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RESUMO 

 

 
Introdução. As infecções do trato urinário (ITU) devido à Escherichia coli 

uropatogênica resistente a beta-lactâmicos são um importante problema de saúde 

pública. A falha do tratamento pode resultar na progressão para condições graves com 

insuficiência renal, sepse e morte. Objetivos. No presente trabalho, propomos realizar a 

avaliação de E. coli resistentes a cefalosporinas de terceira geração isoladas de pacientes 

com ITU. Além de investigar e comparar perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, 

os genes responsáveis pela produção de ESBL e a diversidade de genes de virulência. 

Estas bactérias foram também comparadas quanto ao grupo filogenético e similaridade 

genética usando-se a tipagem molecular por análise do perfil de macrorrestição do DNA 

cromossômico após eletroforese em campo pulsado (PFGE) e sequenciamento de 

multilocus (MLST). Material e Métodos. Neste estudo, cepas de E. coli resistentes a 

cefalosporinas de terceira geração isoladas de pacientes com ITU foram investigadas e 

comparadas quanto à diversidade de genes responsáveis pela produção de beta-

lactamase de espectro estendido (ESBL), genes de virulência e grupo filogenético. Além 

disso, foram submetidos à tipagem molecular por eletroforese em campo pulsado 

(PFGE) e seqüenciamento multilocus (MLST). Resultados. Variantes do gene blaCTX-M 

foram detectadas em todas as 61 E. coli produtoras de ESBL. O gene blaCTX-M-15 foi 

identificado em 37 isolados, blaCTX-M-8 e blaCTX-M-9 em sete cada um, blaCTX-M-14 em 

cinco, blaCTX-M-2 em três, e os genes blaCTX-M-3 e blaCTX-M-55, cada um em um isolado. 29 

E. coli foram identificados do grupo B2, 17 do grupo A, 10 do grupo D e cinco do 

grupo B1. Dentre os 26 genes de virulência investigados, 17 foram detectados em 

diferentes combinações e distribuídos em E. coli de todos os filogrupos. Uma ampla 

diversidade genética foi observada, e a porcentagem de similaridade entre as linhagens 

variou entre 51,1,1% e 100%. A tipagem por MLST foi realizada nas 58 dos isolados 

incluídos neste estudo. Destes, 27 (46,5%) foram identificados como ST/CC 131/131, 

nove (15,5%) como ST/CC 90/23, seis (10,3%) como ST/CC 405/405, duas (3,4%) 

como ST/CC 10/10, ST224, ST/CC 617/10 ou ST 2851, e os demais isolados foram 

identificados como ST/CC 57/350, ST/CC 155/155, ST/CC 354/354, ST/CC 648/648, 

ST 1177, ST 1284, ST 2208 ou ST 8022, com um (1,7%) representante cada linhagem. 

Conclusões. Os resultados do presente estudo permitem concluir que a presença de E. 

coli produtoras de ESBL e resistentes a fluoroquinolonas está, principalmente, 

relacionada à microbiota de cada paciente. Também, as linhagens encontradas em São 

José do Rio Preto são as mesmas distribuídas em todo o mundo carreadoras dos mesmos 

genes blaCTX-M e potenciais causadoras de ITU ou distribuídas em alimentos ou como 

comensais de animais, demonstrando sua ampla disseminação e facilidade de aquisição. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Escherichia coli, Infecção do Trato Urinário, Tipagem 

Molecular, Beta Lactamase de Espectro Estendido. 
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ABSTRACT 

 

 
Introduction. Urinary tract infections (UTIs) due to beta-lactam-resistant 

uropathogenic Escherichia coli are an important public health problem, as those are the 

main recommended antimicrobials. Treatment failure may result in progression to 

severe conditions with renal failure, sepsis and death. Objective. In the present work, 

we propose to evaluate third generation cephalosporin resistant E. coli isolated from 

UTI patients. In addition to investigating and comparing antimicrobial susceptibility 

profile, the genes responsible for ESBL production and virulence gene diversity. These 

bacteria were also compared for phylogenetic group and genetic similarity using 

molecular typing by analysis of chromosomal DNA macrorresting profile after pulsed 

field electrophoresis (PFGE) and multilocus sequencing (MLST). Material and 

methods. In this study, strains of E. coli resistant to third generation cephalosporins 

isolated from patients with UTI were investigated and compared for the diversity of 

genes responsible for the production of extended spectrum beta-lactamase (ESBL), 

virulence genes and phylogenetic group. In addition, they were submitted to molecular 

typing by pulsed field electrophoresis (PFGE) and multilocus sequencing (MLST). 

Results. Variants of the blaCTX-M gene were detected in all ESBL producing E. coli. 

The blaCTX-M-15 gene was identified in 37 isolates, blaCTX-M-8 and blaCTX-M-9 in 

seven each, blaCTX-M-14 in five, blaCTX-M-2 in three, and blaCTX- M-3 and blaCTX-M-55, 

each in an isolate. 29 E. coli were identified from group B2, 17 from group A, 10 from 

group D and five from group B1. Among the 26 virulence genes investigated, 17 were 

detected in different combinations and distributed in E. coli of all the phylogroups. A 

wide genetic diversity was observed, and the percentage of similarity between the 

lineages ranged from 51.1% to 100%. MLST typing was performed in 58 of the isolates 

included in this study. Of these, 27 (46.5%) were identified as ST / CC 131/131, nine 

(15.5%) as ST / CC 90/23, six (10.3%) as ST / CC 405/405, two (3.4%) as ST / CC 

10/10, ST224, ST / CC 617/10 or ST 2851, and the other isolates were identified as ST / 

CC 57/350, ST / CC 155/155, ST / CC 354/354, ST / CC 648/648, ST 1177, ST 1284, 

ST 2208 or ST 8022, with one (1.7%) representative each lineage. Conclusions. The 

results of the present study allow us to conclude that the presence of E. coli producing 

ESBL and resistant to fluoroquinolones is mainly related to the microbiota of each 

patient. Also, the strains found in São José do Rio Preto are the same distributed 

throughout the world carriers of the same genes blaCTX-M and potential causers of UTI 

or distributed in food or as commensals of animals, demonstrating its wide 

dissemination and ease of acquisition. 

 

KEY WORDS: Escherichia coli, Urinary Tract Infection, Molecular Typing, Extended 

Spectrum Beta Lactamase. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 As infecções do trato urinário (ITUs) são as infecções bacterianas mais comuns 

na população, afetando cerca de 150 milhões de pessoas no mundo a cada ano, e 

constituem um importante problema de saúde pública por acometerem indivíduos na 

comunidade e no ambiente hospitalar, causando piora da qualidade de vida e da 

produtividade. Além disso, podem evoluir para quadros clínicos graves, que resultam 

em falência renal e óbito. 
(1-6)

  

As ITU referem-se à presença de bactérias na urina, geralmente em quantidade 

superior a 10
5
 UFC/mL, 

(7)
 e a maioria dos casos é causada por Escherichia coli 

uropatogênicas (UPEC – “uropathogenic E. coli”). 
(8,9)

 As UPEC estão incluídas no 

grupo das E. coli causadoras de infecção extraintestinal (ExPEC – “extraintestinal 

pathogenic E. coli”), associadas a um amplo espectro de infecções em humanos.
 (10)

 

Estas bactérias têm o trato gastrointestinal (TGI) de animais e humanos como principal 

reservatório, e as ITU ocorrem, na maioria dos casos, após a migração das bactérias do 

intestino para a região perianal e, posteriormente, para a uretra. 
(11,12)

  

A adesão e a subsequente colonização do uroepitélio, bem como a invasão e 

sobrevivência no interior dessas células epiteliais são facilitadas por diversos fatores  de 

virulência expressos por bactérias causadoras de ITU. 
(13-16)

 Essa diversidade de fatores 

varia entre as diferentes linhagens e pode estar associada à gravidade das infecções, que 

podem evoluir como cistite, pielonefrite grave ou urosepse. 
(17)

 Fatores de virulência em 

UPEC são encontrados em ilhas de patogenicidade adquiridas por via de transferência 

gênica horizontal. A característica de UPEC é determinada por múltiplos genes e 

mecanismos de virulência, incluindo adesinas, toxinas, sistemas para a captura de ferro 

e vias metabólicas, nenhuma das quais é patognomônica. 
(7) 



2 

 

Nos últimos anos, tem-se observado uma elevação na ocorrência de ITU por E. 

coli resistentes a diversas classes de antimicrobianos, 
(5,6) 

o que dificulta o tratamento e 

eleva os períodos de internação hospitalar, os custos da assistência à saúde (6 bilhões de 

dólares) e as taxas de mortalidade. 
(18) 

Beta-lactâmicos e fluoroquinolonas são antimicrobianos utilizados no tratamento 

de cistite e pielonefrite não complicadas, alternativas para fosfomicina/trometamol, 

nitrofurantoína e trimetoprim/sulfametoxazol. O uso de nitrofurantoína deve ser evitado 

quando há suspeita de pielonefrite, e o uso de trimetoprim/sulfametoxazol é limitado 

devido às altas taxas de uropatógenos resistentes. 
(6)

 O uso da fosfomicina não era tão 

frequente até alguns anos atrás devido à recomendação de dose única não ser tão eficaz 

quanto os demais antimicrobianos, além de ser evitada em casos de suspeita de 

pielonefrite. Porém, seu uso tem voltado a fazer parte de tratamentos de ITU não 

complicada por ainda apresentar atividade contra uropatógenos multirresistentes. 
(6) 

Contrariamente, as fluoroquinolonas são altamente eficazes no tratamento convencional 

de ITU, apesar dos riscos de sérios danos causados pelo seu uso. Entretanto, a taxa de 

resistência às fluoroquinolonas em uropatógenos tem aumentado exponensialmente em 

todo o mundo. 
(6)

 Devido ao cenário apresentado, o uso de beta-lactâmicos (que não são 

tão eficazes quanto à fluoroquinolonas e podem apresentar efeitos adversos), em 

especial as cefalosporinas de espectro estendido, em combinação ou não com 

aminoglicosídeos, e os carbapenêmicos são importantes antibióticos considerados para 

o tratamento de infecções do trato urinário tanto de homens quanto de mulheres. 
(6) 

De acordo com comunicação pessoal da Comissão de Controle de Infecção 

Hospitalar do Hospital de Base (HB) de São José do Rio Preto, São Paulo, a taxa de 

ITU relacionada a E. coli concomitantemente resistentes a cefalosporinas de espectro 
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estendido e a fluoroquinolonas tem aumentado na instituição. Assim, conhecer os 

mecanismos de resistência a essas duas classes de antimicrobianos e a similaridade 

genética entre as E. coli isoladas no HB poderá auxiliar no entendimento da presença de 

tais determinantes, bem como fornecer dados para o planejamento de protocolos de 

prevenção de disseminação da resistência.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Escherichia coli 

 

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete 

amplamente distribuída na natureza, mesófila (temperatura ótima de crescimento 

populacional em torno de 37 °C), geralmente, com flagelos peritríquios, não formadora 

de endósporo. É capaz de utilizar a D-glicose como única fonte de carbono e energia, é 

anaeróbia facultativa, oxidase-negativa, catalase-positiva, pode fermentar tanto a glicose 

quanto a lactose, e, neste caso, sempre com produção de ácido e gás, não utiliza citrato 

como fonte de carbono, produz indol e reduz nitratos a nitritos. 
(19,20)

 Após análises 

filogenéticas recentes na família Enterobacteriaceae, o gênero Escherichia/Shigella, 

juntamente com os gêneros Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Klebsiella, 

Kluyvera, Proteus e Salmonella, dentre outros menos conhecidos, compreendem o, 

agora, cientificamente reconhecido “clado Enterobacter-Escherichia”. 
(21) 

O genoma da espécie Escherichia coli apresenta-se altamente plástico, pois sofre 

constantes inserções e deleções de bases e fragmentos de DNA. O tamanho do genoma 

de E. coli (incluindo plasmídeos e profagos) pode variar de, aproximadamente, 4,6 Mb 

até 5,9 Mb (uma diferença de mais de 1 milhão e trezentas mil bases), e cada indivíduo 

codificando de 4200 a 5500 proteínas. 
(22) 

Quanto mais isolados de E. coli são 

sequenciados, mais o “core genômico” (ou seja, os genes cromossômicos que estão 

presentes em todas as diferentes cepas da espécie) diminui, contabilizando, atualmente, 

pouco menos de 1500 genes. Todos os demais genes são considerados “genes 

acessórios”, e incluem genes que codificam elementos de bacteriófagos e determinantes 

de virulência e de resistência a antimicrobianos. 
(22) 

Esses genes acessórios são, 
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principalmente, adquiridos por transferência horizontal a partir de outras bactérias via 

plasmídeos, bacteriófagos, ilhas de patogenicidade e transposons. 
(22,23) 

De acordo com o seu conjunto de fatores de virulência e propriedades clínicas, 

as linhagens de E. coli podem ser classificadas como patógenos intestinais ou extra-

intestinais 
(24) 

• As classes de E. coli que causam diarréia são: ETEC (E. coli Enterotoxigênica); 

EHEC (E. coli Enterohemorrágica); EIEC (E. coli Enteroinvasiva) e EAEC (E. 

coli Enteroagregativa). 

• E. coli Patogênica Extra Intestinais (ExPEC), incluem as linhagens 

uropatogênicas (UPEC), E. coli associada à Meningite no Recém-Nascido 

(NMEC) e E. coli associada a Septicemias (SePEC)  

 

2.2 Beta-Lactâmicos 

 

Os antimicrobianos beta-lactâmicos possuem em comum um anel beta-lactâmico 

que pode apresentar-se isolado ou conjugado a outro anel, resultando em estruturas 

bicíclicas. São representados pelas penicilinas, cefalosporinas, monobactâmico e 

carbapenêmicos e estão entre os mais prescritos em todo o mundo 
(25)

.  

São agentes bactericidas que agem através da inibição da síntese da parede 

celular bacteriana, que por sua vez é composta por unidades alternadas de ácido N-

acetilmurânico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG) formando camadas de 

peptideoglicano. Cada NAM possui um terminal pentapeptídico com dois resíduos de 

D-alanina na sua extremidade. A ligação covalente entre esses dois resíduos 

(transpetidação) é catalisada pelas proteínas ligadoras de penicilina (PBPs). Essas 

ligações, que se repetem ao longo de toda a parede celular, são essenciais para conferir 
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rigidez e estabilidade à célula. O anel beta-lactâmico tem a estrutura semelhante ao 

terminal D-alanina-D-alanina do NAM, o que permite a sua ligação às PBPs tornando-

as incapazes de catalisar outras reações de transpetidação
 (26).

 

A integridade do anel beta-lactâmico é imprescindível à sua atividade, que 

consiste em inibir a síntese da parede celular bacteriana pela inativação das 

transpeptidases que catalisam ligações cruzadas na fase final de síntese do 

peptideoglicano. A hidrólise do anel beta-lactâmico implica na inativação dos beta-

lactâmicos 
(27)

. 

 

Figura 1. Mecanismo de ação dos β-lactâmicos. 

 

2.2.1 Resistência aos beta-lactâmicos em E. coli: importância das ESBL tipo CTX-

M 

 

Os beta-lactâmicos são antibióticos criticamente importantes tanto em medicina 

humana quanto veterinária. 
(28,29) 

Estão entre os principais antibióticos recomendados 

para o tratamento das ITU, principalmente em casos graves como pielonefrites. 
(30) 
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Entretanto, a resistência em E. coli isoladas na comunidade e hospitais tem aumentado. 

(5,31) 

 O mais importante mecanismo de resistência aos beta-lactâmicos em E. coli é a 

produção de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). 
(31,32) 

Estas enzimas, da 

classe A de Ambler e 2be de Bush-Jacoby-Medeiros, hidrolisam a ligação amida do 

anel beta-lactâmico de forma irreversível, impedindo sua ação nas transpeptidases. 
(33) 

Desta forma, inativam os beta-actâmicos penicilinas, cefalosporinas de primeira, 

segunda e terceira geração, e o aztreonam, e são responsáveis por grande parcela de 

falha dos tratamentos. 
(34) 

Diversas famílias de ESBL (SHV, TEM, CTX-M, SFO, BES, 

BEL, TLA, GES, PER e VEB) foram descritas, mas, atualmente, as do tipo CTX-M são 

as mais prevalentes. 
(35-39) 

As CTX-M surgiram após a introdução da cefotaxima na prática clínica, na 

década de 80. 
(40)

 Há evidências de que sua origem sejam genes cromossômicos de 

Kluyvera spp., pois algumas enzimas CTX-M apresentam elevada similaridade com 

beta-lactamases cromossômicas de várias espécies deste gênero. 
(35,41) 

Estudos 

filogenéticos mostram que existem cinco grandes grupos distintos de ESBLs tipo CTX-

M, com base na similaridade das sequencias de aminoácidos, sendo eles: grupo CTX-

M-1, grupo CTX-M-2, grupo CTX-M-8, grupo CTX-M-9 e grupo CTX-M-25. 
(3 5 ,4 2 -

4 4 )  
Os membros do mesmo grupo exibem similaridade maior que 94% entre suas 

sequencias de aminoácidos, enquanto entre grupos diferentes, a semelhança é menor 

que 90%. 
 (35,45) 

Inicialmente, as CTX-M eram reconhecidas por hidrolisarem, preferencialmente, 

a cefotaxima, e por isso receberam esta nomenclatura. 
(40) 

Entretanto, variantes com alta 

capacidade hidrolítica sobre a ceftazidima foram descritas posteriormente, como CTX-
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M-3, CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19, CTX-M-23, CTX-M-27, CTX-M-55 e CTX-

M-123. 
(35, 46-48) 

Os genes blaCTX-M estão localizados, na maioria das bactérias, em 

plasmídeos conjugativos que são transferidos horizontalmente entre diversas espécies, e 

associados a sequências de inserção tipo ISEcp1 e ISCR1, e elementos relacionados a 

bacteriófagos. Estas características favorecem a sua disseminação, o que explica a alta 

prevalência e ocorrência mundial das CTX-M. 
(45,49-51) 

 Com relação às UPEC, vários estudos relatam a detecção de cepas produtoras de 

ESBL, 
(31,52-55) 

sendo as CTX-M as mais comuns. 
(48,49,56) 

 

2.3 Tipagem molecular 

 

 A principal função da tipagem molecular é a determinação da relação entre 

clones de micro-organismos. Várias metodologias baseadas na análise do DNA estão 

padronizadas, e entre elas, a PFGE (“Pulsed Field Gel Electrophoresis”) e a MLST 

(“Multilocus Sequence Typing”) são muito utilizadas para a identificação de 

reservatórios de bactérias e rotas de infecção, e para o reconhecimento de cepas 

virulentas. 
(57) 

A PFGE é um método com alta capacidade discriminatória, baseado na 

comparação do padrão de bandas, que correspondem a grandes fragmentos do genoma 

obtidos após a digestão com enzimas de restrição, em eletroforese de campo pulsado. O 

MLST é baseado na análise de sequências do DNA de genes “housekeeping” 

conservados, para a criação de um perfil de alelos ou “sequence type” (ST). 
(58,59)

 

A PFGE é aplicada, principalmente, em estudos microepidemiológicos, para a 

comparação de cepas isoladas em locais específicos e períodos de tempo mais curtos, 

uma vez que compreende diversas variáveis, o que pode gerar comparações incorretas 
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entre resultados de laboratórios distintos. Já a MLST pode ser aplicada com facilidade 

em estudos de epidemiologia global, pois permite comparar cepas virulentas e 

resistentes aos antimicrobianos isoladas em todo o mundo com maior facilidade uma 

vez que se baseia, apenas, na comparação de sequencias de DNA disponíveis na 

internet. 
(53) 

A aplicação do MLST permitiu a identificação, em 2008, de um clone 

pandêmico de E. coli, identificado como ST131, que apresenta grande virulência e está 

associado à ITU tanto na comunidade como em hospitais. 
(60) 

Vários estudos confirmam 

o predomínio mundial de ST131, que abriga uma ampla diversidade de genes de 

resistência em plasmídeos conjugativos, sobretudo o que codifica CTX-M-15. 
(61)

   

Neste estudo, a técnica de PFGE foi utilizada para a tipagem de E. coli 

carreadoras de genes blaCTX-M visando estabelecer o perfil genético e comparar os 

isolados obtidos de amostras clínicas de urina. A tipagem por MLST foi realizada para 

comparar a linhagens identificadas no estudo com dados de outros estudos conduzidos 

no Brasil e em outros países. 

 

2.4 Fatores de Virulência 

 

Em UPEC, os fatores de virulência estão associados à superfície da célula ou são 

secretados e exportados para os sítios de ação, e são codificados por genes localizados 

em elementos genéticos móveis denominados ilhas de patogenicidade, que podem ser 

transferidos horizontalmente. 
(1) 

Entre os fatores associados à superfície destacam-se as adesinas fimbriais 

(Fimbriais tipo 1, P, Dr, S e F1C) e não fimbriais, que desempenham importante papel 
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na adesão ao uroepitélio, além de facilitarem a invasão tecidual, o transporte de toxinas 

para os tecidos e estimularem a produção de citocinas por células do hospedeiro. 
(62,63) 

As adesinas não fimbriais (Afa) apresentam tropismo pelo epitélio renal e 

células endoteliais, e estão relacionadas ao desenvolvimento de ITU crônicas e 

recorrentes.
(64) 

Além das adesinas, a cápsula polissacarídica, o lipopolissacarídeo (LPS) da 

parede celular e os flagelos exercem importante papel na virulência. A cápsula protege 

contra a fagocitose e o sistema complemento. Os antígenos da cápsula dos tipos K1 e 

K5 são os mais relacionados à UPEC. O LPS induz a liberação de citocinas e ácido 

nítrico que resultam em uma intensa resposta inflamatória. Os flagelos são responsáveis 

pela motilidade bacteriana, também estão associados à interação entre as UPEC e o 

epitélio.
(62,64) 

Entre as toxinas, destacam-se a α-hemolisina (HLyA), o fator necrotizante 

citotóxico (CNF1), a toxina Cdt (“citolethal distending toxin”), e duas toxinas da 

família SPATE (“serine proteases autotransporters of Enterobacteriaceae”) 

denominadas Vat (“vacuolating autotransporter toxin”) e Sat (“secreted autotransporter 

toxin”). A HLyA lisa eritrócitos e células do sistema imunológico, favorecendo a 

disseminação das UPEC através de mucosas e a aquisição de nutrientes, e está entre as 

toxinas mais comumente produzidas.
(63)

 CNF1 promove a alteração dos filamentos de 

actina e tubulina do citoesqueleto e, assim, favorece a invasão tecidual e a neutralização 

de fagócitos, sendo também produzida por uma importante parcela das UPEC. 
(64,65) 

Cdt 

provoca a lise das células hospedeiras devido à interrupção do ciclo celular.
(66)

 Vat e Sat 

induzem efeitos citopáticos nas células do hospedeiro que resultam em perda de células 
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tubulares epiteliais, dissolução das membranas glomerulares, e vacuolação do tecido 

renal. 
(65) 

 

Os sideróforos são moléculas de baixo peso molecular, secretadas no meio, onde 

realizam a quelação do ferro (Fe
3+

) ligado às proteínas transferrina e ferritina, que 

armazenam o ferro em mamíferos. Posteriormente, ligam-se os receptores na superfície 

das bactérias e são internalizados, fornecendo o Fe
3+

 essencial para crescimento e 

permanência das UPEC no trato urinário. 
(65) 

Combinações distintas de sideróforos são encontradas em diferentes cepas 

associadas à infecção em sítios distintos do trato urinário, indicando a ocorrência de 

especificidade. 
(67) 

Além destes, a proteína específica de UPEC (Usp) tem sido estudada, 

por ser uma bacteriocina com atividade sobre E. coli competidoras e também com 

atividade genotóxica sobre células de mamíferos.
(68) 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Gerias 

No presente trabalho, propomos realizar a avaliação de E. coli resistentes a 

cefalosporinas de terceira geração isoladas de pacientes com ITU.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

- Investigar e comparar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, os genes 

responsáveis pela produção de ESBL e a diversidade de genes de virulência. 

- Comparar o grupo filogenético e similaridade genética usando-se a tipagem molecular 

por análise do perfil de macrorrestição do DNA cromossômico após eletroforese em 

campo pulsado (PFGE) e sequenciamento de multilocus (MLST) 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Isolados de E. coli  

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FAMERP (CAAE: 

33351914.3.0000.5415).  

Neste estudo, foram incluídas 61 E. coli produtoras de ESBL e resistentes a 

fluoroquinolonas isoladas de amostras de urina, coletadas de pacientes com ITU 

atendidos no Hospital de Base de São José do Rio Preto (HB) entre dezembro de 2014 e 

maio de 2015. As amostras foram processadas no setor de Microbiologia Clínica do 

Laboratório Central do Hospital de Base de São José do Rio Preto (LC-HB), de acordo 

com os procedimentos de rotina para diagnóstico microbiológico. O ágar cromogênico 

CPS (bioMérieux) foi usado para a urocultura e isolamento, e a identificação e teste de 

suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo sistema automatizado Vitek 2 

Compact (bioMérieux). 

As E. coli encontram-se armazenadas em coleção de cultura no Centro de 

Investigação de Microrganismos (CIM) da Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto (FAMERP), em freezer a -80 °C. Para tal, uma colônia obtida de ágar MacConkey 

foi cultivada em caldo BHI (“Brain Heart Infusion”, Oxoid) acrescido de cefotaxima ou 

ceftazidima (4 μg/mL) a 37 °C por 16-18 horas. Após este tempo, 0,8 mL da cultura foi 

transferido para criotubos estéreis contendo 0,2 mL de glicerol 50% estéril, a fim de se 

obter uma concentração final de 10% de glicerol, ideal para a preservação de culturas 

microbianas por períodos prolongados. 
(69) 
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4.2 Detecção e identificação dos genes de resistência 

 

4.2.1 Extração de DNA total e plasmidial 

 

As cepas armazenadas a -80 °C foram reativadas através de cultivo em caldo 

TSB por 16 a 24 horas a 37 °C em agitação. Em seguida, uma alíquota de 1,5 mL da 

suspensão bacteriana foi centrifugada a 15000 G por 10 minutos e o sobrenadante 

descartado, essa massa celular obtida (pellet) foi utilizada para a extração do DNA 

genômico bacteriano. O “pellet” foi homogeneizado em 200 µL de água Milli-Q e 

submetido à nova centrifugação a 15000 G por 10 minutos, em seguida, após o descarte 

do sobrenadante, o “pellet” foi suspendido em 40 µL de água Milli-Q e incubado a 100 

°C por 10 minutos.  

Após a fase de lise e liberação do DNA, a mistura foi submetida a choque 

térmico em gelo por 2 minutos e centrifugada a 15000 G por 10 segundos a 4 °C. O 

sobrenadante, contendo o DNA, foi acondicionado em outro tubo de polipropileno de 

1,5 mL, previamente identificado, onde foram adicionados 500 µL de etanol absoluto a 

-20 °C (Merck Chemicals) e incubado em gelo por 20 minutos. Após a incubação, a 

amostra foi centrifugada a 16000g por 10 minutos, o sobrenadante descartado e 300 µL 

de etanol 70% (-20 °C) adicionados à amostra, em seguida, as etapas de 

homogeneização e centrifugação foram repetidas. O sobrenadante foi descartado e, após 

a secagem, o DNA foi ressuspendido com 100 µL de tampão TBE e 2 µL de RNAse (2 

µg/mL) (Kit comercial Invitrogen®) e a amostra de DNA incubada por 30 minutos a 37 

°C em termobloco Thermomixer Comfort (Eppendorf). O DNA foi quantificado em 

espectrofotômetro Biophotometer (Eppendorf) armazenado em freezer -20 °C para 

posterior utilização.
(70) 
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4.2.2 Detecção dos genes de ESBL 

 

Para a investigação dos principais genes de ESBL, foram utilizados primers, 
(71) 

como reproduzido na Tabela 1. Para a detecção dos genes, seguiu-se o protocolo: em 

tubo de polipropileno de 200 μL, foram adicionados 2 μL de DNA extraído e os 

seguintes reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 (25 mM), 1,0 μL de 

dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq DNA Polymerase 

(5 U/μL) e q.s.p. 25 μL de água UltraPure (Invitrogen, CA, EUA). As reações de PCR 

foram conduzidas em termociclador Veriti
®
 96 (Applied Biosystems). Os tubos foram 

colocados em termociclador, programado com passo de desnaturação inicial a 95 °C por 

5 minutos, seguido por 35 ciclos sequenciais de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, 

hibridização a 60 °C por 30 segundos, e extensão a 72 °C por 30 segundos, com uma 

fase de extensão final a 72 °C por 7 minutos. Uma reação sem amostra de DNA foi 

utilizada como controle negativo; como controle positivo para cada reação foi utilizados 

DNA de cepas bacterianas pré-caracterizadas por seqüenciamento. Os produtos foram 

analisados em gel de agarose 2%, previamente adicionado de 0,8 μL de brometo de 

etídio (10 mg/mL) em 100 mL de tampão TBE. A eletroforese foi realizada a 6 V/cm, 

por 60 minutos, utilizando o marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo 

Scientific). O resultado foi observado sob luz ultravioleta e fotografado utilizando o 

aparelho LPix Ex (Loccus Biothecnology). Após a amplificação por PCR, todos os 

fragmentos de DNA foram purificados com etanol 
(70) 

e sequenciados em equipamento 

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems-HITACHI), utilizando-se o kit Big Dye 

Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e o par de primers utilizado na PCR, para 

confirmação do resultado. As sequências foram analisadas com o auxílio do programa 
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Accelrys Gene 2.0 (Accelrys Software Inc. 2006) e comparadas a outras previamente 

depositadas na base de dados GenBank. 

 

Tabela 1. Primers de beta-lactamases utilizados neste estudo. 
PCR Gene Alvo Sequência (5’ – 3’)a Temp. anel. Amplicon

TTAGGAARTGTGCCGCTGYA

CGATATCGTTGGTGGTRCCAT

CGTTAACGGCACGATGAC

CGATATCGTTGGTGGTRCCAT

TCAAGCCTGCCGATCTGGT

TGATTCTCGCCGCTGAAG

AACRCRCAGACGCTCTAC

TCGAGCCGGAASGTGTYAT

688 pb

404 pb

561 pb

326 pb

b la CTX-M do grupo 1

b la CTX-M do grupo 2

b la CTX-M do grupo 9

b la CTX-M-8, -25, -26, -39 a -41

60 °C

60 °C

Multiplex 2

CTX-M-8/25

 
a
 R = A ou G; S = G ou C; Y = T ou C 

 

 

4.3 Detecção de genes de virulência 

 

 

Para a detecção dos genes, seguiu-se o protocolo: em tubo de polipropileno de 

200 μL, foram adicionados 2 μL de DNA extraído e os seguintes reagentes: 2,5 μL de 

tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 (25 mM), 2,0 μL de dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada 

primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq DNA Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μL de água 

UltraPure (Invitrogen, CA, EUA). As reações de PCR foram conduzidas em 

termociclador Veriti
®
 96 (Applied Biosystems). Os tubos foram colocados em 

termociclador, programado com passo de desnaturação inicial a 95 °C por 12 minutos, 

seguido por 25 ciclos sequenciais de desnaturação a 94 °C por 30 segundos, 

hibridização a 54 °C – para os genes blapapGI, blapapGII e blairoN –, a 55 °C – para 

blavat, 56 °C – para  blapapGIII, blasfaS, a 58 °C – para blaafa/draBC, blahlyA, 

blacdtB, para blasat, a 63 °C – para blanfaE, blakpsMTK1, blakpsMTK5,  blacnf1,  

blafyuA, blaiutA, a 64 °C – para blapapEF, blasfa/focDE, blafocG,  66 °C – para  

blafimH, blausp,– por 30 segundos, e extensão a 68 °C por 3 minutos, com uma fase de 

extensão final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos foram analisados em gel de agarose 
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2%, previamente adicionado de 0,8 μL de brometo de etídio (10 mg/mL) em 100 mL de 

tampão TBE. A eletroforese foi realizada a 6 V/cm, por 60 minutos, utilizando o 

marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific). O resultado foi observado 

sob luz ultravioleta e fotografado utilizando o aparelho LPix Ex (Loccus 

Biothecnology).
 (72-75)

 

Todas as E. coli foram submetidas à PCR para detecção de (Tabela 2): 

a) genes de adesinas: fimH (fímbrias tipo 1), pap (elementos de fímbrias P), sfaS 

(adesina fimbrial S), focG (adesina fimbrial F1C), sfa/focDE (região central entre os 

operons sfaS e focG), afa/draBC (operons de adesina específica do antígeno Dr) e nfaE 

(adesina não fimbrial); 

b) genes associados à síntese de cápsula: kpsMT II K1 (cápsula do tipo 2, 

sorotipo K1) e kpsMT II K5 (cápsula do tipo 2, sorotipo K5); 

c) genes de toxinas: hlyA (α-hemolisina), cnf1 (fator necrotizante citotóxico), 

cdtB (“citolethal distending toxin”), sat (“secreted autotransporter toxin”) e vat 

(“vacuolating autotransporter toxin”); 

d) genes de receptores dos sideróforos: fyuA (yersiniabactina), iutA (aerobactina) 

e iroN (salmoquelina); 

e) gene que codifica uma proteína específica de UPEC: usp; 

f) gene que codifica um fator de proteção contra fagocitose no soro: iss; 

g) gene que codifica uma proteína da membrana externa que permite 

sobrevivência no meio intracelular: ompT. 
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Tabela 2. Primers de virulência utilizados neste estudo. 

 

 

 

 

4.4 Determinação do grupo filogenético 

 

Para a classificação das linhagens de E. coli em grupos filogenéticos, foram 

utilizados primers como esquema da figura 2. Para a detecção dos genes, seguiu-se o 

protocolo: em tubo de polipropileno de 200 μL, foram adicionados 2 μL de DNA 

extraído e os seguintes reagentes: 2,5 μL de tampão (10X), 2,0 μL de MgCl2 (25 mM), 
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1,0 μL de dNTP (2,5 mM), 1,0 μL de cada primer (10 ρmol/μL), 0,2 μL de Taq DNA 

Polymerase (5 U/μL) e q.s.p. 25 μL de água UltraPure (Invitrogen, CA, EUA). A leitura 

dos resultados de grupo filogenético foi realizada conforme o esquema de Escobar-

Páramo e colaboradores para uma comparação mais precisa entre as linhagens isoladas, 

(76) 
porém baseado no esquema classificatório inicial de Clermont, 

(77)
 e utilizando os 

primers descritos por Doumith e colaboradores. 
(78) 

 

Figura 2. Esquema de interpretação do grupo filogenético. 

 

As PCR foram conduzidas em termociclador Veriti
®
 96 (Applied Biosystems), 

sob a seguinte condição de ciclagem: desnaturação inicial a 95 °C por 15 minutos, 

seguido de 30 ciclos de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 65 °C por 

30 segundos e extensão a 72 °C por 30 segundos, finalizando com 7 minutos de 

extensão a 72 °C. Os produtos foram analisados como descrito na seção 3.2.2. 

 

4.5  Purificação dos “amplicons”  
 

 

Todos os produtos obtidos nas reações de PCR foram purificados com etanol. O 

“amplicon” de cada reação foi transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 mL 
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previamente identificado, onde foram adicionados acetato de sódio 3 M e etanol absoluto, 

nas proporções de 10% e 3 vezes, respectivamente, do volume de “amplicons” que foi 

purificado. Os tubos foram colocados em freezer -80 °C por 1 hora para a precipitação do 

DNA. Em seguida, foram centrifugados a 16000 G por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante 

foi descartado e o precipitado foi lavado com 100 μL de etanol 70%. Por fim, os tubos 

foram centrifugados a 16000 G por 10 minutos a 4 °C. O precipitado foi homogeneizado em 

20 μL de tampão TBE e estocado a -20 °C até o seu uso.(70) 

 

4.6 Tipagem Molecular 

 

4.6.1 PFGE 

 

Os 61 isolados foram submetidos à tipagem molecular por PFGE, de acordo com 

o PulseNet (http://www.pulsenetinternational.org/protocols/Pages/default.aspx). Os 

perfis de restrição genômica gerados após digestão com a enzima XbaI foram analisados 

utilizando-se o programa BioNumerics v6.6 (Applied Maths). Os dendrogramas foram 

gerados usando-se o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Mean) e médias aritméticas com base no coeficiente de similaridade de Dice. Os 

isolados foram considerados geneticamente relacionados quando apresentaram índice de 

similaridade ≥ 90%. 

 

4.6.2 MLST 

 

As 61 UPEC também foram analisadas por MLST de acordo com Mora e 

colaboradores (2013) 
(75)

. Para tal, sete genes “housekeeping” (adk, fumC, gyrB, icd, 

mdh, purA and recA) foram sequenciados, usando-se os primers especificados no web 
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site http://mlst.ucc.i.e./mlst/dbs/Ecoli. O perfil de alelos das sete sequências de genes foi 

usado para a determinação do “sequence type” (ST) a partir da base de dados eletrônica 

do web site E. coli MLST. 

A primeira etapa da técnica consiste em amplificar os sete genes por PCR 

convencional. Para cada gene, utilizou-se uma mistura de 30 µL contendo 3,3 µL de 

master mix contendo tampão, MgCl2 e dNTP, 1,5 µL de cada primer F e R a 10 µM, 1,5 

µL de taq polimerase, 20,2 µL de água ultra pura e 2,0 µL de DNA. Depois de 

amplificados, os produtos foram purificados com etanol 
(70) 

e armazenados a 4 ºC até o 

momento da realização da reação com o kit Big Dye
®
, Terminator para determinar a 

sequência de nucleotídeos. 

Nesta etapa, foram feitos 2 mix para cada gene, contendo 0,875 µL de água ultra 

pura estéril, 0,875 µL do tampão do Big Dye
®
, 0,25 µL de Big Dye

®
 e 2 µL de primer F 

ou R (concentração inicial 0,67 µM) e 1 µL do gene purificado. A ciclagem utilizada 

foi: desnaturação inicial a 96 ºC por 1 minuto, seguida de 25 ciclos de 96 ºC por 10 

segundos, 50 ºC por 5 segundos e 60 ºC por 4 minutos, e armazenado a 4 ºC até a 

precipitação. Na placa onde foi realizada a reação com Big Dye
®
, foram adicionados 80 

µL da solução contendo 0,3 mL 3 M de NaOAc (pH 5,3), 6,25 mL de etanol 95% e 1,45 

mL de H2O Mili-Q estéril. A placa foi incubada em temperatura ambiente por 15 min e, 

posteriormente, centrifugada a 4 ºC a 2000 g por 45 min. Em seguida, o excesso de 

sobrenadante foi retirado e uma nova centrifugação, com a placa invertida em papel 

filtro por 1 min a 4 ºC e 5000 g foi realizada, para retirada total da solução. Foram, 

então, adicionados 150 µL de etanol 70% aos poços contendo o produto da reação com 

o Big Dye
®
, e a mesma foi centrifugada por 10 min a 4 ºC e 2000 g. Repetiu-se a 

retirada do sobrenadante e centrifugação invertida. Após permanecer aberta por 5 min 
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para secagem total, a placa foi coberta com papel alumínio e armazenada a -20 ºC até o 

momento do sequenciamento. 

O sequenciamento foi realizado no aparelho 3130 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) e as sequências obtidas pré-processadas pelo software Seqman e os contigs 

das sequências forward e reverse foram submetidas ao website repositório de ST para 

E. coli (https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_mlst_seqdef), onde se obtem o alelo de 

cada um dos sete genes sequenciados e, a partir de então, compara-se esse perfil de 

alelos com os demais ST já depositados no website. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

O Anexo 1 desta dissertação mostra o perfil de susceptibilidade aos 

antimicrobianos apresentado por cada um dos isolados incluídos neste estudo, obtidos a 

partir de identificação no equipamento Vitek 2 Compact. A Figura 3 mostra a 

proporção de isolados quanto ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos testados 

(para os propósitos deste estudo, a característica “resistência intermediária” foi 

considerada como “resistência”). Com relação aos beta-lactamâmicos, todos os isolados 

apresentaram resistência à ceftriaxona e à cefepima, sendo classificados como 

produtores de ESBL, com base nas recomendações do CLSI (2014) 
(79)

. Observou-se, 

também, resistência à ceftazidima em 3 isolados, à ampicilina em 22, à cefalotina em 

23, ao ertapenem em 3, ao imipenem em 3, ao meropenem em 3, à combinação 

amoxicilina/ácido clavulânico em 21, e piperacilina/tazobactam em 11. Quanto às 

demais classes de antimicrobianos, observou-se resistência à gentamicina em 33 

isolados, à amicacina em 4, à sulfa/trimetropim em 42, à fosfomicina em 2 e à 

nitrofurantoína em 7 (Figura 3). 
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Figura 3. Proporção de isolados quanto à suscetibilidade a cada um dos 

antimicrobianos testados. AMC = amoxicilina/ácido clavulânico, TZP = 

piperacilina/tazobactam AMP = ampicilina, KF = cefalotina, CAZ = ceftazidima, CRO 

= ceftriaxona, FEP = cefepima, ETP = ertapenem, IPM = imipenem, MER = 

meropenem, CIP = ciprofloxacina, NOR = norfloxacina, FOS = fosfomicina, STX = 

sulfa/ trimetoprim, NTF = nitrofurantoína, AK = amicacina, CM = gentamicina. 

 

 

5.2 Genes de ESBL 

 

Variantes do gene blaCTX-M foram detectadas em todas as 61 E. coli produtoras 

de ESBL. O gene blaCTX-M-15 foi identificado em 37 isolados (60,7%), blaCTX-M-8 e 

blaCTX-M-9 em 7 cada um (11,5%), blaCTX-M-14 em 5 (8,2%), blaCTX-M-2 em 3 (4,9%), e os 

genes blaCTX-M-3 e blaCTX-M-55, cada um em 1 isolado (1,6%), como evidenciado na 

Figura 4. 
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Figura 4. Distribuição proporcional das variantes do gene blaCTX-M dentre as 61 E. coli 

isoladas de ITU. 
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5.3 Grupos filogenéticos 

 

Dentre as 61 E. coli causadoras de ITU, 29 (47,5%) foram identificadas como 

membros do filogrupo B2, 17 (27,9%) como filogrupo A, 10 (16,4%) filogrupo D e 5 

(8,2%) como filogrupo B1 (Figura 5). 

 

17

5

10

29

A

B1

D

B2

 
 

Figura 5. Distribuição dos isolados de E. coli entre os principais grupos filogenéticos. 

 

 

5.4 Genes de virulência 

 

Entre os 26 genes de virulência investigados, 17 foram detectados, em diferentes 

combinações genotípicas, sendo que nenhum isolado foi negativo para todos os genes. 

A Figura 6 apresenta a distribuição desses fatores de virulência, e a Figura 7, os 

diferentes fenótipos de virulência detectados (de acordo com os genótipos). 
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Figura 6. Genes de virulência detectados nos isolados de E. coli, separados, por cor, de 

acordo com o tipo de cada função. Azul: adesinas. Vermelha: síntese de cápsula do tipo 

II. Verde: toxinas. Roxa: receptores de sideróforos. Laranja: proteína específica de 

UPEC. Azul claro: resistência ao soro. Cinza: proteína de membrana externa. 
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Figura 7. Características de virulência, de acordo com os genótipos, detectadas nos 

isolados de E. coli. A: adesina; S: receptores de sideróforos; I: proteína Iss de 

resistência ao soro; T: toxina; C: produção de cápsula; U: proteína Usp específica de 

UPEC; O: componente protéico OmpT de membrana externa. 
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5.5 PFGE 

 

A Figura 8 mostra o dendrograma com os perfis de PFGE dos 61 isolados deste 

estudo. Observou-se uma ampla diversidade genética, sendo que a percentagem de 

similaridade entre as linhagens variou entre 51,1% e 100%. A maioria das linhagens foi 

considerada como não pertencentes ao mesmo cluster, e os 6 clusters formados 

incluiram de 2 a 5 isolados, com similaridades variando entre 90,0% a 97,3%. 
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Figura 8. Dendrograma de similaridade genética entre os isolados de E. coli após restrição do genoma com enzima XbaI seguida de PFGE. 
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5.6 MLST 

 

A tipagem por MLST foi realizada nas 58 dos isolados incluídos neste estudo. 

Destes, 27 (46,5%) foram identificados como ST/CC 131/131, nove (15,5%) como 

ST/CC 90/23, seis (10,3%) como ST/CC 405/405, duas (3,4%) como ST/CC 10/10, 

ST224, ST/CC 617/10 ou ST 2851, e os demais isolados foram identificados como 

ST/CC 57/350, ST/CC 155/155, ST/CC 354/354, ST/CC 648/648, ST 1177, ST 1284, 

ST 2208 ou ST 8022, com um (1,7%) representante cada linhagem (Figuras 8 e 9). 
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Figura 9. Distribuição dos 58 isolados tipados por MLST entre as linhagens ST 

detectadas. 

 

A maioria (81,5%, 22 isolados) das linhagens ST/CC 131/131 foram 

identificadas como carreadoras do gene blaCTX-M-15, mas três carrearam blaCTX-M-9, e em 

duas foram identificados os genes blaCTX-M-8 ou blaCTX-M-14. Entretanto, outras linhagens 

também se apresentaram como carreadoras de blaCTX-M-15, como ST/CC 90/23 (21,6% 

dos 37 isolados carreadores do gene), ST/CC 10/10 ou ST 2851 (2 isolados cada uma, 

5,4% dentre os carreadores de blaCTX-M-15) e os ST/CC 617/10, ST 1284 ou ST 2208 (1 
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isolados cada uma, 2,7%). Seis linhagens carreadoras de blaCTX-M-9 foram identificadas 

como ST/CC 131/131 (3 isolados), ST/CC 354/354, ST/CC 405/405 ou ST 1177 (1 

isolado cada uma). Somente duas linhagens carrearam o gene blaCTX-M-14, sendo 4 

isolados de ST/CC 405/405 e 1 de ST/CC 131/131. Já o gene blaCTX-M-8 foi carreado por 

5 diferentes linhagens: ST224 (2 isolados), ST/CC 90/23, ST/CC 617/10, ST/CC 

131/131 e ST 8022, com 1 isolado cada uma. Duas linhagens carreadoras de blaCTX-M-2 

foram identificadas como ST/CC 57/350 ou ST/CC 155/155. O único representante da 

linhagem ST/CC 648/648 apresentou blaCTX-M-3, e outro isolado ST/CC 405/405 carreou 

blaCTX-M-55 (Figura 8). 
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6 DISCUSSÃO 

 

A resistência às fluoroquinolonas ciprofloxacina e à norfloxacina em 60 e 61 

isolados, respectivamente (Figura 3), está de acordo com dados da literatura, que 

ressaltam o aumento da resistência às quinolonas devido ao uso dessas drogas tanto na 

medicina humana quanto na veterinária. 
(80) 

Todavia, estas taxas variam de acordo com 

cada região geográfica. 
(6,81,82) 

No Brasil, já foram observados os maiores índices de 

resistência a quinolonas entre países latino-americanos. 
(83) 

Porém, a situação atual, no 

país, quanto à resistência às fluoroquinolonas carece de dados mais recentes, talvez, 

mesmo, por causa da já conhecida alta prevalência de resistência à ciprofloxacina em E. 

coli causadoras de ITU de origem comunitária no Brasil.
(84)

 Uma explicação para tal 

observação pode ser o uso indiscriminado destes antibióticos para tratamento de 

infecções tanto no ambiente hospitalar como na comunidade. 
(85)

 De fato, as 

fluoroquinolonas ainda são bastante prescritas no mundo todo, apesar dos comprovados 

efeitos adversos e das altas taxas de resistência. 
(86)

 Entretanto, essa classe de 

antimicrobiano, historicamente muito utilizada para o tratamento de infecções urinárias 

(87)
, hoje em dia não representa mais as recomendações primárias de tratamento deste 

tipo de infecção, sendo reservada como alternativa terapêutica 
(6,86)

. No presente estudo, 

todos os isolados apresentaram resistência a, ao menos, uma das fluoroquinolonas 

testadas; porém, este era um dos critérios para inclusão dos isolados no estudo, como 

mencionado na seção 3.1. Contudo, considerando que os 61 isolados foram adquiridos 

em um curto período de tempo (6 meses), ponderamos que esta quantidade representa 

um índice elevado de E. coli causadoras de ITU resistentes à fluoroquinolonas. Um 

estudo abrangendo as demais E. coli causadoras de ITU, porém sensíveis a estes 
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antimicrobianos, isoladas no mesmo período no HB, poderá revelar a prevalência destas 

bactérias na instituição. 

Da mesma forma como analisada a resistência às fluoroquinolonas, 100% das E. 

coli do presente estudo foram resistentes às cefalosporinas de terceira e quarta geração 

(Figura 3), uma vez que este era outro critério para inclusão dos isolados. De acordo 

com Medina-Polo e colaboradores (2015) 
(88)

, linhagens produtoras de ESBL 

geralmente apresentam resistência a outros antimicrobianos, tais como quinolonas e 

aminoglicosídeos. Sabe-se que genes que codificam ESBL estão, geralmente, 

localizados no mesmo plasmídeo em que são encontrados genes de resistência às 

quinolonas (PMQR) 
(89)

. Esta associação da presença de genes que codificam ESBL e 

resistência à fluoroquinolonas na mesma cepa bacteriana pode ser uma explicação para 

a existência da grande quantidade dos isolados de E. coli coletados em apenas 6 meses 

no HB incluídos neste estudo. A taxa de infecções por Enterobacteriaceae produtoras de 

ESBL cresceu em todo o mundo nos últimos anos 
(90)

, inclusive a incidência de 

portadores assintomáticos desse tipo de bactéria 
(91)

. No Brasil, não é diferente 
(92)

. Um 

recente estudo relatou incidência superior a 85% de Klebsiella pneumoniae produtoras 

de ESBL em pacientes admitidos em um hospital-escola no Ceará 
(93)

. Mais uma vez, 

um estudo abrangendo todas as E. coli provenientes de ITU no HB entre dezembro de 

2014 e maio de 2015 poderá ampliar nosso conhecimento sobre a taxa de incidência de 

E. coli produtoras de ESBL e ressitentes a fluoroquinolonas causando infecção do trato 

urinário em pacientes admitidos no hospital. 

Altas taxas de resistência ao trimetropim/sulfametoxazol e à gentamicina em E. 

coli causadoras de infecções, tanto na comunidade quanto em hospitais, tem sido 

constantemente relatadas em todo o mundo. 
(94-98) 

No presente estudo, 65,6% dos 
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isolados apresentaram resistência ao trimetropim/sulfametoxazol, e 53,3% à 

gentamicina (Figura 3). Genes que codificam resistência a esses antimicrobianos são 

encontrados como cassetes gênicos em integrons de classe 1 
(99)

, geralmente também 

carreadores de genes blaCTX-M, o que facilita a disseminação deste e, 

concomitantemente, a dos demais genes de resistência a antimicrobianos associados 

(100,101)
. Assim, como no presente estudo foram analisadas somente E. coli sabidamente 

produtoras de ESBL, era esperado que muitos isolados também apresentassem 

resistência ao trimetropim/sulfametoxazol e à gentamicina. 

Todas as E. coli isoladas no presente estudo se mostraram produtoras de ESBL 

do tipo CTX-M, o mais prevalente em todo o mundo, inclusive no Brasil 
(93)

. A alta 

frequência de linhagens carreadoras de genes blaCTX-M neste estudo está em acordo com 

dados previamente relatados relacionados a UPEC no Brasil 
(102)

. Em nosso estudo, 

CTX-M-15 foi a ESBL predominante, detectada em 60,7% dos isolados (Figura 4). De 

acordo com Rocha e colaboradores (2019) 
(93)

, CTX-M-2 e CTX-M-15 são as principais 

ESBLs disseminadas no Brasil. Vários estudos já descreveram blaCTX-M-2 como a 

variante predominante em Enterobacteriaceae isoladas em hospitais no país 
(7,93,100,102-

104)
. Entretanto, em vários países, e também no Brasil, tem crescido o número de relatos 

da detecção de linhagens carreadoras de blaCTX-M-15 
(93,102-105)

, e o gene tem-se 

disseminado em ambientes onde blaCTX-M-2 sempre foi predominante 
(100-104)

. Esta 

realidade está de acordo com os resultados encontrados neste estudo, que mostram a 

predominância de blaCTX-M-15 em detrimento de blaCTX-M-2, encontrado em apenas três 

isolados. Um recente estudo relatou uma alta prevalência de E. coli produtoras de CTX-

M-15 causando infecção urinária no Rio de Janeiro 
(102)

. A disseminação mundial de 

CTX-M-15 entre as Enterobacteriaceae, não somente as causadoras de infecções, mas 
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também as colonizantes, tem sido grandemente relacionada à sua presença em linhagens 

específicas muito bem sucedidas 
(100,106)

, o que foi corroborado no presente estudo com 

a presença acentuada da linhagem ST/CC 131/131 carreadora de blaCTX-M-15. 

A maior diversidade de fatores de virulência e o maior número de isolados com 

diferentes genes de virulência foram observados em membros do filogrupo B2. 

Linhagens dos grupos filogenéticos B2 e D, onde, geralmente, estão incluídas as UPEC, 

frequentemente carreiam determinantes de virulência ausentes em linhagens dos 

filogrupos A e B1, mais associadas a bactérias comensais 
(106)

. Foi interessante observar, 

entretanto, que isolados dos filogrupos A e B1 também apresentaram alguns dos genes 

de virulência associados à ITU, e, em contrapartida, alguns isolados B2 ou D 

apresentaram poucos genes de virulência (Figura 8). Grande parte dos isolados (44,3%) 

apresentou, concomitantemente, genes relacionados à produção de adesina, de cápsula 

polissacarídica, de toxina, e de receptores de sideróforos, além da proteína Usp 

específica de UPEC (Figura 7). Esse fenótipo demonstra o potencial patogênico das E. 

coli isoladas, bem como comprova a associação dessas características com infecções do 

trato urinário. Ainda, a tipagem molecular por PFGE demonstrou uma baixa 

similaridade genética entre os isolados, que, de maneira geral, não se agrupam (Figura 

8), evidenciando que tais cepas virulentas estão presentes na comunidade, e iniciam o 

processo infeccioso a partir de fatores ambientais ou internos de cada indivíduo. Assim, 

as ITU às quais os isolados estudados estão relacionados devem ter sido decorrentes da 

migração destas E. coli do TGI dos pacientes para o trato urinário, ou a aquisição destas 

bactérias se deu a partir da sua presença em alimentos 
(107)

. Este fato explica a 

diversidade genética de linhagens encontrada neste estudo. O mesmo fato é amplamante 

estudado, e um recente estudo mostrou que, apesar da alta diversidade genética 
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encontrada entre E. coli causadoras de ITU, especialmente carreadoras do gene blaCTX-

M-15, pela técnica de PFGE, a tipagem por MLST demonstrou uma dominância da 

linhagem ST/CC 131/131 
(108)

. O mesmo foi observado no presente estudo, onde houve 

predominância da linhagem ST/CC 131/131 produtora de CTX-M-15 e com relativa 

diversidade genética entre si (Figura 8). Este clone pertence ao grupo filogenético B2, 

sorotipo O25b:H4, e é a principal linhagem patogênica extraintestinal de E. coli, grande 

responsável pela disseminação global de blaCTX-M-15 
(109)

. Uma característica adicional 

de um subclone globalmente disseminado é a resistência à ciprofloxacina e a presença 

da adesina fimbrial do tipo fimH30 
(109,110)

. Assim, o sequenciamento do gene fimH, 

detectado em todos os isolados ST/CC 131/131, poderá elucidar se os mesmos se tratam 

deste subclone mundialmente disseminado. Os isolados desta linhagem identificados 

neste estudo apresentaram diversos fatores de virulência associados à adesão, síntese de 

cápsula, produção de toxinas, produção de sideróforos e produção da proteína Usp 

específica de UPEC (Figura 8). De fato, a prevalência global de ST/CC 131/131 entre 

os isolados clínicos ocorre porque esta linhagem é mais virulenta, o que lhe tem 

proporcionando vantagem física no nicho patogênico.
(110) 

Outros isolados pertencentes à linhagem ST/CC 131/131 carrearam outras 

variantes de blaCTX-M, sendo três carreadores de blaCTX-M-9, um carreador de blaCTX-M-8 e 

um de blaCTX-M-14. De fato, diversas outras variantes já foram detectadas nesta linhagem, 

tais como CTX-M-1, -2, -3, -10, -18, -24, -27, -28, -32, -39, -52, -55, -65 e -103 
(60)

. Por 

outro lado, outras linhagens também carrearam blaCTX-M-15 no presente estudo, como 

ST/CC 10/10, ST/CC 90/23, ST 2208 e ST 2851 (Figura 8). As duas primeiras são mais 

relatadas na literatura científica, tendo sido previamente identificadas como produtoras 

de CTX-M-15 em diferentes localidades.
(111-115) 
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Com relação às demais linhagens de E. coli identificadas e o blaCTX-M 

relacionado a elas, as variantes do grupo 9 de blaCTX-M detectadas, blaCTX-M-9 e blaCTX-M-

14, foram carreadas, além da linhagem ST/CC 131/131, como mencionado 

anteriormente, pelas ST/CC 354/354, ST/CC 405/405 ou ST 1177 (Figura 8). E. coli 

ST/CC 405/405 já foi relatada causando infecção do trato urinário carreando blaCTX-M 

do grupo 9 ou não. 
(116-118)  

ST/CC 354/354 foi detectada recentemente carreando blaCTX-

M-24 em infecções no Líbano 
(119)

 e blaCTX-M-14 ou blaCTX-M-15 em ITU na China 
(120)

. O 

gene blaCTX-M-8 foi detectado, além de na ST/CC 131/131, também nas linhagens ST/CC 

90/23 e ST 224 (Figura 8). Esta última já foi detectada, no Brasil, como uma cepa 

hipervirulenta causadora de infecção fatal em gato doméstico 
(121)

 e como colonizante 

em búfalo de produção 
(122)

, em ambos os casos produtora de CTX-M-8; em outras 

regiãoes, a linhagem ST 224 também esteve associada à ITU em humanos, porém 

carreando blaCTX-M-14 ou blaCTX-M-15, na China 
(120)

 ou ITU em gato na França, carreando 

blaCTX-M-32 
(123)

. E. coli ST/CC 648/648 também já foi detectada causando ITU em 

humanos, porém, diferentemente do presente estudo, na China eram carreadoras de 

blaCTX-M-14 ou blaCTX-M-15 
(120)

, enquanto aqui, blaCTX-M-3 (Figura 8), uma variante do 

grupo 1 de blaCTX-M, como blaCTX-M-15 
(124)

. A terceira variante do grupo 1 de blaCTX-M 

identificada neste estudo, blaCTX-M-55 (Figura 8), era carreada por uma E. coli ST/CC 

405/405, o mesmo já relatado em países asiáticos, onde este gene é bastante 

disseminado 
(125,126)

. Além disso, também foi identificada como causa de ITU na China, 

porém carreando blaCTX-M-14 ou blaCTX-M-15, ou mesmo outros genes produtores de 

ESBL 
(120)

. E. coli produtoras de CTX-M-2 já foram identificadas no Brasil como 

pertencentes à linhagem ST/CC 155/155 isoladas de frangos e carnes de frango 
(127,128)

. 

Novamente, na China, essa linhagem foi detectada causando ITU e produzindo CTX-M-
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14 
(120)

. É interessante resumir que, o estudo de Cao e colaboradores (2014) 
(120)

, 

caracterizando E. coli isoladas de infecções do trato urinário na China, identificou, além 

de outras, sete linhagens também detectadas neste estudo, como ST/CC 131/131, ST 

224, ST/CC 354/354, ST/CC 405/405, ST/CC 648/648, ST 1284 e ST 2208. Isso indica 

que sua presença neste estudo no Brasil não é fortuita e, sim, corrobora o potencial 

patogêncico de tais E. coli em causar ITU. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Foi investigada e avaliada E. coli resistentes a cefalosporinas de terceira geração 

isoladas de pacientes com ITU,  permitindo concluir que a presença de linhagens E. coli 

produtora de ESBL e resistente à fluoroquinolonas está, principalmente, relacionada à 

microbiota de cada paciente.  

Pela comparação do grupo filogenético e similaridade genética usando-se a 

tipagem molecular por análise do perfil de macrorrestição do DNA cromossômico após 

eletroforese em campo pulsado (PFGE) e sequenciamento de multilocus (MLST), pôde 

comparar que as linhagens encontradas em São José do Rio Preto, SP, são as mesmas 

distribuídas em todo o mundo carreadoras dos mesmos genes blaCTX-M e potenciais 

causadoras de ITU ou distribuídas em alimentos ou como comensais de animais, 

demonstrando sua ampla disseminação e facilidade de aquisição. 
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Anexo1. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado pelas E. coli isoladas de pacientes com ITU.  
Isolados Perfil de Susceptibilidade aos Antimicrobianos 

AK AMC AMP KF FEP CAZ CRO CIP ETP FOS CN IPM MER NTF NOR TZP STX 

A1 S R NT NT ESBL ESBL ESBL R S S R S S S R S R 

A4 S ESBL R ESBL ESBL ESBL ESBL R S NT S S S NT NT S R 

A13 S S R ESBL ESBL ESBL ESBL R S NT R S S NT NT S R 

A14 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S NT S S R S R 

A17 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S S 

A20 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S R NT S S R S R 

A21 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S I R S S 

A23 S R R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S R 

A24 S I R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S S NT I R 

A29 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S R 

A32 S S R ESBL ESBL NT ESBL R S NT S NT S NT NT S S 

A33 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A34 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S I R S R 

A50 S R R ESBL ESBL NT ESBL R S NT S NT S NT NT I S 

A53 S S NT NT ESBL NT ESBL R NT S S NT NT S R S S 

A55 S R R ESBL ESBL NT ESBL R S R NT S S NT NT S R 

A58 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S R R S R 

A59 I R NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R I S 

A61 S R NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R R S 

A74 S R NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A82 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A91 S S NT NT ESBL NT ESBL S S S S R S S R S R 

A95 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S S 

A99 S R R ESBL ESBL NT ESBL R R NT R S R NT NT R R 
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A118 R R R ESBL ESBL NT ESBL R R NT S R R NT NT R R 

A122 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S R R S R 

A123 S R NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S R 

A145 S R NT ESBL ESBL NT ESBL R R NT R R R NT NT R R 

A165 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S S 

A166 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S R R S R 

A168 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S S 

A182 S S R ESBL ESBL NT ESBL R S NT S S S NT NT S R 

A187 I I NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S R 

A188 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A191 S R R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S S 

A202 S I NT ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT R R 

A204 S S R NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A211 S I R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S S 

A212 S S R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S R 

A216 S S R ESBL ESBL NT ESBL R S NT S NT S NT NT S S 

A217 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S S 

A219 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S S 

A220 S I R ESBL ESBL NT ESBL R S S R S S S NT S R 

A221 S S NT NT ESBL NT ESBL R S R S S S R R S S 

A223 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S R 

A229 S S N/T N/T ESBL N/T ESBL R S S R S S S R S S 

A233 S R NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R R R 

A234 S S NT NT ESBL NT ESBL R NT S R NT NT S R S R 

A242 R I NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S S 

A243 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S R 

A254 S R R ESBL ESBL NT ESBL R S NT S S S NT NT S R 
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A258 S I R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT I R 

A259 S S NT NT ESBL NT ESBL R S R S NT S S R S S 

A262 S R R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S R 

A263 S S R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S S 

A264 S R NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R I R 

A267 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A273 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S S S S R S R 

A274 S I R ESBL ESBL NT ESBL R S NT R S S NT NT S R 

A283 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S R R S R 

A287 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S S 

A304 S S R ESBL ESBL NT ESBL R NT NT S S S NT NT S R 

A311 S I NT NT ESBL NT ESBL R S S R S S S R S R 

A323 S S NT NT ESBL NT ESBL R S S S NT S S R S S 

AMP = ampicilina, AMC = amoxicilina/ácido clavulânico, KF = cefalotina, TZP = piperacilina/tazobactam, ETP = ertapenem, CAZ = ceftazidima, FEP = cefepima, 

AK = amicacina, CM = gentamicina, CS = colistina, STX = sulfa/ trimetoprim, CIP = ciprofloxacina NOR = norfloxacina. R = resistente, S = sensível, I = 

intermediário. NT= não testado. ESBL = produtor de beta-lactamase de espectro extendido. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 


