,3%),
levofloxacina (31,7%), cefuroxima (20,0%), cefotaxima (20,0%), ceftriaxona (18,3%),
cefepime (15,0%), gentamicina (10,0%) e ceftazidima (3,3%). Um total de 20,0% dos
isolados produziram ESBL, os quais foram identificados com distribui¢cdo equitativa entre os
casos adquiridos na comunidade e¢ por infeccdo hospitalar (P=0,09). O presente estudo
apresenta uma importante caracterizagdo acerca de isolados de ExXPEC responsaveis por
causar bacteremia e a distribui¢do na comunidade de isolados de EXPEC produtores de ESBL

para o desenvolvimento de estratégias contra a disseminacao desses isolados na comunidade.

Palavras-chave: E. coli extra intestinal; bacteremia; viruléncia; resisténcia antimicrobiana.



INTRODUCAO

A bacteremia ¢ caracterizada como a
presenga de bactérias no sangue (Madigan
et al., 2016) e ocorre com maior frequéncia
conforme a idade aumenta na populacio
adulta. Em paises de alta renda, a cada 100
mil pessoas-ano acontecem 48 casos entre
os adultos. Para os que tém entre 55 e 75
anos, esse valor ¢ de 110 e, para os que
tém mais de 80 anos, o valor sobe para 319
(Bonten et al., 2020). Pessoas-ano ¢ uma
medida epidemiologica de incidéncia para
uma determinada condi¢do em saude,
calculada pela quantidade da populagao
estudada  multiplicada  pelo  tempo
observado (Max Rady College of
Medicine, 2013). A maior parte dos casos
de bacteremia sdo causados  por
Escherichia coli, que tem como principal
fonte primdria a infeccdo urogenital.
Infeccdes intra-abdominais sdo a segunda
maior fonte primaria de bacteremia
causadas por E. coli. A infec¢do do trato
urinario (ITU) ¢ a infeccdo mais frequente
em idosos devido a disfuncao wvesical
progressiva e ao aumento do uso de cateter
urinario em internagdes (Bonten et al.,

2020).

Em contraste com a bacteremia, a qual
pode ou ndo ser acompanhada de sintomas
clinicos (Bonten et al, 2020), a sepse ¢
definida como a disfungdao organica

causada por uma resposta desregulada do

hospedeiro a infecgdo, associada ao risco
de morte. A mortalidade entre os pacientes
internados ¢ de cerca de 10%. No choque
séptico, ha alteragdes mais profundas,
caracterizadas por hipotensdo ¢ acidose
lactica na auséncia de hipovolemia. Nessa
situacdo, a mortalidade sobe para 40%.
Além das mortes, a sepse ¢ responsavel
por causar comorbidades, pois individuos
que sobreviveram a sepse apresentam
consequéncias fisicas, psicoldgicas e
cognitivas a longo prazo, com significativa
implicagdo social e de saude (Singer et al.,

2016).

As  bactérias sdo os  principais
microrganismos envolvidos nas infec¢des
sanguineas (70%) (Vincent et al., 2009).
De acordo com Diekema ef al., 2019, a E.
coli ¢ a bactéria mais comumente
associada aos casos de bacteremia na
Europa (27,0%), Asia (33,7%) e na
América Latina (18,3%). O custo médio
total de um caso de sepse para os hospitais
¢ de US $27.461,00 dolares (Arefian et al.,
2017). A sepse foi a condigdo clinica mais
cara para os hospitais estadunidenses em
2017, gerando um custo de 38,2 bilhdes de
dolares (8,8% dos gastos) (Liang; Moore;
Soni, 2020).

A E. coli ¢ uma espécie de bactéria

predominante na microbiota intestinal de
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humanos e de outros animais (Bettelheim
et al, 1976). Geralmente a E. coli ¢
inofensiva, mas pode causar infec¢do
devido ao estado imunolégico do
hospedeiro (Nataro; Kaper, 1998) ou a
presenga de fatores de viruléncia (FVs)
(Croxen et al., 2013). A E. coli patogénica
pode causar infeccdo tanto no sitio
intestinal, denominada de E. coli
diarreiogénica (DEC), ou fora do sitio
intestinal, denominada de E. coli
(ExPEC)

Patogénica  Extraintestinal

(Kaper; Nataro; Mobley, 2004).

De acordo com seus mecanismos de
viruléncia, consequéncias clinicas e
predilecdo por determinadas regides do
hospedeiro, as DEC podem  ser
classificadas em E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli produtora de toxina de
Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli que
adere difusamente (DAEC) (Croxen et al.,
2013).

As ExPEC sao classificadas de acordo com
o sitio de infeccdo, das quais ¢ valido
ressaltar a E. coli uropatogénica (UPEC),
E. coli associada a meningite neonatal
(NMEQC), E. coli associada a sepse humana
(SEPEC) e E. coli colibase avidria (AVEC)
(Russo; Johnson, 2000). Johnson et al.,
2003, ao realizarem uma analise acurada

com ExPEC, revelaram que as E. coli que

apresentam em seu genoma pelo menos
dois dentre cinco genes que codificam FVs
especificos  (pap, sfa/foc, afa/draBC,
kpsMT II ¢ iut) possuem o potencial
intrinseco de causar infec¢oes fora do sitio

intestinal.

Isolados de E. coli que apresentam ambos
marcadores de DEC e ExPEC ou que
foram isoladas de infeccao extra intestinal
e apresentam marcadores de DEC sdo
consideradas hibridas. As principais estdo
entre ExXPEC/STEC, ExPEC/EPEC, e
ExPEC  abrigando
viruléncia de EAEC (Santos et al., 2020).
Hibridos ExPEC/STEC sao relevantes

marcadores de

devido a possibilidade de infecgdo
sistémica concomitante a Sindrome
Hemolitico-Urémica (SHU) (Lavrek et al.,
2018).

Uma diversidade de FVs sdo codificados
por genes de EXPEC, que contribuem para
a patogenicidade das bactérias, como,
adesinas (fimH, papA, papC, afaBC,
sfaDE, ecpA e iha), invasinas (ibeA),
sistemas de captacdo de ferro (iroN, irp2,
iucD ,ireA e sitA), protectinas (tral, ompT,
iss, kpsMTII e cva) e toxinas (hlyA, cnfl,
cdt, sat, vat, usp e hlyF) (Tabasi et al,
2016; Santos et al, 2013; Cyoia et al.,
2015). Entre as adesinas, esta a fimbria P, a
qual se liga a residuos de galactobiose dos
glicoesfingolipideos. Essa estrutura esta

ligada a causa de pielonefrite e sua
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biogénese envolve 11 genes (Svanborg et
al., 1987). A proteina PapA constitui a
estrutura bésica e a proteina PapG € o
ligante do receptor celular do hospedeiro

(Johnson et al., 2002; Kuehn et al., 1992).

Quando falamos em resisténcia aos
antimicrobianos, ¢ importante destacar que
o namero de isolados de E. coli produtores
de Beta-Lactamases de Espectro Estendido
(ESBLs) vem aumentando
significativamente nos ultimos 20 anos,
(Diekema et al., 2019), o que desencadeou
sérios problemas terapéuticos na contengao

dos danos causados por esse patdgeno no

seu hospedeiro.

O entendimento do perfil de viruléncia das
ExPEC, o que inclui seus FVs e possiveis
cepas hibridas, ¢ importante para a
predicdo epidemioldgica da gravidade da
doenga e de possiveis alvos terapéuticos
para estratégias futuras no
desenvolvimento de antibioticos, bem
como para a tomada de decisdes clinicas

em casos futuros de infec¢ao por ExPEC.

O objetivo deste estudo € caracterizar
isolados de EXPEC obtidos de amostras de
sangue  provenientes de  pacientes
atendidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu
(HCFMB), por meio da caracterizacdo do

perfil clinico e demografico dos pacientes,

da identificagdo dos genes de viruléncia

presentes na colecdo de isolados, da
determinagdo dos filogrupos encontrados
nos casos ¢ da avaliagdo da resisténcia as
classes de antibidticos mais utilizadas nos

cuidados hospitalares.



METODOLOGIA

Coleta de dados e amostras

Foram incluidos neste estudo 60 isolados
de E. coli obtidos do sangue de pacientes
do HCFMB, entre os anos de 2018 a 2021.
Todos os isolados foram obtidos de
amostras coletadas no laboratorio de
andlises clinicas do HCFMB. Os dados
clinicos e demograficos, como idade,
género, comorbidades e outras condigdes
de interesse, foram obtidos anonimamente
nos prontudrios médicos. Nao houve
contato ou coleta de dados pessoais dos
pacientes. Esse estudo foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu com a anuéncia do HCFMB em
17 de margo de 2023 (Parecer n°® 5.950.462
- Anexo 1).

Identificacio de genes codificadores de
Fatores de Viruléncia

A presenca de genes responsaveis por
codificar FVs nos isolados estudados foi
identificada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Foi utilizado na PCR 1
puL do DNA molde, 5,5 uL. de H,O DNA
livre de nucleases, 7,5 uL de GoTaq®
Green Master Mix (Promega, Madison,
Wisconsin, USA), 5,5 uL de agua destilada

ultra-pura e 0,34 uM dos iniciadores.

Apo6s a amplificacdo da amostra, 7,5 uLL de

cada rcacdo foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose, preparado
por aquecimento, utilizando agarose
(Agargem, Espanha) em tampao TBE 1X
(Tris - acido borico 90 mM, EDTA 2 mM,
pH 8,0). A eletroforese foi realizada em
TBE 1X com os amplicons submetidos a
uma tensdo de 100 V durante 30 minutos.
O marcador de massa molecular 100bp
DNA Ladder (Promega, USA) foi utilizado
para verificar o tamanho dos produtos
amplificados. As bandas foram detectadas
através da coloragdo por solugdo de SYBR
Safe DNA gel (Invitrogen, USA) na
diluicdo de [1:10.000] e visualizadas
utilizando um transiluminador de luz
ultravioleta. As imagens foram registradas
por um sistema de captacdo de imagens
Alphalmager 2200 (Alpha Innotech,
EUA).

Entre os genes pesquisados, estao inclusos
os cinco genes descritos por Johnson et al.,
2003 que levam ao potencial intrinseco de
causar infec¢Oes extra intestinais (papA/

papC, sfa/foc, afa/draBC, kpsMT II e iut).

Critérios de exclusao

O mesmo método foi utilizado como
critetrio de  exclusdo dos  casos
falso-positivos de E. coli, de acordo com a
PCR proposta por Lindsay et al., 2017. O
teste bioquimico proposto por Toledo e
colaboradores (1982a e 1982b) foi

utilizado como fator complementar,

incluindo as amostras negativas para o
7



método de Lindsay et al., 2017 mas que
apresentavam comportamento tipico de E.
coli. Os isolados utilizados como controles

positivos estdo apresentados na Tabela 1.

Determinacio de filogrupos
Para determinar a classificagdo
filogenética dos isolados coletados nos
grupos A, BI, B2, C, D, E, F e E. clades,
foi utilizada a técnica de Multiplex-PCR,

desenvolvida por Clermont et al., 2013.

Teste de susceptibilidade antimicrobiana
Os isolados foram submetidos a técnica de
disco-difusdo dos farmacos de interesse
para  determinagdo do perfil de
susceptibilidade antimicrobiana, em agar
Mueller Hinton (OXOID, UK) como
descrito por Bauer er al, 1960. A
realizagdo e interpretagdo dos halos de
inibicdo foram feitas de acordo com as
recomendagdes do Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2023).

Os farmacos antimicrobianos testados
foram: Cefuroxima (30 pg), Ceftriaxona
(30 pg), Ceftazidima (30 pg), Ceftazidima
+ Acido clavulanico (30 pg/10 pg),
Cefotaxima (30 pg), Cefotaxima + Acido
clavulanico (30 pg/10 pg), Cefepime (30
png), Imipenem (10 pg), Ertapenem (10
ng), Meropenem (10 ng),
Piperacilina/Tazobactam  (100/10  pg),
Amoxicilina/Acido  Clavulanico  (20/10
pg), Gentamicina (10 pg), Amicacina (30

ng), Ciprofloxacina (5 pug) e Levofloxacina
(5 pg). Os isolados considerados
produtores de ESBL foram os que
apresentaram aumento de 5 mm ou mais
no halo de inibicdo de ceftazidima ou
cefotaxima quando feita a comparacgao dos
antimicrobianos na auséncia € na presenga

do 4acido clavulanico.



Tabela 1 | Iniciadores e controles positivos utilizados para a pesquisa de genes nos isolados do presente estudo.

Tamanho do Coutrol
Gene Sequéncia dos iniciadores (5°-3°) fragmento i Referéncias
positivo
(pb)
Gene
= 1
< 3 rsglé‘adm CCAGGCAAAGAGTTTATGTTGA
£y 1-GMP
° b I - .
< £ ciclico (cdgR, Lindsey et al.,
T AWS69 2293 2l LA 2017
ES 5aMGI655
[+ a . v
= & CP01422) GCTATTTCCTGCCGATAAGAGA
) TGCAGAACGGATAAGCCGTGG Johnson and
fimH 508 196
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA Stell, 2000
CAGGTCGGGGTTACCAAGT
iha 925 EDL9sy Sealoetal,
" CAAATGGCTCTCTTCCGTCAATGC 2002
2 3 ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG Johnson and
2 papC e y 720 196 1. 2000
- CGTCCCACCATACGTGCTCTTC Stell, 200(
GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG Le Bouguenec
papA . . o 238 J96
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA et al.,1992
GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
afaBC 750 A30 e Bouguenee
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG et al.,1992
AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
Invasina ibeA i dost 170 Rezig Jomsonand
TGGTGCTCCGGCAAACCATGC Stell, 2000
AGGGGGCACAACTGATTCTCG Rodriguez
sitA 608 EC40 Siek et al.,
TACCGGGCCGTTTTCTGTGC 2005
_ AAGGATTCGCTGTTACCGGAC Czeczulin et
irp2 264 42
2 TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT al.,, 1999
Ty
2 AAGTGTCGATTTTATTGGTGTA zfuli
3 iueh ‘ 760 sngy  Dezilianel
2 CCATCCGATGTCAGTTTTCTG al., 2003
7 AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG
Sk 3 3 GGG b 3 665 RS?18 Johnson et al.,
GACGCCGACATTAAGACGCAG 2000
ATTGCCGTGATGTGTTCTGC e
ired A ’ 384 V27 E““;S;; 4t

CACGGATCACTTCAATGCGT




Tabela 1 | Iniciadores ¢ controles positivos utilizados para a pesquisa de genes nos isolados do presente cstudo

(continuagdo).
Tamanho do Colitrolé
Gene Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) fragmento s Referéncias
positivo
(pb)
ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC
ompT 559 RS218 iy
CCCGGGTCATAGTGTTCATC Stell, 2000
GCGCATTTGCTGATACTGTTG
kpsMTII ) 172 RS218 Johnson and
“ CATCCAGACGATAAGCATGAGCA Stell, 2000
=
= GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
S traT 290 Reptg  ohmsonand
s CACGGTTCAGCCATCCCTGAG Stell, 2000
ot
A ATCACATAGGATTCTGCCG W
iss 309 upECcls WS eel
CAGCGGAGTATAGATGCCA 2005
TCCAAGCGGACCCCTTATAG Ewers et al.,
cva 597 EC40
CGCAGCATAGTTCCATGCT 2007
TGCTGGCTCTGGAGGAAC rers el al.
it 3 3 sAGG 667 C1845 Ewers et al.,
TTGAACATTCAGAGTACCGGG 2007
AACGGTTGGTGGCAACAATCC ise
vat 420 Rspig ORenetdl,
) AGCCCTGTAGAATGGCGAGTA 2009
8 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT Johnson and
= hiyA L 1177 J96
[3 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA Stell, 2000
) AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG Yamamoto et
cnfl 498 Jo6
‘ CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT al., 1995
GGCGATTTAGGCATTCCGATACTC >
hiyF 599 EC40 Johnson et al.,

ACGGGGTCGCTAGTTAAGGAG

2006
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RESULTADOS

O nperfil clinico e demografico dos
pacientes estd apresentado na Tabela 2. A
média de idade entre os 60 pacientes
estudados foi de 53,9 anos, dos quais 34
(56,4%) eram mulheres. Trés (5%) dos
pacientes tinham até dois anos de idade, 29
(48,3%) tinham entre dois e¢ 59 anos de
idade ¢ 28 (46,7%) tinham 60 anos ou
mais. As comorbidades mais frequentes
foram insuficiéncia renal e diversas
neoplasias, com 14 (23,3%) pacientes
cada, seguidas de hipertensdo, com 11
(18,3%) casos, e transplante renal, com 9
(15,0%) casos. De acordo com os dados
fornecidos pelo hospital, a origem da
infecgdo sistémica foi: 22 (36,7%) urinaria,
12 (20,0%) respiratoria, 8 (13,3%)
intestinal e 18 (30,0%) de origem
desconhecida. 38 (64,4%) casos tiveram
infeccdo com origem na comunidade, 12
(35,6%) foram de infeccdo hospitalar e um
caso ndo teve o tipo de infecg¢do definida.
Entre os 60 pacientes identificados no
estudo, 17 (28,3%) foram a dbito durante a

internacao.

Entre os genes codificadores de FVs
pesquisados, 0s mais prevalentes no estudo
foram: fimH (95,0%), sitA (75,0%), irp2
(66,7%), ompT (63,3%), kpsMTII (65,7%),
traT (50,0%), iucD (43,3%), iha (41,7%),
papC  (40,0%), sat (38,3,0%), iroN
(30,0%), papA (28,3%) e vat (25,0%). Os

Tabela 2. | Caracterizagdo dos pacientes com
bacteremia por Eschericha coli no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

(HCFMC) entre os anos 2018-2021,

Caracteristicas demograficas (n = 60)
Média de idade (limites) 53,9 (0-98)
0-1 anos 3 (5%)
2-59 anos 20 (48,3%)
60-98 anos 28 (46,7%)
Mulheres 34 (56,4%)
Homens 26 (43.3%)

Caracteristicas clinicas

Comorbidades'

Insuficiéncia Renal

(n = 60)
14 (23,3%)

Neoplasias 14 (23.3%)
Hipertensio 11 (18,3%
Transplante renal 9 (15.0%)
Diabetes 5(8,3%)
DRC 4(6,7%)
Currose hepdtica 4(6,7%)
Nenhuma comorbidade 6 (10,0%)
Outros? 18 (30,0%)
Origem da infecgio (n=60)

Urinara

Respiratoria

22 (36,7%)
12 (20,0%)

Intestinal 8(13.3%)
Desconhecida 18 (30,0%)
Tipo de infecgdo (n =59y
Comunitiria 38 (64,4%)
Hospitalar 21 (35,6%)
Obitos (n = 60) 17 (28,3%)

'Alguns pacientes apresentaram mais de uma

comorbidade. 2As demais comorbidades incluem;
alzheimer, hipotireoidismo, nascimento prematuro e
obesidade, as quais apresentam dois (2,3%) pacientes
com a comorbidade; e tuberculose, rins policisticos,
artrite reumatdide, asma grave, etilismo, gestacio,
insufliciencia cardiaca, pancreatite cronica, AIDS ¢
IMUNOSSUPressao, as quais apresentam um (1.6%)
paciente com a comorbidade. *Um dos casos fornecidos
pelo HCFMB nio apresentou confirmagio acerca da

origem da infecgio,
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genes aaiC e sfaDE nao foram encontrados
em nenhum isolado. A prevaléncia de cada
gene nos isolados pode ser identificada na

Tabela 3, Figura 1.

A distribuigdo filogenética dos isolados
estd representada na Figura 1 e ¢
constituida por: 23 (38,3%) no B2, 12
(20,0%) no A, 6 (10,0%) no D e 6 (10,0%)
no F, 3 (5,0%) no Bl ¢ 3 (5,0%) no C, e 1
(1,7%) no Clade I. Além disso, 6 (10%)
amostras ndo puderam ser categorizadas
em nenhum filogrupo conhecido. Nao
foram identificados isolados pertencentes
ao filogrupo E. Os resultados mais
relevantes na distribuicdo dos genes de
FVs entre os filogrupos sdo: o gene vat,
que foi identificado em 14 (60,9%)
1solados do filogrupo B2 e em 1 (16,7%)
de filogrupo desconhecido; e o gene cnf],
que foi identificado em 9 (39,1%) isolados
do filogrupo B2 e em 2 (33,3%) de
filogrupo desconhecido. A Tabela 3
apresenta em detalhes a distribuigdo de

genes de FVs por filogrupo.

A Figura 2 apresenta os isolados com
potencial intrinseco de causar infecgdes
extra intestinais de acordo com os critérios
de Johnson et al, (2003). 35 (58,3%) dos
isolados albergam pelo menos dois dos
genes propostos por Johnson, distribuidos
em: trés (25,0%) no filogrupo A, 17
(73,9%) no filogrupo B2, cinco (83,3%) no
filogrupo D, quatro (66,7%) no filogrupo

F, um (100,0%) no Clade I, cinco (83,3%)
de filogrupo desconhecido e nenhum entre

os isolados dos filogrupos B1 e C.

O perfil de resisténcia dos isolados
caracterizados estd apresentado na Tabela
4. Os antibioticos com maior percentual de
resisténcia encontrados foram:
ciprofloxacina  (33,3%), levofloxacina
(31,7%), cefuroxima (20,0%), cefotaxima

(20,0%), ceftriaxona (18,3%), cefepime

(15,0%),  gentamicina  (10,0%) ¢
ceftazidima (3,3%). Nao foram
encontrados  isolados  resistentes a
imipenem, ertapenem, meropenem,

piperacilina/  tazobactam, amoxicilina/

acido clavulanico e amicacina.

12 (20,0%) dos 60 isolados produziram
ESBL, os quais foram identificados com
distribuicdo equitativa entre 0s casos
adquiridos na comunidade e por infec¢ao
hospitalar (P=0,09). Entre os casos de
ESBL encontrados no estudo, 7 (58,3%)
foram identificados como parte do
filogrupo B2. O perfil de resisténcia das
produtoras de ESBL pode ser visualizado

na Figura 3.

12



Figura 1. | Porcentagem dos genes codificadores de Fatores de Viruléncia
encontrados nos i1solados de Escherichia coli encontrados no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu entre 2018 ¢ 2021.
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Figura 2. | Distribuigio dos isolados de Escherichia coli com potencial intrinseco de causar bacteremia
de acordo com os critérios de Johnson et al., (2003) coletados de pacientes do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Botucatu entre os anos de 2018 e 2021. Os valores absolutos estdo
apresentados acima das barras de porcentagem.
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Tabela 4. | Perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados de Escherichia coli
estudados.

Farmacos antimicrobianos (n = 60)

testados’ Sensivel  Intermedidrio> Resistente
B-lactimicos
Cefuroxima 47 (78,3%) I (1,7%) 12 (20,0%)
Ceftriaxona 48 (80,0%) 1 (1,7%) 11 (18,3%)
Ceftazidima 51 (85,0%) 7 (11,7%) 2 (3,3%)
Cefotaxima 47 (78,3%) 1 (1,7%) 12 (20%)
Cefepime 49 (81,7%) 2(3,3%) 9 (15,0%)
Imipenem 60 (100,0%) 0 0
Ertapenem 60 (100,0%) 0 0
Meropenem 60 (100,0%) 0 0
Piperacilina / tazobactam 57 (95,0%) 3 (5,0%) 0
Amoxicilina / acido clavulanico 59 (98,3%) 1 (1,7%) 0
Aminoglicosideos
Gentamicina 53 (88,3%) 1 (1,7%) 6 (10,0%)
Amicacina 57 (95,0%) 3 (5,0%) 0
Quinolonas / Fluoroquinolonas
Ciprofloxacina 33 (55,0%) 7 (11,7%) 20 (33,3%)
Levofloxacina 41 (68,3%) 0 19 (31,7%)

'Classificagdo utilizada de acordo com os parametros do Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) 2023. ?0Ou sensivel dose dependente (SSD).
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Figura 3. | Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de Escherichia coli produtores
de Beta-Lactamase de Espectro Estendido encontrados no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu entre 2018 e 2021, de acordo com o filogrupo, desfecho e tipo de infec¢ao.
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DISCUSSAO

A E. coli ¢ um dos agentes causadores de
bacteremia mais comuns no mundo, sendo
a mais frequente na América Latina
(Diekema et al, 2019). Os fatores
intrinsecos dos isolados envolvidos nessas
infeccdes, como FVs e perfil de
resisténcia, bem como caracteristicas
proprias do hospedeiro sdo determinantes
para o desenvolvimento da doenga (Lefort
et al, 2011). Assim, entender os fatores
que tornam a bacteremia mais virulenta ¢
necessario para prever os movimentos
necessarios para a saude publica na

prevengdo da bacteremia e da sepse.

A prevaléncia da populagdo idosa (46,7%)
foi semelhante a encontrada por Daga et
al., 2019 (47,9%). Os dados de ambos os
estudos apontam uma tendéncia a
bacteremia por E. coli em idade menos
avangada que em  paises  mais
desenvolvidos, como encontrado em
Espanha, de 68,9% (Mora-Rillo et al.,
2015).

As comorbidades mais frequentes no
estudo sdo fortemente sustentadas pela
literatura: a insuficiéncia renal (23,3%) ¢ a
diabetes (8,3%) sdo fatores de risco para a
infeccdo urindria (Alves et al., 2012); a
cirrose hepatica (6,7%) ¢ fator de risco
para translocagdo abdominal da bactéria

para a corrente (Vaishnavi, 2013); e

neoplasias (23,3%) e transplante renal
(15,0%) sdao conhecidos fatores para
vulnerabilidade imunolégica (Woodruff,

1969).

A mortalidade promovida pelas E. coli ndo
produtoras de ESBL (22,9%) esteve dentro
do proposto por Russo e Johnson (2003),
assim como a mortalidade total do estudo
(28,3%) concorda com os resultados
obtidos por Mora-Rillo et al. (2015)
(27,7%). A mortalidade causada por
bactérias  produtoras de ESBL foi
expressivamente maior (50,0%). Tsai et al.
(2018) obtiveram taxas menores de
mortalidade, mas com o mesmo padrao de
diferenca  entre produtoras e nao
produtoras de ESBL. Uma possivel
explicacdo para essa discrepancia de dados
pode ser as melhores condi¢des de
cuidados em  saide nos  paises

desenvolvidos, como ¢ o caso da Coréia do

Sul.

Os FVs encontrados no presente estudo em
maior quantidade foram fimH (95,0%),
sitA  (75,0%), irp2 (66,7%)

(63,3%). Uma pesquisa realizada no Brasil

e ompT

durante o periodo de 2015-2017 com
isolados de E. coli obtidos de bacteremia
identificou os seguintes FVs como os mais
prevalentes: fimH (95.8%), traT (77.1%),
pud (70.8%), iutd (64.3%) e kpsMT II
(45.8%) (Daga et al., 2019). No Peru, os
FVs mais frequentes encontrados em
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criancas com infeccdo da corrente
sanguinea foram Fimbria do tipo I (fimA,
89,2%), receptor de aerobactina (iutA,
83,1%), ¢ o antigeno 43 (agn43, 72,3%)
(Palma et al, 2016). Ambas pesquisas
citadas estdo concordantes com 0s nossos
achados, onde o gene responsavel por
codificar a Fimbria do tipo I foi o FV mais
prevalente identificado em 95,0% dos

i1solados pesquisados.

Spurbeck et al., (2012) identificou o gene
vat como um dos principais genes
associados a colonizagao do trato urinério.
Essa conclusao foi demonstrada nesse
estudo ao compararmos a propor¢ao de
isolados que albergam o gene de acordo
com a origem da infec¢do: 36,4% de
origem urinaria, 16,7% de origem

respiratoria e 12,5% de origem intestinal.

O presente estudo identificou que o
filogrupo de E. coli mais frequentemente
associado a bacteremia na cidade de
Botucatu - SP ¢ o filogrupo B2 (38,3%).
Esses resultados estdo concordantes com
os vistos na literatura, onde B2 aparece
como mais frequente entre as EXPEC que
causam bacteremia (Daga et al., 2019;
Koga et al., 2014; Micenkova et al., 2017).
O segundo filogrupo mais frequente foi A
(20%), que ¢ tradicionalmente
caracterizado como  pertencente  a
microbiota (Nataro; Kaper, 1998), no

entanto, ja foi relatado como o filogrupo

mais prevalente na Roménia (Usein et al.,
2015) que podem estar associados a
origem comensal do isolado (Bert et al.,

2011).

A quantidade de isolados produtores de
ESBLs (20%) se mostrou igualmente
distribuida entre os casos adquiridos na
comunidade e no hospital (P=0.09). Esse
achado dialoga com o estudo de Dickema
et al., 2019, que encontrou o crescimento
da participagdo de E. coli nos casos de
bacteremia e aumento na quantidade de

ESBLs entre a espécie.

Alguns estudos (Diekema et al, 2019;
Poolman et al, 2016) sugerem o
desenvolvimento de vacinas especificas
contra sorotipos associados a E. coli
patogénicas. Como esses e demais estudos
apontam para o aumento na resisténcia aos
antimicrobianos pelos isolados, ¢ uma
alternativa valida para o controle dos casos
de infecgdes por E. coli, as quais sdo
importantes causas de mortalidade nos
casos de NMEC e SEPEC. Entretanto, a
utilizagdo das vacinas deve ser avaliada
criticamente, visto que ambos os
pesquisadores declaram ser financiados
por grandes farmacéuticas com interesses
econdomicos na produgdo destas. Além
disso, ¢ importante ressaltar que as E. coli
sd0 bactérias pertencentes a microbiota e
tém papel importante na protecdo do trato
gastrointestinal (Nataro; Kaper, 1998).
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Alguns dos genes associados a viruléncia
das bactérias também pertencem e sdo
necessarios para a manuten¢do de bactérias
inofensivas ¢ comensais da microbiota
intestinal (Abe et al., 2008; Toval et al.,
2013; Lindstedt et al., 2018).

E importante considerar que esse estudo
coletou dados na iminéncia de uma crise
global causada pela Covid-19. Nesse
contexto, deve-se atentar ao possivel

agravamento da situacdo de resisténcia a

antimicrobianos pelos diversos tipos de
bactérias, tanto  pelo abuso e
automedicacdo da populagdo na tentativa
de se proteger do virus, como pelo
aumento significativo da quantidade de
internacdes e de infecgdes oportunistas
decorrentes da pandemia de 2019. Dessa
forma, ¢ valido o acompanhamento mais
atencioso da evolugdo da resisténcia
antimicrobiana da E. coli e demais

bactérias nos proximos anos.
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CONCLUSAO

Nosso estudo reforga algumas
caracteristicas tipicas de E. coli associadas
a bacteremia humana, como o perfil
demografico dos pacientes acometidos ¢ a
prevaléncia do filogrupo B2 e do gene
fimH, além de apresentar a importancia dos
isolados produtores de ESBL espalhados

na comunidade.

Assim, o presente trabalho contribui para o
melhor entendimento das caracteristicas
genéticas e fenotipicas das E. coli que
causam bacteremia, permitindo o melhor
planejamento da satde publica brasileira
na prevencdo e tratamento de futuros

casos. Esses dados também sdo relevantes

para busca futura de possiveis alvos
farmacologicos e vacinas, bem como na
microbiologia clinica, a qual pode atuar
com mais eficiéncia com o entendimento
do provavel perfil de resisténcia dos
agentes infecciosos. Os resultados obtidos
reforcam a importancia da vigilancia
epidemiologica dessas infecgoes e da
adocdo de medidas para prevenir a
disseminagdo dessas bactérias resistentes
aos antimicrobianos. A conscientiza¢ao
sobre a importancia do uso racional dos
antibioticos também se faz necessaria para
preservar a eficacia desses medicamentos

no tratamento das infecgdes bacterianas.
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