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RESUMO

FERNANDES, M. R. A influéncia da antibioticoterapia na microbiota fecal de
criancas em idade escolar. 2015. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia)
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, 2015.

A microbiota intestinal € um ecossistema de alta complexidade e o conhecimento
sobre suas interacdes com o hospedeiro ainda € bastante limitado. De todas as
influéncias exdégenas que possam alterar a microbiota intestinal, os agentes
antimicrobianos sédo capazes de causar as mais rapidas e drasticas mudancas. O
impacto da exposi¢do aos antimicrobianos na microbiota intestinal causa diminui¢ao
no numero de determinados géneros e espécies, dependendo do antimicrobiano
utilizado, da dose e do tempo de exposicdo. A espécie Escherichia coli é a bactéria
facultativa mais predominante na microbiota intestinal, quando sdo submetidas ao
efeito dos antimicrobianos podem tornar-se resistentes, sendo consideradas
reservatorio de genes, capazes de adquirir e de transferir genes as outras bactérias
da microbiota residente. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar de forma
comparativa alguns microrganismos que compdem a microbiota fecal de criancas
com e sem antibioticoterapia em idade escolar; bem como avaliar a susceptibilidade
aos antimicrobianos e o0s genes de resisténcia envolvidos. Foram coletadas
amostras fecais ndo diarreicas de 30 criangas sem antibiético (controle) e 31 de
criancas com antibioticoterapia, com idade de 3 a 12 anos. Na analise quantitativa
foi observada reducdo no numero de copias por g/fezes de: Bifidobacterium spp.,
Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Methanobrevibacter
smithii e do filo Firmicutes nas amostras das criangas que utilizaram antibiéticos em
relacdo ao grupo controle, exceto para Lactobacillus spp. e Parabacteroides
distasonis que apresentaram uma quantificacdo maior no grupo antibiético quando
comparados com grupo controle. E. coli foi isolada em 26 (86,7%) criangas controles
e em 23 (74,2%) criancas tratadas com antibiéticos. As DEC identificadas no grupo
controle foram: EAECa (50%), EAECt (7,14%), EPECa (21,4%), ETEC-LT (14,3%),
STEC-stx1 (7,14%) e STEC-stx2 (7,14%); e no grupo tratado com antibiéticos:
EPECa (66,6%) e EAECa (33,3%). A resisténcia foi verificada para diversas drogas
no grupo controle exceto para ciproflixacina, meropenem e tigeciclina; entretanto o
grupo com antibioticoterapia apresentou elevada resisténcia para todas as drogas
avaliadas, caracterizando os isolados desse estudo como MDR. Todos os isolados
do grupo controle e antibiéticos albergaram diversos genes de resisténcia, entretanto
0 gene blakpc foi 0 Unico ndo detectado nos isolados do grupo controle. A analise da
diversidade genética por AP-PCR mostrou boa discriminacdo entre os isolados e
elevada diversidade genética. No grupo controle foram verificados 14 grupos
genéticos com 85% de similaridade e no grupo com antibioticoterapia foram 24
agrupamentos com 86% de similaridade. Desta forma, nossos dados demonstram
gue a antibioticoteria causa alteragbes qualitativas e quantitativas na microbiota
intestinal levando a diminuicdo da diversidade e a supressdao de microrganismos;
além disso, a elevada resisténcia as diversas classes de antimicrobianos das cepas
de E. coli, bem como a presenca de diversos genes de resisténcia ressalta a
importancia de cepas comensais serem MDR e albergarem esses genes.

Palavras chave: Microbiota intestinal. Criangas. Antimicrobianos. Escherichia coli.
Escherichia coli diarreiogénica. Resisténcia bacteriana. PCR quantitativo.



ABSTRACT

FERNANDES, M. R. The influence of antibiotic therapy in fecal microbiota of
schoolchildren. 2015. 111 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2015.

The intestinal microbiota is a complexity ecosystem and the understanding of this
system and their interactions with the host is still limited. Of all the exogenous
influences that may alter the intestinal microbiota, antimicrobial agents are able to
cause the more rapid and dramatic changes. The impact of exposure to antimicrobial
agents on intestinal microbiota causes a decrease in the number of certain genera
and species, depending on the antimicrobial agent used, dose and duration of
exposure. The specie Escherichia. coli is facultative bacterium more predominant in
intestinal microbiota, when it is subject to the effect of antimicrobial may become
resistant, being considered reservoir of genes, capable of acquiring and transferring
genes other bacteria of resident microbiota. Thus, the aim of this study was to
analyze comparatively some microorganisms that composing the fecal microbiota of
children with and without antibiotic therapy in school age; and evaluate the
antimicrobial susceptibility and resistance genes involved. Stool samples (not
diarrhea) were collected of 30 children without antibiotic (control) and 31 children with
antibiotic therapy, aged 3 to 12 years. In quantitative analysis was observed
decrease in the number of copies per g/feces: Bifidobacterium spp., Bacteroides
fragilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Methanobrevibacter smithii and the
phylum Firmicutes in samples of children with antibiotic therapy in relation to control
group, except Lactobacillus spp. and Parabacteroides distasonis that showed a
higher quantification in the antibiotics group when compared with control group. E.
coli was isolated in 26 (86.7 %) children controls and in 23 (74.2 %) children treated
with antibiotics. Diarrheagenic E. coli identified in control group were: aEAEC
(50%),tEAEC (7.14%), aEPEC (21.4%), ETEC-LT (14.3%), STEC-stx1 (7.14%) and
STEC-stx2 (7.14%); and in antibiotics group: aEPEC (66.6%) and aEAEC (33.3%).
The resistance was verified for several drugs in the control group except for
ciprofloxacin, meropenem and tigecycline; however the group with antibiotic therapy
showed high resistance to all drugs evaluated, characterizing isolates of this study as
MDR. All isolates from control group and antibiotics harbored several resistance
genes, however blakec gene was the only one not detected in isolates from the
control group. The analysis of genetic diversity by AP-PCR showed good
discrimination between the isolates and high genetic diversity. In the control group
were observed 14 clusters with 85% similarity and the antibiotics group were 24
clusters with 86% similarity. Thus, our data demonstrate that the antibiotic therapy
cause (qualitative or quantitative changes in intestinal microbiota leading to a
decrease in the diversity and the elimination of microorganisms; in addition, the high
resistance the various classes of antimicrobial of the strains of E. coli, as well as the
presence of several genes of resistance highlights the importance of commensal
strains are MDR and harboring these genes.

Keywords: Intestinal microbiota. Children. Antimicrobials. Escherichia coli.
Diarrheagenic Escherichia coli. Bacterial resistance.Quantitative PCR.
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1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal € um ecossistema de alta complexidade e o
entendimento deste sistema e suas interagcdes com o hospedeiro ainda € bastante
limitado. Sabe-se que a microbiota tem importante papel na saude, é constituida por
diversos microrganismos que vivem simbioticamente no trato intestinal dos seres
humanos e animais, e desepenha diferentes fun¢cdes como: modulagao imunoldgica,
barreira protetora aos microrganismos patogénicos e contribuicdo nos processos
metabdlicos e nutricionais (BENGMARK, 1998; PENDERS, 2006).

Os microrganismos que compdem a microbiota intestinal humana s&o
referidos coletivamente como microbiota indigena, residente ou autoctone, e vivem
aderidos as mucosas do trato intestinal, sendo predominante as bactérias
anaerébias e o0s principais géneros encontrados sdo: Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Clostridium spp., Lactobacillus spp.,
Fusobacterium spp. e cocos gram positivos. Ha também os microrganismos referidos
como microbiota transitoria ou exogena, no qual sdo bactérias provenientes do
ambiente e ndo apresentam a capacidade ou ndo encontram condi¢cdes apropriadas
para se estabelecer, como no caso das Escherichia coli diarreiogénicas (DEC), que
podem ser encontradas em pacientes assintomaticos (ALVAREZ et al., 2010;
BARBOSA et al., 2010).

A microbiota fecal € o reflexo da composicdo da microbiota intestinal, pérem
sabe-se que a microbiota fecal representa apenas os microrganimos do limen da
regido reto-sigmoide, diferindo da regido ileo-cecal, das superficies das mucosas
das criptas e vilosidades, havendo assim diferenca nas populacdes de
microrganismos na regiao superior e inferior do intestino (HILL; DRASAR, 1975). O
namero de microrganismos encontrados no intestino adulto pode variar em até 800
espécies diferentes pertencentes a diversos géneros, entretanto uma porcao
significativa ndo pode ser cultivada pelas técnicas existentes (HOLZAPFEL et al.,
1998, SHEN et al., 2013).

1.1 Microbiota intestinal residente

A colonizagéo do trato intestinal & determinada por diversos fatores internos e
externos do hospedeiro. Os fatores internos sao: fisiologia e anatomia do trato

intestinal, sais biliares, peristaltismo, pH e imunomodulagdo. Desta forma, a
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competicdo entre microrganismos por receptores de mucosa e as interacdes entre
microrganismo-hospedeiro modulam sua composi¢cdo, tornando a microbiota
intestinal Unica para cada individuo (STEWART et al., 2005; TOIVANEN et al.,
2001).

Estudos sugerem que a selecao inicial de bactérias no trato intestinal pode
ser influenciada de forma genética (MENG et al., 2014). H4 hipéteses de que os
padrées dos sitios de adesado bacteriana sejam influenciados pela genética do
individuo. Alguns estudos ja demonstraram uma semelhanca maior entre o padrao
da microbiota de gémeos idénticos em comparagdo a irmdos nao gémeos
(STEWART et al., 2005; ZOETENDL et al., 2001).

Entre os fatores externos estdo: composicdo da microbiota materna, tipo de
parto, aleitamento, condicdes de higiene e uso de antimicrobianos. Em criancas
nascidas de parto normal, a colonizacdo da microbiota é iniciada por bactérias
originadas do trato vaginal materno, ja nas criancas nascidas de parto cesérea a
colonizacdo inicial € caracterizada pela presenca de bactérias facultativas e
esporuladas que podem ser adquiridas do ambiente hospitalar e dos profissionais de
saude. Poucas horas apdés 0 nascimento esses microrganismos podem ser
detectados nas fezes do recém nascido (ALVAREZ et al., 2010; BACKHED, 2005;
BEZIRTZOGLOU, 1997; FANARO et al., 2003).

Durante muitos anos, acreditou-se que o Utero materno era um ambiente
estéril e que a microbiota intestinal era estabelecida no momento do nascimento,
sendo as primeiras bactérias a colonizarem o intestino as facultativas e anaerébias
estritas. Nos Ultimos anos, essa teoria estd sendo questionada e observada de
forma mais cautelosa através do “dogma do utero materno” que propdéem que esse
ambiente ndo é ausente de microrganismos (FUNKHOUSER; BORDENSTEIN,
2013; MOLES et al., 2013).

Alguns estudos mostraram a presenca de algumas espécies como:
Enterococcus faecium, Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes,
Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium spp., no sangue do corddo umbilical e
anexos placentarios (DiGIULIO et al., 2005; JIMENEZ et al., 2005; SATOKARI et al.,
2009). Foram observados também no meconio, primeira evacuacdo do recém
nascido, a presenca de bactérias como Staphylococcus spp., Escherichia coli,

Enterococcus spp. e Leuconostoc spp. sendo antes considerado estéril em uma



21

gestacdo sem infeccbes (GONSALBES et al., 2013; JIMENEZ et al., 2005; MOLES
et al., 2013).

Funkhouser e Bordenstein, (2013) sugerem que as bactérias atravessam a
placenta via corrente sanguinea apo0s a translocacéo intestinal enquanto o epitélio
intestinal previne a penetragdo de microrganismos; células dendriticas presentes no
tecido linféide associado ao intestino (Gut-associated lymphoid tissue - GALT) e
Placas de Peyer, conseguem emitir seus prolongamentos através das células
epiteliais, capturar e transportar as células bacterianas para os linfonodos, atingindo
assim a corrente sanguinea. Entretanto essa teoria ainda é recente, e gera diversas
duvidas como as bactérias intestinais chegam a vida intrauterina.

ApOs 0 nascimento o intestino apresenta um potencial de Oxido-reducéo
positivo, sendo a colonizacao iniciada por bactérias aerdbias e facultativas, onde as
espécies mais encontradas sao: Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae e Serratia spp. Com o
consumo de oxigénio, ocorre o predominio de bactérias anaerébias como:
Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Bacteroides spp., Eubacterium spp.,
Lactobacillus spp., Veillonella spp. e Fusobacterium spp. (BEZIRTZOGLOU, 1997;
YON et al., 2015).

O leite materno materno contém nutrientes necesséarios ao desenvolvimento
do recém nascido como: proteinas, calcio, fosfato, oligossacarideos e também
fatores protetores como imunoglobulina (IgA), fator determinante na composi¢cao
inicial da microbiota intestinal de lactentes (BEZIRTZOGLOU, 1997; CIVARDI et al.,
2014; MONIRA et al., 2011).

Em criancas alimentadas com leite materno devido a presenca de
oligossacarideos (conhecidos como fator “bifidogénico”) a microbiota é predominada
por Bifidobacterium spp., que produzem grandes quantidades de acetato e de
lactato, limitando o crescimento de microrganismos como Escherichia coli e
Clostridium perfringens (MONIRA et al., 2011; WOLOWCZUK et al., 2008). Observa-
se também uma taxa mais elevada na colonizagdo por Staphylococcus spp. em
criancas alimentadas por leite materno devido o contato prolongado com a pele da
mae durante a amamentacado, ja a colonizacdo por cocos anaerobios dos géneros
Peptostreptococcus e Peptococcus ocorem geralmente apOs a introducdo de
alimentos solidos (ARRIETA et al., 2014; BEZIRTZOGLOU, 1997).
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Em recém nascidos alimentados com leite de férmula observa-se maior
predominio de Bacteroides spp., Clostridium spp. e Enterococcus spp. em relacao
aos alimentados com leite materno (ADLERBERTH; WOLD, 2008). Cada vez mais
os leites de férmula véem sendo modificados para se assemelharem ao leite
materno, havendo adi¢cdo de prebidticos. Observa-se a presenca de Bifidobacterium
spp. e Lactobacillus spp. nesta microbiota, entretanto esses lactentes sdo mais
susceptiveis as infec¢cdes gastrointestinais, por nao receber anticorpos protetores
maternos e pela ma higienizacdo das mamadeiras (HASCOET et al.,, 2011,
SAAVEDRA; DATTILO, 2012).

O grau de contaminacdo ambiental parece ser um outro fator diferencial no
processo de colonizacao intestinal sendo descritas diferencas nitidas entre criancas
nascidas em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. Observa-se que criancas
nascidas em paises subdesenvolvidos sdo mais colonizadas por membros da familia
Enterobacteriaceae e Enterococcus spp. (ADLERBERTH; WOLD, 2008)
provavelmente associados as condi¢cdes socioecondmicas da populacdo, além de
fatores nutricionais e de higiene.

De todas as influéncias exdgenas que possam alterar a microbiota intestinal,
0s agentes antimicrobianos sédo capazes de causar as mais rapidas e drasticas
mudanc¢as na microbiota residente. Por causa da perturbacdo que muitas drogas
antibacterianas provocam no ecossistema intestinal, a resisténcia a colonizacéo
pode ser diminuida ou perdida. O principal efeito observado inclui a supresséo de
bactérias anaerdbias, com excec¢do do Clostridium spp. que permanece em niveis
detectéveis e a selecdo de bactérias resistentes (Figura 1) (JERNBERG et al., 2010).

Estudos sobre os impactos da exposicdo aos antimicrobianos na microbiota
intestinal relatam que existe diminuicdo, algumas vezes mais acentuadas, de
determinados géneros e espécies e que isso depende do antimicrobiano utilizado,
da dose e do tempo de exposicdo (JERNBERG et al., 2010). Entre os
microrganismos que mais sofrem esse tipo de alteracdo estdo as enterobactérias,
enterococos e bactérias anaerébias (NORD; EDLUND, 1991; RAFII et al., 2008).

Héa relatos em que a E. coli pode ser substituida por Klebsiella spp. quando
antibioticos sdo administrados (KLEESSEN et al., 2000; NICOLI, 1995; NICOLI,
VIEIRA, 2004). Mais recentemente, o surgimento da diarreia associada ao uso de
antibitticos e a colite causada pelo Clostridium difficile, aumentou a consciéncia geral

de que era possivel a doenca surgir devido as alteragcdes ocorridas na microbiota
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residente. A influéncia do uso de antimicrobiano na microbiota intestinal é transitoria,

mas pode persistir por algum periodo ap6s o término do uso (RILEY, 2010).

Figura 1 - Representacdo do impacto da administracdo de antibidticos na

comunidade bacteriana.
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Fonte adaptado de Jernberg et al., (2010).

Outros fatores que influenciam a composicdo da microbiota podem ser:
diarreias, enterocolites, doenca inflamatdria, diabetes e a prematuridade do parto.
Sabe-se que criancas prematuras tem retardo no processo de colonizacdo da
microbiota intestinal, associado aos fatores externos (uso de antimicrobianos) e
internos (imaturidade celular) (BUFFIE; PAMER, 2013; PENDERS, 2006).

A microbiota intestinal tem efeito estimulante no desenvolvimento do sistema
imunoldgico; esta envolvida em aspectos de resisténcia nos estagios iniciais das
infeccbes por patégenos. No trato intestinal existe um estado constante de
modulacdo, pois a0 mesmo tempo que o sistema imunoldgico est4 pronto para agir
contra bactérias patogénicas ele € capaz de manter-se tolerante em relacdo a
microbiota (WINKLER et al., 2007).

Além da ativacdo imunoldgica a microbiota desempenha papeis importantes

na resisténcia a colonizacdo de bactérias patogénicas, devido a producdo de
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substancias antagonistas, competicdo por nutrientes e por sitios de adeséo
(TANNOCK,2001; WINKLER et al., 2007).

A funcdo da microbiota intestinal também pode estar relacionada com a
nutricdo e metabolismo do hospedeiro, evidenciada, por exemplo, por interferir no
pH do intestino e na motilidade intestinal, favorecendo absorcéo de ions e agua, e
na producdo de vitamina K (LIN et al., 2005). A microbiota também € responsavel
pela fermentacdo de uma série de substratos como os carboidratos nao digeriveis
da dieta, que chegam ao limen intestinal e sédo transformados em acidos graxos de
cadeia curta (Short-chain fatty acids - SCFAs) por bactérias sacaroliticas
(MAGALHAES et al., 2007).

Apesar de todos esses beneficios, a microbiota intestinal pode estar
envolvida em processos patolégicos como: alergias, obesidade, cancer de célon e
doenca inflamatéria intestinal, provavelmente devido a alteracdo desta populacdo
(ARRIETA et al., 2014; BERVOETS et al., 2013; COX; BLASSER, 2013;
KOVATCHEVA-DATCHARY, 2009).

No primeiro ano de vida de uma crianca, a microbiota ainda € considerada
instavel. Entretanto, varios fatores (alimentagcdo, habitos de higiene, utilizacdo de
antimicrobianos e o préprio sistema imunoldgico) atuam em conjunto modulando o
processo de instalacdo da microbiota intestinal, de forma que um pode influenciar
ou alterar o efeito do outro. Sabe-se que a microbiota intestinal torna-se estavel a
partir dos 2 anos de idade, ap6s esse periodo a microbiota assemelha-se a dos
adultos (PALMER et al, 2007).

Dentre os diversos microrganismos que compdem a microbiota intestinal os
filos Bacteroidetes e Firmicutes correspondem a mais de 90% do total de bactérias
(SHEN et al., 2013). Alguns géneros encontrados também merecem destaque
como: Bifidobacterium spp. conhecidos pelos seus efeitos benéficos para saude
humana, sendo denominadas bactérias probiéticas, assim como Lactobacillus spp.,
ambos encontrados na microbiota de criancas amamentadas por leite materno e de
férmula (MONIRA et al., 2011; RUSSEL et al., 2011).

Outros microrganismos de importancia na microbiota intestinal sdo aqueles
pertencentes aos géneros Bacteroides/Parabacteroides sendo as espécies mais
encontradas: B. vulgatus, P. distasonis, B. fragilis, B. ovatus, P. merdae e B.

thetaiotaomicron. S&o considerados patdogenos oportunistas, particularmente a
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espécie B. fragilis, por apresentar uma variedade de fatores de viruléncia e
principalmente pela sua resisténcia aos diversos antimicrobianos (WEXLER, 2007).

As espécies do género Clostridium sdo pertencentes a microbiota residente
do intestino de humanos e animais. Em criancgas, espécies pertencentes ao Cluster |
e ao Cluster XI sdo as mais predominantemente encontradas, das quais se
destacam: C. perfringens e C. difficile, por estarem envolvidos em diversas
infeccbes como: enterites e gangrena gasosas; e colite pseudomembranosa
associada a antibioticoterapia (ADLERBERTH; WOLD, 2009; COLLINS et al.,
1994;).

Bactérias metanogénicas do dominio Archaea, sdo anaerdbias estritas e
fazem parte da microbiota residente do intestino humano, sendo
Methanobrevibacter smithii a espécie mais encontrada. A colonizacgao intestinal com
metanogénicas € iniciada nas primeiras semanas apds o nascimento. Seu numero
varia de 10%° microrganismos por grama de peso seco, sendo que um terco da
populacdo carrega 108-101° microrganismos por gramas de fezes. As Archaea
possuem uma variedade de caracteristicas estruturais e metabdlicas Unicas que nao
sdo encontradas em Bacteria, incluindo a falta de sitios alvos para os antibiéticos
comuns (DERMOUMI; ANSORG, 2001; DRIDI et al., 2011).

Escherichia coli constitui um grupo heterogéneo de bactérias tipicamente nao
patogénicas que fazem parte da microbiota intestinal. Apds o0 processo de
colonizacdo estes microrganismos convivem com seu hospedeiro na maioria das
vezes pelo resto da vida, sendo a principal bactéria facultativa presente no intestino
(KAPER et al., 2004). Entretanto quando o hospedeiro encontra-se imunodeprimido
ou quando as barreiras gastrointestinais sdo violadas, até mesmo cepas de E. coli
nao patogénicas podem causar infeccdo (NATARO; KAPER, 1998).

Existem diferencas na distribuicdo das bactérias em cada compartimento
intestinal como: no lumen intestinal, na camada de muco que recobre o epitélio
intestinal e outras aderidas aos enterdcitos. Ha poucos estudos avaliando a
composi¢cdo da microbiota da mucosa intestinal devido a dificuldade de se obter
espécimes que representariam a composicao desse sitio, e a escassez de estudos
longitudinais para melhor compreensao desse sistema (ADLERBERTH; WOLD,
2008).
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1.2 Escherichia coli

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae, sé&o
caracterizadas por serem gram negativas, bacilos ndo formadores de esporos,
facultativas, oxidase negativa, imoveis ou moveis por flagelos peritriquios (KAPER et
al., 2004; WEINTRAUB, 2007). Ha seis espécies descritas de Escherichia: E. coli, E.
blattae, E. fergussonii, E. vulneris, E. albetii, E. hermannii, sendo a E. coli a espécie
mais comumente estudada (HUYS et al., 2003).

Foi identificada pela primeira vez em 1885 pelo pediatra alem&o Theodor
Escherich e desde entdo verifica-se que pode ser encontrada em diferentes
ecossistemas. E a principal bactéria facultativa presente na microbiota intestinal de
animais e humanos, por ser um microrganismo bem diversificado em seus aspectos
fisiologicos, ecoldgicos e patogénicos (HUYS et al., 2003; TORRES et al., 2010).

Costumam ser classificadas em varios patotipos e sorotipos, identificadas por
antissoros especificos preparados contra antigenos: O (somaticos), K (capsular) e H
(flagelar). A combinagéo entre eles possibilita a discriminagéo de E. coli em mais de
50.000 sorotipos, contudo poucos sdo considerados patogénicos (KAPER et al.,
2004; NATARO; KAPER, 1998;).

Nas primeiras horas de vida da crianga, E. coli pode ser encontrada
colonizando o hospedeiro; entretanto algumas cepas no processo de adaptacédo do
ecossistema intestinal, adquiriram fatores de viruléncia, que proporcionaram
algumas combinacdes genéticas bem sucedidas, conferindo a capacidade de causar
doencas. A maioria das E. coli ndo sao patogénicas, porém algumas estao
envolvidas em processos infecciosos como: diarreias, infec¢cdes do trato urindrio,
septicemias, meningites. Podendo entdo ser classificadas como: comensais,
patogénicas intestinais (E. coli diarreiogénica — DEC) e patogénicas extra intestinais
(E. coli extra intestinal — EXPEC) (CROXEN; FINLAY, 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Sitios de colonizacéo de E. coli patogénica.

Cérebro: MNEC

Corrente sanguinea:
UPEC e MNEC

Intestino grosso:
EHEC,EIEC e EAEC

Rins: UPEC

Intestino delgado: EPEC,
ETEC,DAEC e EAEC

Bexiga: UPEC

Fonte: adaptado de Croxen e Finlay, 2010.

As EXPEC estao associadas as diversas infec¢cdes como: do trato urinario
sendo chamadas de UPEC (E. coli uropatogénica), sepses (associadas as infec¢des
urinarias) e as meningites (MNEC — E. coli causadora de meningite neonatal)
(CROXEN; FINLAY, 2010).

As infec¢des urindrias sdo muito frequentes na comunidade e em ambientes
hospitalares, sendo que 70-90% séo ocasionadas por UPEC. Essas bactérias agem
como patégenos oportunistas causando diversas manifestacdes clinicas como:
bacteriuria, cistite e pielonefrite e podem estar presentes em 20% dos individuos
saudaveis (BRUMBAUGH; MOBLEY, 2012; JOHNSON et al., 2005). As MNEC
apresentam uma alta taxa de morbidade e mortalidade em neonatos; enquanto que
10% dos casos ocorre em criancas entre 1 e 3 meses de idade (BONACORSI;
BINGEN, 2005).

1.2.1 Escherichia coli diarreiogénicas (DEC)

A diarreia infecciosa é um grande problema de saude publica mundial, sendo
responsavel por milhares de mortes todos 0os anos em criangas menores de 5 anos
de idade, principalmente em paises em desenvolvimento. Dentre 0s principais
agentes estdo: E. coli diarreiogénicas, Shigella spp., Salmonella spp. Yersinia
enterocolitica e Campylobacter jejuni (NAVENEETHAN; GIANNELA, 2008).
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A identificacdo DEC nédo pode ser baseada apenas em critérios de cultivo e
testes bioquimicos, uma vez que séo indistinguiveis de E. coli comensal. Além disso
a sorotipagem nem sempre esta correlacionada com a patogenicidade, sendo a
melhor a forma de identificacdo através de testes de adesé@o em células eucaridticas
e a andalise molecular de seus fatores de viruléncia (BUERIS et al., 2007).

As amostras de DEC séo divididas em seis patotipos, de acordo com seus
fatores de viruléncia e pelos mecanismos que ocasionam a doenca intestinal sendo:
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli que adere difusamente as células epiteliais
(DAEC). Sabe-se que alguns desses patotipos incluem algumas variacdes, como no
caso das E. coli enterohemorragica (EHEC) que sdo uma subcategoria de STEC e
as EAEC e EPEC que foram subdivididas em tipicas e atipicas (CROXEN; FINLAY;
2010; KAPER et al.,, 2004). Os diferentes patotipos de DEC causam sintomas
intestinais muito particulares e sao intimamente relacionados com suas estratégias

de viruléncia (Figura 3).

Figura 3 - Representacdo dos seis patotipos de E. coli diarreiogénicas.
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Recentemente dois outros patotipos surgiram: E. coli aderente e invasora
(AIEC) associada a doenca de Crohn e E. coli enteroagregativa produtora de toxina
de Shiga (STEAEC), que foi responsavel pelo surto ocorrido na Alemanha em 2011
gue se espalhou por diversos paises da Europa, além da América do Norte tendo
um grande impacto sobre o comércio internacional de alimentos (CLEMENTS et al.,
2012).

As E. coli enteropatogénicas (EPEC) sdo uma das causas mais comuns de
diarreias em criancas de até um ano de idade nos paises em desenvolvimento. Uma
de suas principais caracteristicas na patogénese € a formacdo de uma lesao
histopatoldgica no epitélio intestinal denominada lesdo A/E (attaching and effacing),
gue resulta da adesao intima da bactéria ao enterécito e promove a desestruturacao
das microviolosidades do epitélio, levando a polimerizacdo da actina e o rearranjo
das proteinas do citoesqueleto, resultando na formacao de estruturas semelhantes
a um pedestal na membrana apical do enterdcito sobre a qual a bactéria permanece
aderida (NATARO; KAPER, 1998; NUNES et al., 2012; VIDAL et al., 2007).

Atualmente as EPEC sao divididas em duas subcategorias: EPEC tipica
(EPECt) e EPEC atipica (EPECa), sendo que ambas possuem o gene eae (E. coli
attaching and effacing), porém apenas as EPECt produzem um pilus tipo IV
conhecido como BFP (Bundle forming pilus) expresso por genes plasmidiais de alto
peso molecular conhecido como EAF (EPEC adherence factor) (VIDAL et al., 2007).
A BFP é importante por promover a ligacao inicial a célula hospedeira e a interacao
entre as bactérias, levando a formacdo de microcolénias aderidas. Nas EPECa
como o BFP ndo é expresso, ndo ha formacdo de agregados nas lesdes A/E,
mostrando agrupamentos mais frouxos das células bacterianas, ocasionando o
padrédo de ades&o localizada - like (LAL) (ARENAS-HERNANDEZ, 2012; GOMES et
al., KAPER et al., 2004).

As E. coli enterotoxigénicas (ETEC) séo caracterizadas pela producdo de
uma ou ambas enterotoxinas denominadas termolabil (LT) e termoestavel (ST). No
hospedeiro colonizam e aderem superficialmente aos enterdcitos, e pela acdo das
toxinas causam diarreia aquosa por interferirem em mecanismos regulatérios da
guanilase e adenilase ciclase, resultando em desequilibro hidrico e salino;
acometendo criancas e adultos (FLECKENSTEIN et al, 2010; ISERI et al., 2011,
KAPER et al., 2004).
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O mecanismo de patogenicidade das E. coli enteroagregativas (EAEC)
consiste na colonizagéo bacteriana formando um padréo de adesdo agregativo com
aumento na producdo de muco, causando diarreia aguda e persistente. Este
fendtipo possui fimbrias de aderéncia agregativa do tipo I-IV (AAFI-IV), os genes
responsaveis pela expressao dessas fimbrias estdo presentes no plasmideo pAA
(plasmideo de adesdo agregativa) (KAPER et al., 2004; MORIN et al., 2013;
NATARO, 1998; WEINTRAUB, 2007). De modo semelhante como ocorreu com as
EPEC, Sarantuya et al., (2004) propuseram a classificacdo de EAEC nos grupos
tipicas e atipicas. A classificacdo baseia-se na presenca ou ndo do gene aggR
(activator aggregative adherence regulator), que codifica uma proteina reguladora
dos genes fimbriais de EAEC e que esta localizada em plasmideo.

O patotipo de E. coli enteroinvasiva (EIEC) é geneticamente relacionado a
Shigella spp., que invadem a mucosa intestinal e causam diarreia aquosa e colite
inflamatoria (NATARO; KAPER, 1998; SETHABUTR et al.,, 1993). Ja as E. coli
produtoras de Toxina Shiga (STEC) produzem citotoxinas semelhantes a “Toxina de
Shiga” (stx1 e stx2) que ocasionam lesdes celulares por afetarem a sintese proteica.
Dentro desse patotipo existe uma subcategoria denominada E. coli
enterohemorragica (EHEC), que além da producédo de citotoxinas, apresentam a
capacidade de ocasionar a lesdo A/E, sendo responsaveis por severos quadros de
diarreia hemorragica e sindrome hemolitica urémica (SHU) (BERGAN et al., 2012;
BERTIN et al., 2001).

O patotipo DAEC apresenta um padrdao de aderéncia difusa em ensaio de
adesd@o em células epiteliais. Ainda existem diversas controversias sobre o papel da
DAEC em diarreias, uma vez que alguns estudos relatam que esse patotipo pode
ser encontrado de forma semelhante em criancas com e sem diarreia. No Brasil,
estudos em criangas com diarreia, a presenca de DAEC foi associada em menores
de 2 anos de idade (SCALETSKY et al.,, 2002), entretanto Lozer et al., (2013)
reportou a correlacdo deste patotipo em criangcas menores de 2 anos até 10 anos

com casos de diarreia, bem como nas criangas sem diarreia.
1.3 Antimicrobianos

A descoberta dos antimicrobianos revolucionou a medicina, salvando
inlmeras pessoas e tém sido prescritos para o tratamento de diversas infeccdes
(DAVIES; DAVIES, 2010). Nos Uultimos anos, sdo produzidas toneladas de
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antimicrobianos para diversas finalidades, desde tratamento terapéutico e/ou
profilatico na medicina humana e animal, bem como para agropecuéria. Entretanto,
devido as mas condutas como: o uso indiscriminado e o descarte indevido surgiram
diversos ecossistemas com bactérias resistentes (DAVIES; DAVIES, 2010; ROCHA
et al., 2011).

Os antimicrobianos sao substancias naturais (antibiéticos) ou sintéticas
(quimioterapicos) que agem sobre os microrganismos inibindo seu crescimento ou
causando a sua destruicdo (SAEZ-LLORENS, 2000). Podem ser classificados como:
bactericidas (associado a morte bacteriana) ou bacteriostaticos (inibe o metabolismo
bacteriano).

1.3.1 Mecanismos de acao

Os antimicrobianos possuem diversos mecanismos de acdo, agindo em

diferentes sitios alvos como:

a) inibicdo da sintese da parede celular,

b) inibicdo da sintese de proteinas,

c) inibicdo da sintese de acido félico,

d) alteracéo na sintese de acidos nucleicos e

e) alteragéo da permeabilidade da membrana celular (Figura 4) (ANVISA, 2007).

Os B-lactamicos, glicopeptideos, fosfomicina, bacitracina e cicloserina atuam
na sintese da parede celular inibindo as ligacbes cruzadas da cadeia de
peptideoglicano (transpeptidases — PBP: protein binding penicillin) causando a lise
bacteriana. O grupo dos [-lactamicos incluem as: penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos, carbapénemicos, cefamicinas; e o grupo dos glicopeptideos é
composto por: vancomicina e a teicoplamina (CETINKAYA et al, 2000;
LIVERMORE, 1995; POETA, 2006).

Os ribossomos bacterianos séo estruturalmente diferentes dos eucariotos. As
bactérias apresentam duas subunidades 30S e 50S, enquanto que 0s eucariotos
constituem as subunidades 40S e 60S. Os antimicrobianos que atuam na sintese
proteica ligam-se as subunidades ribossomais, interferindo com o0s estagios da
sintese proteica (iniciacdo, elongacao, translocacdo e terminacdo). As tetraciclinas,

glicilciclinas, nitrofurano e os aminoglicosideos ligam-se as subunidades 30S;
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cloranfenicol, macrolideos, lincosamidas, oxazolidinonas atuam nas subunidades
50S (SEFTON, 2002; WALSH, 2003).

Figura 4 - Mecanismos de acdo dos antimicrobianos.
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Fonte: ANVISA, 2007.

O acido fdélico desempenha um papel essencial em etapas da sintese das
purinas e pirimidinas. As bactérias necessitam de acido félico mas ndo apresentam
um sistema de obtencéo deste acido, sendo necessario sintetizar. As sulfonamidas e
trimetoprim possuem suas estruturas moleculares semelhante ao substrato de duas
enzimas: PABA (4cido paraminobenzoico) e DHF (acido didrofélico), que produzem
a forma ativa do acido félico THF (acido tetrahidrofdlico). A utilizacdo combinada de
sulfametoxazol e trimetoprima causam um duplo bloqueio no metabolismo do acido
félico (HUOVINEN, 2001; SAENZ, 2004).

Os antimicrobianos que interferem na sintese dos acidos nucléicos sdo: a)
guinolonas e nitroimidazol - atuando sobre DNA-girase (topoisomerases); b)
rifamicinas - ligam-se a RNA polimerase DNA dependente, impedindo a sintese de
RNAmM (ALDRED at al., 2015; SEFTON, 2002; WALSH, 2003).



33

As polimixinas e lipopeptideos ligam-se as membranas de bactérias gram
negativas, desorganizando a estrutura, causando a alteracdo da permeabilidade e
saida de constituintes intracelulares através da membrana (SEFTON, 2002).

O uso descontrolado e a prescricdo indiscriminada dos antimicrobianos
contribuiram com disseminagdo da resisténcia bacteriana em microrganismos
nosocomiais e comunitarios. Entretanto, a descoberta e introducdo de novos
antimicrobianos diminuiram drasticamente nos dltimos anos, e apesar da
conscientizacdo dos profissionais da saude e da populacdo, o uso indiscriminado
ainda persiste (BASSETI et al., 2013; IDSA, 2011; SPELLBERG et al., 2008).

1.3.2 Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia bacteriana pode ser definida como o conjunto de mecanismos
as adaptacBes contra os efeitos nocivos ou letais aos quais as bactérias séo
expostas (LIVERMORE, 1995). Atualmente, a disseminacdo da resisténcia aos
antimicrobianos estende-se além da clinica e é considerada um problema mundial
de saude publica, que varia dependendo da localidade e do pais (WRIGHT, 2014).

Desde a introdugdo dos primeiros antimicrobianos, as bactérias
desenvolveram varios mecanismos de resisténcia. Essa resisténcia pode ser
intrinseca ou adquirida (GUARDABASSI, 2006). A resisténcia intrinseca € natural e
evolutivamente conservada nos microrganismos; entretanto a resisténcia adquirida
é resultado de mutacdes e transferéncia horizontal de genes (VAN HOEK et al.,
2011).

A disseminacdo de bactérias resistentes € resultado da combinacdo de
multiplos fatores tais como: mutacdes nos genes de resisténcia que aumentam seu
espectro de atividade, troca de informacBes genéticas nas quais genes de
resisténcia sao transferidos para novos microrganismos, pressao seletiva exercida
pelas condicdbes do meio as quais favorecem a proliferacdo de clones com
resisténcia aos diversos antimicrobianos (ALANIS, 2005; BUSH et al., 1995).

Elementos genéticos podem conter varios genes de resisténcia de diferentes
classes de antibioticos, conferindo as bactérias um fenotipo de multirresisténcia
(MDR). A localizagdo dos genes de resisténcia nestes elementos genéticos moveis
(plasmideos, transposons e integrons) torna possivel a transferéncia da resisténcia
entre as bactérias (SAENZ, 2004).
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Existem algumas definicbes para a resisténcia as mdultiplas drogas como:
MDR (Multidrug resistant), XDR (Extensively drug-resistant) e PDR (Pandrug
resistant). As bactérias MDR se caracterizam por apresentarem resisténcia a trés ou
mais classes diferentes de antimicrobianos. As bactérias classificadas como XDR
séo definidas como resistentes a vérias classes de antimicrobianos, sendo essa
nomenclatura bastante utilizada para isolados de Mycobacterium tuberculosis
resistentes aos agentes de primeira escolha. E PDR sao considerados os isolados
resistentes a todas as classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2011).

Os principais mecanismos de resisténcia podem ser observados na Figura 5 e

sdo descritos como:

a) alteracdo da permeabilidade da membrana,
b) modificacdo ou protecao do sitio alvo,
¢) modificacdo ou inibicdo enzimética e

d) bombas de efluxo.

Figura 5 - Mecanismos de acéao e resisténcia aos antimicrobianos.
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Bactérias gram negativas sdo menos permedveis a muitas drogas, devido a
sua membrana externa. Antimicrobianos hidrofilicos atravessam a membrana
externa por difusdo através de porinas ancoradas na membrana. A alteracdo da
permeabilidade da membrana, ocorre por perda ou alteragdo dos canais de porinas;
este mecanismo resulta normalmente em mutacbes espontaneas exercida pela
presséao seletiva dos antimicrobianos (BLAIR et al., 2014; SEFTON, 2002).

A modificacdo ou protecdo do sitio alvo pode ser devido a dois processos:
mutac&o do sitio onde o antimicrobiano se liga, provocando diminuicdo na afinidade
e a producao de uma proteina que se liga ao local especifico onde a droga atuaria
(BLAIR et al., 2014).

Algumas bactérias produzem enzimas que podem modificar e inativar os
antimicrobianos impedindo sua atividade. As enzimas mais conhecidas sdo as B-
lactamases que catalisam a hidrolise do anel -lactamico, inativando o
antimicrobiano impedindo sua ag¢do contra as proteinas responsaveis pela sintese
da parede celular (BUSH; JACOBY, 2010).

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) sédo capazes de hidrolisar
cefalosporinas de terceira e quarta geracao e o aztreonam, sendo inativadas por
inibidores especificos como: clavulanato, sulbactam e tazobactam. Essas enzimas
foram derivadas de mutacdes nos genes blatem e blashv que resultaram da
substituicdo de aminoacidos, alterando o substrato especifico delas (BUSH,;
JACOBY, 2010; SILVA; LINCOPAN, 2012).

Outro mecanismo enzimatico de resisténcia sdo as acetiltranferases, enzimas
envolvidas com a resisténcia ao cloranfenicol (codificadas pelos genes cat) que
acetilam a molécula de antibidtico impedindo a ligacdo com o0s ribossomos
bacterianos (SAENZ, 2004). Em aminoglicosideos, a resisténcia pode ser através
de absorcao reduzida da droga ou modificacdo enzimética por acetilacdo (AAC),
adenilagdo (ANT) ou fosforilacdo (APH) (FOURY et al., 2014).

As bombas de efluxo sdo mecanismo de expulsdo de substancias nocivas
aos microrganismos, incluindo os antimicrobianos. Esses sistemas normalmente
nao sao substrato dependentes e estdo relacionados com a multirresisténcia. A
resisténcia relacionada com o sistema de efluxo é codificada por genes e proteinas
presentes em plasmideos ou no cromossomo, e sdo frequentemente associados
com mecanismo de resisténcia intrinseco, permitindo a sobrevivéncia da bactéria a
ambientes hostis (PIDDOCK, 2006a; WEBBER; PIDDOCK, 2003).
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Os sistemas de efluxo bacteriano sé@o classificados em familias de proteinas
transportadoras com base na homologia de sequéncias de amino&cidos, sendo
dividida em cinco familias: ATP- binding cassette (ABC), Major Facilator Superfamily
(MES), Resistence Nodulation Cell Division (RND), Small Multidrug Resistence
(SMR) e Multidrug and Toxic Extrusion (MATE). Esses sistemas utilizam a forca
proton motiva como fonte de energia, exceto a familia ABC que utiliza a hidrolise do
ATP para exportar os substratos (MOREIRA et al, 2004; WEBBER; PIDDOCK,
2003).

As bactérias gram negativas apresentam um arsenal de mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados na pratica médica e vem
tornando-se um obstaculo na conduta terapéutica contra infeccbes em pacientes
hospitalizados. Em E. coli existe uma variedade de mecanismos de resisténcia
descritos, sendo que séo utilizados antimicrobianos de varias classes para diversas
infeccbes. Dentre os principais mecanismos descritos para E. coli pode-se observar:
producao de B-lactamases, metilacdo do RNA ribossomal, bombas de efluxo,
modificacdo enzimética do antimicrobiano e mutacfes das DNA girases (BLAIR et
al., 2014).

1.4 Resisténcia aos antimicrobianos em Escherichia coli

Dentre os membros da familia Enterobacteriaceae, a espécie E. coli tem sido
prevalente em infecces nosocomiais ao redor do mundo. Sua resisténcia €
verificada e sabe-se que bactérias comensais sdo reservatérios de diversos genes
de resisténcia (SEPP et al., 2009).

A resisténcia aos B-lactamicos em E. coli é mediada principalmente por
enzimas [-lactamases e uma grande variedade delas foram descritas e
caracterizadas (DOMINGUEZ et al., 2002; LIVERMORE, 1995). As [B-lactamases
AmpC (B-lactamase de classe C) podem ser codificadas por cromossomos ou
plasmideos, sdo capazes de conferir resisténcia para a maioria das penicilinas e
para as cefalosporinas de terceira geracdo (JACOBY, 2009). No Brasil, a presenca
de AmpC plasmidial, tem sido reportada e em isolados de E. coli, 0 gene blacmy-2 foi
correlacionado (PAVEZ et al., 2008; PEIRANO et al., 2006).

Desde as primeiras detec¢cdes das ESBL, estas enzimas tém mostrado
grande capacidade de disseminacdo tanto em ambientes hospitalares quanto na
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comunidade, além de ser considerado um dos principais mecanismos de resisténcia
em E. coli (BUSH; FISHER, 2011).

Em E. coli 90% da resisténcia associada a ampicilina esta relacionada a
producdo de TEM-1 (Temoniera). Atualmente as enzimas CTX-M (Cefotaximases)
tém sido as mais detectadas e no Brasil as mais prevalentes sdo: CTX-M-2, CTX-M-
8 e CTX-M-9 (QUEIROZ et al., 2012; SILVA; LINCOPAN, 2012). Cepas de E. coli
produtora da enzima CTX-M-15, vém emergindo desde 2003, como um importante
patdogeno da comunidade e em infec¢des adquiridas em hospital no mundo todo
(PEIRANO; PITOUT, 2010).

Mundialmente as principais ESBL associadas com resisténcia E. coli sdo as
TEM, CTX-M, SHV (Sulphydryl variable) e OXA (Oxacilinases) (SILVA; LINCOPAN,
2012). Infelizmente no Brasil, ndo existem programas de vigilancia de abrangéncia
nacional referentes a resisténcia bacteriana e a seus mecanismos, tornando-se dificil
estimar a prevaléncia de cepas produtoras de ESBL.

O desenvolvimento da resisténcia aos carbapenémicos em E. coli merece
atencao, por ser muitas vezes a ultima terapia eficaz disponivel para o tratamento de
infeccbes graves. Entre as carbapenemases distribuidas mundialmente em E. coli
estdo: NDM (New Dehli metalo-B-lactamase) e OXA-48 (PEIRANO et al., 2014).

Klebsiela pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) foi primeiramente
identificada em K. pneumoniae, sendo rapidamente disseminada e o gene blakpc €
encontrado em outros géneros da familia Enterobacteriaeceae, inclusive em E. coli
(PEIRANO; PITOUT, 2010). Existe grande preocupacdo com a aquisicdo do gene
blakec por E. coli, por ela pertencer a microbiota residente e servir como veiculo de
propagacdo em ambientes comunitarios e hospitalares. Os dados epidemiolégicos
para E. coli produtora de blakpc ainda permanecem relativamente escassos (OHARA
et al., 2014).

Um grande problema para terapéutica humana e animal é a resisténcia a
classe das quinolonas. O principal mecanismo de resisténcia em quinolonas de E.
coli inclui alteracbes do alvo molecular de acdo associadas as mutacdes dos genes
gyrA e parC (DOMINGUEZ et al., 2002; WIEDEMANN; HEISING, 1994;).

No Brasil a resisténcia para quinolonas associada a plasmideos, tem
aumentado nos isolados de ambientes hospitalares e da comunidade. Essa

resisténcia tem sido relacionada frequentemente a presencga dos genes qnrA, gnrB,
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gnrS (FERRARI et al, 2011; VASCONCELOS et al., 2010), sendo os mais
prevalentes qnrB e gnrS.

A resisténcia para aminoglicosideos em E. coli é principalmente devido a
expressdo de enzimas de modificacdo e diferentes determinantes genéticos foram
identificados, tais como: aac (6") -I, aph (3’) -I, aac (3) - I, aac (3) -Il, aac (3) -lll, aac
(3) -1V, e ant (2”). Os genes aac e ant sdo 0os mais detectados em isolados de E. coli
tanto da comunidade como de ambientes hospitalares (DOMINGUEZ et al., 2002;
SHAW et al, 1993).

Diferentes genes de tet tém sido identificados em isolados de E. coli
resistente a tetraciclina como: tetA, tetB, tetC, tetD, tetE e tetl. Embora essa classe
de antimicrobianos ndo seja comumente utilizada para tratamento de infeccdes
causadas por E. coli, os genes tetA, tetB e tetD sdo os mais detectados e estdo
associados ao mecanismo de bombas de efluxo (DOMINGUEZ et al.,, 2002;.
ROBERTS, 1996).

A nitrofurantoina age por sofrer reducdo de nitrorredutases bacterianas para
gerar derivados téxicos que ligam aos ribossomos, fazendo com que a transcricdo e
traducdo sejam prejudicadas. A resisténcia em E. coli envolve mutacdes de perda de
funcdo em dois genes que codificam nitrorredutases nfsA e nfsB (XAVIER et al.,
2014) e os dados sobre sua prevaléncia séo escassos.

Em E. coli ja foram descritas varios sistemas de bombas de efluxo, entretanto
as bombas da familia RND sdo as mais caracterizadas. S8o compostas de trés
partes: uma proteina transportadora ancorada na membrana interna responsavel
pelo efluxo, uma proteina acessoria localizada no espacgo periplasmético conhecida
também como proteina de fusdo e uma proteina localizada na membrana externa
(NIKAIDO; TAKATSUKA, 2009 ; PIDDOCK, 2006b).

As bombas AcrAB-TolC, em E. coli, € uma das mais estudadas e € homodloga
ao sistema MexAB-OprM em Pseudomonas aeruginosa. O perfil de substrato da
bomba AcrAB-TolC inclui: corantes catibnicos, como acriflavina, cristal violeta,
brometo de etideo e rodamina; antimicrobianos como as penicilinas, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, macrolideos, cloranfenicol, tetraciclinas, novobiocina, rifampicina,
acido fusidico, acido nalidixico; detergentes como Triton, SDS e sais biliares, por
isso esse sistema esta envolvido com a multirresisténcia (NIKAIDO; TAKATSUKA,
2009).
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A tigeciclina, apesar de ser uma droga nao prescrita com frequéncia para
infeccbes acometidas por E. coli, foi desenvolvida para superar o0s principais
mecanismos de resisténcia a tetraciclina: presenca dos genes tet e as bombas de
efluxo. Embora a tigeciclina possa induzir a expressdo das bombas, a evasao do
efluxo € provavelmente conferida pelo grupo 9-t-butilglicilamido, que impede a
tigeciclina de ser reconhecido como um substrato de bomba de efluxo, isto €, a
bomba ndo reconhece mais o substrato pela modificacdo da estrutura molecular da
droga (Bypassing) (LINKEVICIUS et al., 2013; PAGES et al., 2005).

Até o0 momento, poucos estudos epidemiologicos tém avaliado a prevaléncia
da resisténcia de E. coli em pacientes assintomaticos (AMAYA et al., 2011; BAILEY
et al., 2010, MOSQUITO et al., 2012). A maioria dos estudos que avaliam a
prevaléncia foram realizadas em popula¢cdes sintomaticas, em isolados obtidos a
partir de pacientes com infec¢gBes do trato urinério infeccdo ou bacteremias (ERB et
al., 2007).

Os dados epidemiologicos brasileiros mostram que a frequéncia de isolados
resistentes podem variar significativamente de regido para regido ou mesmo de
hospital para hospital dentro de uma mesma regido geogréfica, sendo que o Brasil
vem apresentando altos indices de resisténcia em relacdo aos paises da América do
Norte, Europa e Asia (GALES et al., 2003; LINCOPAN et al., 2006; SADER et al.,
2005).

Assim, este estudo ressalta a magnitude do problema da resisténcia aos
antimicrobianos e da urgente necessidade de vigilancia e controle desse fendmeno.
A utilizacdo de métodos baratos e sensiveis para monitorar a resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias comensais podem tornar ferramentas valiosas.

O uso indevido e indiscriminado de antimicrobianos altera a microbiota
intestinal residente levando a diminuicdo da diversidade e a supressdao de
microrganismos, tornando um reservatorio de resisténcia, albergando genes
silenciosos, desencadeando mutacfes e a super expressao de bombas de efluxo,

além da transferéncia horizontal de elementos genéticos intra e inter espécies.
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2 OBJETIVOS
2.1Geral

Analisar de forma comparativa alguns microrganismos que compdem a
microbiota fecal de criancas com e sem antibioticoterapia em idade escolar; bem
como avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos e 0s genes de resisténcia

envolvidos.
2.2 Especificos

1. Avaliar por PCR quantitativo a presenca de: Bacteroides fragilis, Bacteroides
vulgatus, Parabacteroides distasonis, Parabacteroides merdae, Bifidobacterium spp.,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Lactobacillus spp.,
Methanobrevibacter smithii e dos filos Bacteroidetes e Firmicutes;

2. Isolamento e identificacdo de Escherichia coli das amostras fecais;

3. Verificar a presenca de Escherichia coli diarreiogénicas (DEC): E. coli
enteropatogénica (EPEC) tipicas e atipicas, E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) tipicas e atipicas e E. coli
produtora de Shiga toxina (STEC);

4. Avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de E. coli;

5. Verificar a presenca de genes de resisténcia para diversas classes de drogas nos
isolados de E. coli;

6. Avaliar a diversidade genética dos isolados de E. coli comensal e diarreiogénicas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras

Foram coletadas 61 amostras fecais de criancas em idade escolar entre 3 a
12 anos, sem diarreia, sem distingdo de sexo e raca (Apéndice 1), sendo divididas
em dois grupos:

Grupo Controle: 30 criangas sem uso de antimicrobianos;

Grupo Antibidticos: 31 criancas em tratamento com antimicrobianos
(aminoglicosideos, [B-lactamicos, glicopeptideos, lincosamidas, macrolideos,
oxazolidinonas, quinolonas e sulfonamidas).

Como critérios de exclusdo para o grupo controle ndo foram coletadas
amostras de criancas que estavam sob antibioticoterapia ou que estiveram em
tratamento nos dltimos trés meses.

As amostras foram coletadas no Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas
(Faculdade de Medicina - USP) e em escolas publicas (E.E. Clorinda Dante, Creche
Maria de Nazaré) e privada (Colégio Trentus) da regido metropolitana de S&o Paulo,
entre Janeiro de 2012 até Julho de 2013. Os familiares responsaveis pelas
respectivas criangas assinaram o Termo de Esclarecimento e Participacdo Livre,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP (Proc. N° 1058/CEP).

3.2 Analise quantitativa das amostras fecais
3.2.1 Extracdo do DNA total das fezes

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit comercial QIAmp DNA Stool
Mini (Qiagen®), conforme instru¢des do fabricante. O DNA obtido foi avaliado quanto
a concentracdo e integridade, por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific, EUA), visualizado em gel de agarose (1%) e mantido a -80 °C, até seu

uso.
3.2.2 Quantificagao por PCR em Tempo Real (QPCR)

Para a avaliagdo quantitativa de alguns dos microrganismos presentes na
microbiota fecal dessas criancas foi realizada a PCR em tempo real (QPCR),
utilizando o sistema SYBR® Green, tendo como alvo o gene 16S rRNA dos géneros
e espeécies: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., B. fragilis, B. vulgatus, P.
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distasonis, P. merdae, C. difficile, C. perfringens, E. coli, M. smithii e dos filos
Bacteroidetes e Firmicutes. As sequencias dos oligonucleotideos e as condicdes de
PCR encontram-se descritos na Tabela 1. Os oligonucleotideos utilizados para M.
smithii e para filo Bacteroidetes foram desenhados neste estudo, utilizando os
primer-BLAST
NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

programas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e

Tabela 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na deteccéo e quantificacao

por gPCR.

Microrganismos Oligonucleotideos Tm (°C) Tamanho do Referéncias
5 —> 3 produto (pb)
Bifidobacterium spp. F: GCG TGC TTA ACA CAT GCAAGTC 60 125 Ponnusamy et al., 2010
R: CAC CCG TT TCCA GGA GCT ATT
Lactobacillus spp. F: AGC AGT AGG GAATCT TCC A 56 380 Ponnusamy et al., 2010
R: ATT YCA CCG CTA CAC ATG
Bacteroides fragilis F: TCR GGA AGA AAG CTT GCT 63 162 Tong et al., 2011
R: CAT CCT TTACCG GAATCCT
Bacteroides vulgatus F: GCATCATGA GTCCGC ATG TTC 60 287 Wang et al., 1996
R: TCCATACCCGACTTITATTCCTT
Parabacteroides distasonis F: TGC CTA TCA GAG GGG GAT AAC 60 80 Tong et al., 2011
R: GCA AAT ATT CCC ATG CGG GAT
Parabacteroides merdae F: AGG GTG CGT AGG TGG TGAT 60 122 Tong et al., 2011
R: TTC ACC GCT ACA CCA CGC
Clostridium difficile F: ATT AGG AGG AAC ACC AGT TG 56 307 Kang et al., 2010
R: AGG AGA TGT CAT TGG GAT GT
Clostridium perfringens F: TCATCA TTCA ACC AAAGGA GCAATCC 55 105 Siragusa et al., 2007
R: CCT TGG TAG GCC GTT ACC C
Escherichia coli F: AGAAGC TTG CTC TTT GCT GA 57 120 Lee et al.,2010
R: CTT TGG TCT TGC GAC GTT AT
Methanobrevibacter smithii F: AGGTACTCCCAGGGTAGAGG 59 92 Este estudo
R: TCCCTCACCGTCAGAATCG
Bacteroidetes F: TGG TAG TCC RCR CDG TAA ACG ATG 60 150 Este estudo
R: ATGT TCC TCC GCT TGT GC
Firmicutes F: TRAAACTYAAAGGAATTGACG 61 155 De Gregoris et al., 2011

R: ACC ATG CACCACCTGTC

Foi realizada a padronizagdo da curva padrdo para 0S seguintes

microrganismos (Figuras 6 a 17): Bacteroides fragilis ATCC 25285, Bacteroides
vulgatus ATCC 8482, Parabacteroides distasonis ATCC 8503, Parabacteroides
merdae ATCC 43184, Bifidobacterium bifidum ATCC 1696, Clostridium difficile VPI
10468, Clostridium perfringens ATCC 13124, Escherichia coli ATCC 25922,
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Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Methanobrevibacter smithii ATCC 35061 e
para os filos Bacteroidetes foi utilizado DNA de P. merdae ATCC 43184 e para
Firmicutes o DNA de Clostridium perfringens ATCC 13124, com oito pontos de
diluicdo e realizadas em duplicata. Foram consideradas as curvas que apresentaram
uma eficiéncia de 0,8-1,0.

As reacOes de amplificacbes foram realizadas em termociclador Rotor Gene
6000 (Corbett Life Science, Mort lake, New South Wales, Australia). A reacdo de
amplificacdo foi realizada em volume final de 20 pL contendo: 10 pL, de SYBR
Green PCR Master Mix 2X (contendo Tag DNA polimerase, tampéo para PCR, mix
de dNTP e SYBR — GoTag qPCR Master Mix - Promega Corporation, Brasil), 0,9 pL
da solucédo de cada iniciador (5 uM) (Tabela 1), 2 uL de DNA e 7,1 uL de agua ultra
pura (Promega, Brasil). As condicbes para amplificacdo foram: 1 ciclo de 95 °C por
10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e temperatura de anelamento dos
iniciadores (Tabela 1) por 30 segundos. Apds a ciclagem a curva de dissociacado
(“melting curve”) foi realizada para avaliar a presenca de produtos inespecificos
(“primers dimers”). Como controle negativo foi utilizado uma mistura da reacdo de
PCR sem DNA.

Figura 6 - Curva padréao de Bacteroides fragilis ATCC 25285.
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Figura 8 - Curva padrao de Parabacteroides distasonis ATCC 8503.
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Figura 11- Curva padrao de Clostridium difficile VPI 10468.
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Figura 12 - Curva padréo de Clostridium perfringens ATCC 13124.
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Figura 13 - Curva padrao de Escherichia coli ATCC 25922.
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Figura 16 - Curva padréo de Bacteroidetes.
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Figura 17 - Curva padrao de Firmicutes.

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99935

R"2=0,99869

11=-3,903

B=13431

Efficiency=0,80

dF sdaT

Concentration

3.3 Isolamento e identificacdo de E. coli comensais e diarreiogénicas

As amostras foram coletadas em coletores universais estéreis e transportadas
imediatamente ao laboratério. As fezes foram semeadas em agar MacConkey (BD,
Brasil) para o isolamento bacteriano de E. coli sendo incubadas a 37 °C por 18-24
horas. Para identificacdo foram selecionadas quatro colénias lactose positiva, e
mantidas em meio Luria-Bertani (LB) (BD, Brasil).

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fervura, a partir de 1 col6nia
cultivada em meio LB sendo ressuspendida em 200 uL de agua ultra pura estéril e
fervida por 20 minutos. Apos a fervura, o material foi centrifugado 14.000 x g por 10
minutos e os sobrenadantes (DNA) foram separados. A identificacdo de E. coli foi
realizada por PCR com oligonucleotideos especificos do gene 16S rRNA (MALINEN
et al., 2003) e a identificacdo de seus patotipos segundo Aranda et al., (2004 e
2007). As sequencias dos oligonucleotideos e as condi¢cdes de PCR encontram-se

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Sequéncias de oligonucleotideos para identificacdo de E. coli comensais

e diarreiogénicas.

Genes ) . ; Temperatura de
Patotipos Oligonucleotideos Tamanho dos produtos (pb)
alvo 5 3 anelamento (°C)
16S rRNA - F: GTT AAT ACC TTT GCT CAT TGA 50 340
R: ACC AGG GTA TCT AAT CCT GTT
eae EPEC F: CTG AAC GGC GAT TAC GCG AA 58 917
R: CCA GAC GAT ACG ATC CAG
bfp tEPEC F: AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 58 326
R: GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA
CVD432" EAEC F: CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT 58 630
R: CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGTT
aggR tEAEC F: GTA TAC ACA AAA GAA GGA AGC 50 254
R: ACA GAATCG TCA GCATCA GC
elt ETEC F: GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC 50 450
R: CGG TCT CTATAT TCCCTGT T
est ETEC F:ATTTTTCTT TCT GTATTGTCT T 50 190
R: CAC CCG GTA CAAGCAGGATT
ipaH EIEC F: GTT CCT TGA CCG CCT TTCCGATACCGT C 50 600
R: GCC GGT CAG CCA CCC TC TGA GAG TAC
stx1 STEC F: ATA AAT CGC CAT TCG TTG ACT AC 50 180
R: AGA ACG CCC ACTGAGATCATC
stx2 STEC F: GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC 50 255

R: TCG CCAGTTATC TGA CATTCT G

Gene eae (attaching and effacing lesions), gene bfp (bundle forming pillus), CVD 432 (Sonda), gene aggR (transcriptional
activator for the), genes elt e est (enterotoxinas de ETEC), gene ipaH (invasion plasmid antigen H), genes stx1 e stx2 (Toxina
de Shiga 1 e 2).
*-: ndo determinagdo dos patotipos; EPEC (E. coli enteropatogénica), EPECt (E. coli enteropatogénica tipica), EAEC (E. coli
enteroagregativa), EAEC, (E. coli enteroagregativa tipica), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasora) STEC
(E. coli produtora da toxina de Shiga).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 pL,

contendo: agua ultra pura, 2,5 puL de 10X de tampédo PCR, 1,0 uL MgClz (50 mM),
1,0 uL dNTP (20 pM), 0,25 pL de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil)
(0,5 V), 1,0 pL de cada iniciador (20 uM) (Tabela 2) e 5,0 uL de DNA. A amplificacao
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foi realizada no termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf, Alemanha) nas
seguintes condigdes: 1 ciclo de 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, temperatura de anelamento por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto; e
extensao final: 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos.

Foram utilizados como controles positivos: Escherichia coli ATCC 25922 e
cepas protétipos dos patotipos de DEC: EHEC EDL 933, ETEC H10407, EAEC 042,
EIEC 0O124:14, EPEC E2348/69 (Laboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan,
S&o Paulo) e como controles negativo as cepas de Bacteroides fragilis ATCC 25285
e E. coli K12 DH5a.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1%, corados
com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografados pelo sistema Kodak Scientific
System. Foram utilizados marcadores de peso molecular de 100 bp e 1kb Plus DNA
ladder (Invitrogen, Brasil). ApoOs identificagdo os isolados foram mantidos em meio
LB, congelados em Cryo Care (Key Scientific Products, Inc., EUA) e estocados a -80
°C.

As amostras positivas foram submetidas a reacdo de sequenciamento,
utilizando os mesmos iniciadores (Tabela 2). Os produtos de PCR foram purificados
com kit comercial llustra GFX (GE Healthcare Life Sciences do Brasil) e enviados
para sequenciamento (Centro de Estudos do Genoma Humano, Servigco de
Sequenciamento, IB-USP). As reacbes foram realizadas segundo sistema
MegaBACE 1000, utilizando DYEnamic ET Dye Terminator kit (Thermo Sequenase Il
DNA Polimerase). As sequencias obtidas foram analisadas pelos programas
Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd) e comparadas com as sequencias

depositadas no GenBank, com o auxilio do programa BLAST (NCBI).
3.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada pelo
método de microdiluicdo (CLSI, 2013), utilizando o meio Muller-Hinton (BD, Brasil).
As drogas testadas foram: ampicilina cefoxitina, ceftriaxona, meropenem,
ciprofloxacina, canamicina, cloranfenicol, nitrofurantoina, tetraciclina (Sigma-Aldrich
Co., EUA), levolofloxacina e tigeciclina (Pharmaceutical Research Institute, EUA). As
concentracdes dos antibibticos variaram de 0,25 a 256 pg/mL para isolados do grupo
controle e de 1 a 1024 pg/mL para os isolados do grupo com antibioticoterapia.

Meios sem drogas foram usados como controle de viabilidade do teste; e para
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controle de qualidade foram incluidas as cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

O in6culo foi padronizado para 1,5 x 108 células/mL com a escala 0,5 de
McFarland (BioMerieux, Brasil). A suspensdo bacteriana foi diluida (1,5 x 106
células/mL) e adicionado 50 uL em cada poc¢o na placa de microtitulacdo. As placas
foram inoculadas, em duplicata, e incubadas a 37 °C, por 18-24 horas.

O CIM foi determinado como a menor concentracdo de cada droga capaz de
inibir totalmente o crescimento bacteriano. Para auxilio da leitura das placas foi
utilizado como revelador o corante resazurina (0,002%) e incubado a 37 °C por 20
minutos. O corante resazurina apresenta sua cor natural azul marinho e permanece
desta mesma cor em po¢os em gue ndo ha o crescimento bacteriano. Quando ha
crescimento bacteriano, devido a acidificacdo do meio, o corante altera sua cor para

rosa.
3.5 Deteccao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos

Foram avaliados genes de resisténcia de diversas classes de antimicrobianos,
entre elas: aminoglicosideos (aac, ant); B-lactamicos (blactx-m, blatem, blakpc, blavp-1,
ampC); cloranfenicol (cmlA, cat, flor); nitrofurantoina (nfsA, nfsB); quinolonas (gnrB)
e tetraciclinas (tetA, tetB, tetC).

Todos os iniciadores para deteccdo dos genes de resisténcia foram
desenhados neste  estudo, utllizando os  programas  primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/). As sequencias dos oligonucleotideos e
as condicdes de PCR encontram-se descritos na Tabela 3.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 pL
contendo: agua ultra pura, 2,5 uL de 10X de tampéo PCR, 0,75 puL MgCl2 (50 mM),
1,0 uL dNTP (20 uM), 0,25 pL de Platinum Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Brasil)
(0,5 U), 1,0 pL de cada iniciador (20 uM) (Tabela 3) e 2,0 uL de DNA. A amplificacao
foi realizada no termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf, Alemanha) nas
seguintes condigdes: 1 ciclo de 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, temperatura de anelamento por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos; e
extensdo final: 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram
analisados em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e
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fotografados pelo sistema Kodak Scientific System. Foram utilizados marcadores de

peso molecular de 100 bp e 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Brasil).

Tabela 3 - Oligonucleotideos utilizados para deteccédo dos genes de resisténcia.

Classes de

Temperaturas

Tamanhos dos

C . Genes Oligonucleotideos de anelamento
antimicrobianos 5 — '3 (°C) produtos (pb)
aac F: CGA ACA GGT AGC ACT GAG CA 593
R: TGG CAC TGT GAT GGG ATA CG 62
Aminoglicosideos
ant F: ATC ATC CCG TGG CGT TAT CC
R: CTG GGC AGG TAG GCG TTT TA 62 372
blactx-m F: AAT GGG ACGATGT CACTGG C
R: GCC CGA GGT GAA GTG GTATC 59 215
blarewm F: TCC TTG AGAGTT TTC GCC CC
R: TTATCC GCC TCC ATC CAG TC 60 478
blakpc F: ATG TCA CTG TAT CGC CGT CT
B-lactamicos R: CGG TCG TGT TTC CCT TTAGC 63 646
blaymp-1 F: TTA GAA AAG GAA AAG TAT GAG
R: GCA ACG ACT TGT TAG AAAT 53 776
ampC F: CTT TCT GCT CTG CCT CCC TC
R: GCT GAT TGAA ACA CAG GGC G 60 167
cmlA F: ATC AGG CAT CCC ATT CCC AT
R: TGT CAT TTA CGG CAT ACT CG 58 456
cat F: TAT GGC AAT GAA AGA CGG TG
Cloranfenicol R: GGG ATT GGC TGA GAC GA 60 226
flor F: GGC TTT CGT CAT TGC GTC TC
R: CCATCT GGC GAC AAAGGA CT 58 565
nfsA F: ATT GAA GCG GTG ACG GAACT
R: TGC GTC TTTATC CAGCGG TT 60 159
Nitrofurantoina nfsb F: CCC GCT AAA TCT TCA ACC TG
R: AAA AGA GTG CGT CCA GGC TA 60 913
qnrB F: AAT GGC AGATTT CCG CAA CG
Quinolonas R: CCA ATCA CAG CGATGC CAA G 62 426
tetA F:CTTTCCTTT GGG TTC TCT AT
R: CAAATG CGG CAAGCG AAAT 57 500
o tetB F: CAC TAA ATG GGG CGA AAA AA
Tetraciclinas R: CTA AGC ACT TGT CTC CTG TT 59 400
tetC F: GAC TAT CGT CGC CGC ACT TA 61 366

R: TCGTCATCT ACCTGC CTG GA

Foram utilizados como controle positivo: Klebsiella pneumoniae 1AL 922/11

(Centro de Bacteriologia, Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo) para blactx-wm, blatem,

blaxkec; K. pneumoniae KpBV-1 (Laboratorio de Resisténcia Bacteriana e Alternativas
Terapéuticas, ICB-USP) para blawve1, K. pneumoniae IAL 1064/13 (Centro de

Bacteriologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo) para ampC, Enterobacter cloacae
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284 (Laboratorio Especial de Microbiologia Clinica - LEMC, Universidade Federal de
Sdo Paulo) para gnrB. Para os demais genes utilizou-se como controle positivo
amostras positivas que foram confirmadas por sequenciamento conforme descrito no
item 3.3.

3.6 Tipagem Molecular por AP-PCR

A diversidade genética dos isolados de E. coli comensal e diarreiogénica de
ambos os grupos, foi determinada pela técnica de AP-PCR segundo Williams et al.,
(1990), utilizando o oligonucleotideo arbitrario OPA-09 (GGG TAA CGC C).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 L,
contendo: agua ultra pura, 2,5 pyL de 10X de tampédo PCR, 1,5 yuL MgCl2 (50 mM),
1,0 uL dNTP (20 uM), 0,25 uL de Platinum Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Brasil)
(0,5 U), 1,0 pL do iniciador (20 uM) e 5,0 pL de DNA. A amplificacao foi realizada no
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) nas seguintes
condic@es: 1 ciclo de 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 36 °C
por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos; extensao final: 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos.
As cepas Escherichia coli ATCC 25922 e Bacteroides fragilis ATCC 25285 foram
incluidas nas analises.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1%, corados
com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografados pelo sistema Kodak Scientific
System. Foram utilizados marcadores de peso molecular de 100 bp e 1kb Plus DNA
ladder (Invitrogen, Brasil). Os diferentes perfis genéticos foram analisados e
construido dendrogramas com auxiliio do programa NTSYS (Applied Biostatitics, Inc.

versao 2.21) utilizando o coeficiente de SM (Simple Matching).
3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através dos testes de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis utilizando nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados
nominais foram analisados utilizando o teste de Chi-quadrado e para as correlagbes
foi utilizado o teste de Spearman. As analises foram obtidas com os programas
estatisticos GraphPad Prism version 6.0 for Windows (GraphPad Software, La Jolla
California, USA) e BioStat 2009 verséo 5.3.5.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise quantitativa por gPCR das amostras fecais

A analise quantitativa dos microrganismos foi realizada a partir das fezes por
gPCR em ambos o0s grupos, e o0s resultados estdo expressos na Tabela 4
apresentados em valores da mediana do logio do numero de coOpias/gramas de

fezes.

Tabela 4 - Determinagédo quantitativa dos microrganismos nas amostras fecais das

criancas do grupo controle e antibioticos.

Nimero de amostras positivas

Microrganismos Mediana logio nimero de cépias (desvio interquartilico) Valor de p
Controle (n=30) Antibioticos (n=31)
Bifidobacterium spp. 30 (7,29 [7,89]) 29 (4,62 [6,83]) 0,0002
Lactobacillus spp. 27 (5,52[5,84]) 31 (5,91[6,14]) 0,0092
B. fragilis 30 (6,60 [8,02]) 29 (4,69 [7,24]) 0,0055
B. vulgatus 30 (7,12 [7,99]) 31 (4,29 [7,55]) 0,0901
P. distasonis 29 (3,82 [6,06]) 30 (4,12 [5,44)) 1
P. merdae 29 (7,27 [7,94]) 31 (4,58 [7,87]) 0,17
C. difficile 29 (3,00 [3,96)]) 26 (1,67 [3,30]) 0,07
C. perfringens 29 (5,84 [6,28]) 31 (4,37 [5,44]) <0,0001"
E. coli 30 (7,68 [8,19]) 31 (5,89 [8,04]) 0,0268"
M. smithii 28 (4,51 [7,12]) 19 (4,29 [4,79]) 0,0444
Bacteroidetes 30 (8,93 [9,21)]) 31 (8,90 [9,20]) 0,3634
Firmicutes 30 (8,42 [8,69]) 31 (7,86 [8,25]) 0,0009"

* Nivel de significancia do teste de Mann-Whitney (p< 0,05).

As amostras das criancas do grupo controle quando comparadas com o grupo
tratado com antibiéticos apresentaram diferencas estatisticas significantes para:
Bifidobacterium spp. (p = 0,0002), B. fragilis (p = 0,0055), C. perfringens (p =
<0,0001), E. coli (p = 0,0268), Lactobacillus spp. (p = 0,0092), M. smithii (p = 0,0444)
e Firmicutes (p = 0,0009). A dispersdo desses microrganismos entre 0S grupos

estudados € observada na Figura 18.
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Figura 18 - Disperséo dos microrganismos com significancia estatistica.

1.0x10% -
°
1.0x10%® - ° .
°
o0
1.0x0% % 0 XY
o YL
g -~ .
Nootoar o e 2
— ° o .
o [ 1]
I lﬁ. .30. o
2} -
8 1.0x10% b _,:S_ . . -
s ”.. o“% (1)
§7 o ° o *
a 1.040 b :’ o L4 ®o0 ® Lactobacillus
.\g . . . —0—..~ — C. perfringens
2 —_— -
" 1.05x10% - % ® Bifidobacterium
© L) -
o B. fragilis
o - b
IS 1.0<10 b E. coli
S °
< M. smithii
1.00% o Firmicutes
1.0x10% - °
1.0x10% T T T T T T T T T T T T T T
@] e ] X @] @] X @] X
o o & & <& & & S N N N & &
N4 Nig 096 QQQ) ‘Z}\\ ®® Q;‘\& Q;‘\& Qf’o Q}’o @?’& @?’& & &

Microrganismos

C: grupo controle; A: grupo antibioticos.
Teste Mann-Whitney (p <0,05).

De todos os microrganismos avaliados apenas Lactobacillus spp. e P.
distasonis apresentaram maior quantificacdo no grupo com antibiéticos quando
comparados com grupo controle, 0 que sugere que provavelmente os antibiéticos
utilizados nesse grupo nao tenham exercido efeito sobre esses microrganismos se
observarmos as quantificacdes com os outros microrganismos avaliados (Tabela 4).

A correlagcdo entre a quantificacdo dos microrganismos de cada grupo foi
avaliada através do teste de Spearman. A correlagdo quando presente foi
caracterizada variando de fraca a forte (Tabelas 5 e 6). Correlagéo fraca e moderada
foi verificada no grupo controle em diversos microrganismos, exceto em
Bacteroidetes, C. perfringens, M. smithii e P. merdae. No grupo antibiéticos apenas
E. coli e Lactobacillus spp. nao tiveram correlacées com 0s outros microrganismos.
Ainda nesse grupo foi observada diversas correlacdes fortes, sendo B. fragilis, M.

smithii e P. distasonis 0os microrganismos com maiores numeros de correlagdes.



Tabela 5 - Correlacdo de Spearman (rS) e nivel de significancia (valor de p) entre os microrganismos do grupo controle.
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Bifidobacterium

Lactobacillus

Controle spp spp B. fragilis  B.vulgatus P.distasonis P.merdae C. perfringens C. difficile E. coli M. smithii ~ Bacteroidetes Firmicutes
Bifidobacterium 0,164 0,122 0,414 0,191 0,170 0,243 0,277 -0,069 0,072 0,151 -0,066
spp. p=0,386 p=0,518 p=0,022 p=0,310 p=0,367 p=0,194 p=0,137 p=0,716 p=0,703 p=0,425 p=0,726
Lactobacillus 0,164 0,123 0,137 0,192 -0,165 0,011 0,309 0,134 0,055 0,351 0,267
spp. p=0,386 p=0,513 p=0,469 p=0,309 p=0,382 p=0,952 p=0,096 p=0,478 p=0,772 p=0,056 p=0,152
B. fragilis 0,122 0,123 0,086 0,256 0,334 0,129 0,164 0,457 -0,165 -0,050 0,003
p=0,518 p=0,513 p=0,649 p=0,170 p=0,070 p=0,496 p=0,384 p=0,011 p=0,382 p=0,790 p=0,984
B. vulgatus 0,414 0,137 0,086 0,295 0,182 -0,033 0,038 0,378 -0,014 -0,010 -0,193
p=0,022 p=0,469 p=0,649 p=0,112 p=0,335 p=0,861 p=0,838 p=0,038 p=0,937 p=0,958 p=0,306
P distasonis 0,191 -0,165 0,256 0,295 0,462 -0,099 -0,084 0,400 0,290 0,125 0,229
p=0,310 p=0,382 p=0,170 p=0,112 p=0,009 p=0,601 p=0,656 p=0,028 p=0,119 p=0,509 p=0,221
P merdae 0,170 0,192 0,334 0,182 0,462 -0,028 -0,053 0,211 -0,146 -0,058 -0,007
p=0,367 p=0,309 p=0,070 p=0,335 p=0,009 p=0,880 p=0,780 p=0,261 p=0,440 p=0,756 p=0,969
. 0,243 0,309 0,129 -0,033 -0,099 -0,028 0,195 -0,134 -0,012 -0,160 0,117
C. perfringens
p=0,194 p=0,964 p=0,496 p=0,861 p=0,601 p=0,880 p=0,300 p=0,478 p=0,948 p=0,397 p=0,537
C. difficile 0,277 0,011 0,164 0,038 -0,084 -0,053 0,195 -0,085 0,215 0,341 0,472
p=0,137 p=0,952 p=0,384 p=0,838 p=0,656 p=0,780 p=0,300 p=0,652 p=0,252 p=0,064 p=0,008
E col -0,069 0,134 0,457 0,378 0,400 0,211 -0,134 -0,085 -0,118 0,041 -0,061
p=0,716 p=0,478 p=0,011 p=0,038 p=0,028 p=0,261 p=0,478 p=0,652 p=0,534 p=0,827 p=0,746
M. smithi 0,072 0,055 -0,165 -0,014 0,290 0,146 -0,012 0,215 -0,118 0,071 0,304
p=0,703 p=0,772 p=0,382 p=0,937 p=0,118 p=0,440 p=0,948 p=0,252 p=0,534 p=0,706 p=0,101
Bacteroidetes 0,151 0,351 -0,050 -0,010 0,125 -0,058 -0,160 0,341 0,041 0,071 0,220
p=0,425 p=0,056 p=0,790 p=0,958 p=0,509 p=0,756 p=0,397 p=0,064 p=0,827 p=0,706 p=0,242
Firmicutes -0,066 0,267 0,003 -0,193 0,229 -0,007 0,117 0,472 -0,061 0,304 0,220
p=0,726 p=0,152 p=0,984 p=0,306 p=0,221 p=0,969 p=0,537 p =0,008  p=0,746 p=0,101 p=0,242

Em destaque — correlag@es significantes; considerar o rS; nula: 0 -0,2; fraca :0,21-0,40; moderada:0,41-0,60; forte: 0,61-0,8; perfeita >0,81. p (<0,05



Tabela 6 - Correlacdo de Spearman (rS) e nivel de significancia (valor de p) entre os microrganismos do grupo antibioticos.

55

Antibiotico Bifidobacterium Lactobacillus . ) ) ) o ) o ) o
spp. spp. B. fragilis  B.vulgatus P.distasonis P.merdae C. perfringens C. difficile E. coli M. smithii  Bacteroidetes  Firmicutes
Bifidobacterium 0,138 0,420 0132 0171 0,046 0,346 0,046 0,051 0,371 20,091 0,364
Spp. p=0,456 p=0,020 p=0,486 p=0,365 p=0,367 p=0,060 p=0,805  p=0,787  p=0,043 p=0,630 p=0,047
Lactobacillus 0,138 0,391 0,003 0,081 0,089 0,086 0,322 0,104 0,314 0,035 0,067
Spp. p=0,456 p=0.456 p=0,615 p=0,664 p=0,633 p=0,642 p=0,076  p=0,574  p=0,084 p=0,849 p=0,717
B. fragilis 0,420 0,039 0,334 0,616 0,185 0,533 0,288 0,136 0,411 0,194 0,302
p=0,020 p=0,029 p=0,070 p=0,002 p=0,327 p=0,002 p=0,122  p=0,470  p=0,023 p=0,302 p=0,103
B. vulgatus 0,132 0,003 0,334 0,418 0,182 0,458 0,079 -0,004 0,066 0,192 0,234
p=0,486 p=0,615 p=0,070 p=0,021 p=0,335 p=0,010 p=0,675  p=0,980  p=0,728 p=0,308 p=0,212
P. distasonis 0,171 -0,089 0,616 0,418 0,462 0,470 0,282 0,013 0,477 0,372 0,399
p=0,365 p=0,633 p=0,0002  p=0,021 p=0,009 p=0,008 p=0,130  p=0,945  p=0,007 p=0,042 p=0,028
P. merdae 0,046 0,081 0,185 0,280 0,478 0,085 0,004 -0,004 0,544 0,466 0,207
p=0,809 p=0,066 p=0,327  p=0,133 p=0,007 p=0,651 p=0,980 P70982 0001 p=0,009 p= 0,272
C. perfringens 0,346 0,322 0,533 -0,033 0,470 0,028 0,493 0,107 0,165 0,078 0,634
p=0,060 p=0,076 p=0,002  p=0,861 p=0,008 p=0,880 p=0,003 PT0572 0382 p=0,680 p=0,001
C. difficile 0,046 0,086 0,288 0,458 0,282 0,053 0,493 0,112 0,126 0,300 0,268
p=0,805 p=0,642 p=0,122 p=0,010 p=0,130 p=0,780 p=0,005 p=0,553  p=0,504 p=0,106 p=0,151
E. coli 0,051 0,104 0,136 -0,004 0,013 0,211 0,107 0,112 0,343 0,115 0,269
p=0,787 p=0,574 p=0,470 p=0,980 p=0,945 p=0,261 p=0,572 p=0,553 p=0,062 p=0,543 p=0,149
M. smithii 0,371 0,314 0,411 0,066 0,477 0,146 0,165 0,126 0,343 0,407 0,389
p=0,043 p=0,084 p=0,023 p=0,728 p=0,007 p=0,440 p=0,382 p=0,504  p=0,062 p=0,025 p=0,316
Bacteroidetes -0,001 0,035 0,194 0,192 0,372 -0,058 0,078 0,300 0,115 0,407 0,084
p=0,630 p=0,849 p=0,302 p=0,308 p=0,042 p=0,756 p=0,680 p=0,106  p=0,543  p=0,025 p=0,657
Firmicutes 0,364 0,067 0,302 0,234 0,399 -0,007 0,634 0,268 0,269 0,189 0,084
p=0,047 p=0,717 p=0,103 p=0,212 p=0,028 p=0,969 p=0,001 p=0,151  p=0,149  p=0,316 p=0,657

Em destaque — correlag@es significantes; considerar o rS; nula: 0 -0,2; fraca :0,21-0,40; moderada:0,41-0,60; forte:

0,61-0,8; perfeita >0,81. p (<0,05).
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Analisando a quantidade de antibiéticos utilizados pelas criancas e os valores
obtidos no gPCR, observou-se que o numero de antibiético ndo exerceu grande
influéncia entre as quantificacdes dos microrganismos; exceto para Bifidobacterium
spp. e P. distasonis que quando comparado nas criangas que tomavam 1 antibiético
com aquelas que tomavam 2 ou 3; a quantidade influenciou nos valores de niumero

de cépias (p <0,05) como mostra a Figura 19.

Figura 19 - Quantidade de antibidticos utilizados e a quantificacdo de P. distasonis e

Bifidobacterium spp.
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Teste Kruskal-Wallis (p <0,05).

Sobre o padrdo de microrganismos detectado em cada grupo, verificou-se
gue os 12 microrganismos estudados foram detectados em 23 (76,6%) criancas do
grupo controle e 19 (61,2%) criancas do grupo tratado com antibiéticos (Tabela 7 e
Apéndice 2). O grupo antibiéticos ainda apresentou um padrdo para 11
microrganismos em 8 criancas e 0 grupo controle em 2 criancas, sendo diferenciado
dos outros padrbes pela auséncia de M. smithii. Os demais padrbes de

microrganismos foram bem distintos para cada grupo.
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Tabela 7 - Padrédo de microrganismos detectados por qPCR nas amostras dos

grupos controle e antibidticos.

Amostras fecais

Padrdes de microrganismos por gPCR Total detectado Controle Antibiéticos
(n=30) (n=31)

Bif, Lac, Bf, Bv, Pd, Pm, Cd, Cp, Ec, Ms, Bact, Firm 12 23 19

Bif, Lac, Bf, Bv,Pd, Pm, Cd, Cp, Ec, Bact, Firm 11 2 8
Bif, Lac, Bf, Bv, Pm, Cd, Cp, Ec, Ms, Bact, Firm 11 1
Bif, Bf, Bv, Pd, Pm, Cd, Ec, Ms, Bact, Firm 10 1
Bif, Bf, Bv, Pd, Pm, Cd, Cp, Ec, Ms, Bact, Firm 11 2
Bif, Lac, Bf, Bv, Pd,Cd, Cp, Ec, Ms, Bact, Firm 11 1

Bif, Lac, Bv, Pd, Pm, Cd, Cp, Ec, Bact, Firm 10 1

Bif, Lac, Bf, Bv, Pm, Cd, Cp, Ec, Bact, Firm 10 - 1

Lac, Bf, Bv, Pd, Pm, Cd, Cp, Ec, Bact, Firm 10 1

Lac, Bv, Pd, Pm, Cd, Cp, Ec, Bact, Firm 9 - 1

Bif - Bifidobacterium spp., Lac - Lactobacillus spp., Bf - B. fragilis, Bv - B. vulgatus, Pd - P. distasonis, Pm - P. merdae, Cd - C.
difficile, Cp - C. perfringens, Ec - E. coli, Ms - M. smithii, Bact - Bacteroidetes, Firm - Firmicutes.

4.2 Isolamento e identificacdo de E. coli comensal e diarreiogénica

Das 61 amostras de fezes coletadas foram identificadas E. coli por 16S rRNA
(Figura 20) em: 26 criancas (86,7%) do grupo controle e 23 (74,2%) do grupo com
antibiéticos. Em relacdo ao nimero de bactérias isoladas, foi verificado 49 isolados
no grupo controle e 47 no grupo com antibidticos.

Em relacdo & presenca de DEC nas amostras estudadas foram identificadas
no grupo controle 14 (46,7%) criangas portando os seguintes patotipos: 7 (50%) com
EAEC atipica e 1 (7,14%) com EAEC tipica, 3 (21,4%) com EPEC atipica, 2 (14,3%)
com ETEC-LT, 1 (7,14%) com STEC stx1 e 1 (7,14%) com STEC stx2. No grupo
com antibidticos detectou-se DEC apenas em 3 (9,7%) criancas sendo: 2 (66,6%)
com EPEC atipica e 1 (33,3%) com EAEC atipica (Figura 21).
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Figura 20 - Deteccéo do gene 16S rRNA para identificacao de E. coli.
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Colunas: (1) controle positivo E. coli ATCC 25922; (2-6) amostras clinicas positivas; (7) padrdo de peso molecular 1 kb DNA
Ladder (Invitrogen); (8) amostra clinica negativa; (9) controle negativo B. fragilis ATCC 25285.

Figura 21 - Frequéncia das criangas portadoras de DEC entre os grupos controle e

antibioticos.
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Vale ressaltar que em nossos resultados foi observado uma crianga (grupo
controle) portadora de dois patotipos sendo: um isolado EPEC atipica e um isolado
STEC-stx2 ambos confirmados por sequenciamento, apresentando 93 e 99% de
identidade com as sequéncias dos genes eae e stx2 depositadas no GenBank
(acesso: NC 011601.1 e M21534.1) (Figura 22) (Anexo 1).

Figura 22 - Analise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para 0s genes
eae e stx2.

eae stx2

Escherichia coli O127-H6 str. E2348/69 chromosome, complete genome E coli slt-llvA and slt-lIvB structural genes encoding shinga-like toxin variants IIA and IIB, complete cds
Sequence ID: ref|[NC_011601.1] Length: 4965553 Number of Matches: 1

Sequence ID: gb|M21534. 1[ECOSLTIIV Length: 1890 Number of Matches: 1

Range 1: 4111722 to 4112581 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand Range 1: 977 to 1348 GenBank Graphics

1325 bits(717) 0.0 799/862(93%) 9/862(1%) Plus/Minus eetiiaithizn)

Score Expect Identities Gaps Strand

Features: intimin Esen 665 bits(360) 0.0 368/372(99%) 2/372(0%) Plus/Plus
Query 6 GCTGGT-A-CAGGCTTCGTCACAGTTGCAGGCCTGGTTACAACATTATGGAACGGCAGA 63

; i ntinniienisinmntnamnion Query 9 CTTT-AT-ATATATCAGCGATACTTGGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCAT 66
Sbjct 4112581 CGCTGGTAACCAGGCTTCGTCACAGTTGCAGGCCTGGTTACAACATTATGGAACGGCAGA 4112522 HIHI IR nnnm
e e G TTAATCTGCAGAGTGATAAT ARCTTTGACGGTAGTTCACTGRACTTCTTATTACCETT 123 Shjct 977  TCCTTTAATAATATATCAGCGATACTTGGTACTGTGGCCGTTATACTGAATTGCCATCAT 1036

|HHHHHllHHHlHHl\l\ll||HHHHHHHHHHHHHH
Sbjct 4112521 GGTTAATCTGCAGAGTGGTAATAACTTTGACGGTAGTTCACTGGACTTCTTATTACCGTT 4112462 Query 67 CHGGECGCGCGTTCTETTCGCGCGTGANTGAAGAGAGTCAACCAGAATGTCAGATARCT 126
Query 122 GAAAAAATGCTGGCATTTGGTCAGGTCGGAGCGCGTTACATTGACTCCCG 183 | CCLCLECELERELERELELELECEET LT LEEELELELELELETEEETELT T

| \ | \ [ | \ | \ | \ Il \ 111 | \ I \ LETULLTLLEELLTELELELELELEELETTTLTTTETT] Sbjct 1037 CAGGGCGCGCGTTCTGTTCGCGCCGTGAATGAAGAGAGTCAACCAGAATGTCAGATAACT 1096

Sbjct 4112461 GGCATTTGGTCAGGTCGGAGCGCGTTACATTGACTCCCG 4112402
Query 184 CTTTACGGCAAATTTARGTGCGGGTCAGCGTTTTTTCCTTCCTGAARATATGTTGGGCTA 243 Query 127 CCCGTTATAARAATAAACAATACATTATGGGAAAGTAATACAGCAGCAGCG 186
- ittt iyt HIHHIHHHIHHHIHHHIHHIHHH!MHHHIHHIH\H

jct 4112481 CTTTACGGCAAATTTAGGTGCGGGTCAGCGTTTTTTCCTTCCTGAAAATATGTTGGGCTA 4112342 SDth 1097 GCCCGTTATAAAAATAAACAATACATTATGGGARAGTAATACAGCAGCAGCG 1156
e itiitintiintiihindin ittt
Sbjct 4112341 TAACGTCTTCATTGATCAGGATTTTTCTGGTGATAATACCCGTTTAGGTATTGGTGGCGA 4112282 Query; 187 i lfﬁﬁﬁ?ﬁ‘ﬁﬁ’m‘e‘cﬂﬂﬂﬂﬁ’h‘fﬁﬂ?ﬁ‘{?mﬁﬁﬂﬁ?ﬁﬁ 248
Query 304 A-r;.ﬂ?s‘?q‘,lm‘ﬁ-‘r?rn CAAAAGTAGTGTTAACGGCTATTTCCGCATGASCGGCTGGCA 363 Sbjct 1157 TTTCTGAACAGAAAGTCACAGTCTTTATATACAACTGGTGAATGAAAGGAGTTAAGAATG 1216

LLLELEETLLE L LT ULV ELEEEELEEELEEL TELEITLL]
TTT

Sbjct 4112281 ATACTGGCGAGACTATTTCAAAAGTAGTGTTAACGGCTATTTCCGCATGAGCGGCTGGCA 4112222 Query 247 AAGANGATGTTTATAGCGGTTTTATTTGCATIGGTITCTGTTAATGCATGGCGACAGAT 326
Quecy. 364 ACARTARGRARGACTATGATGAGTOCC CAGCAMATCOCTICGRIATCCOITE, 423 R AR
HH[HHH||\|\|HHH||\H||||HHHHlHlHHHHlHHHl s A A -
Sbjct 4112221 TGAGTCATACAATAAGAAAGACTATGATGAGCGCCCAGCAAATGGCTTCGATATCCGTTT 4112162 Sbjct 1217 AAGRAGATGTTTATAGCGGTTTTATTTGCATTGGTTTCTGTTAATGCAATGGCGGCGGAT 1276
Query 424 TAATGGCTATCTGCCATCATACCCGGCATTAKGTGCCAAGCTGATGTATGAGCAGTATTA 483 Query 307  TGTGCTAAAGGTAAAATTGAGTTTTCCAAGTATAATGAGGATAATACCTTTACTGTGAAG 366
; TAMSLTAT AT A TAL b At Ak dhterirbiddhd At LT
Sbjct 4112161 TAATGGCTATCTGCCATCATACCCGGCATTAGGTGCCAAGCTGATGTATGAGCAGTATTA 4112102 : |
Sbjct 1277 TGTGCTAAAGGTARAATTGAGTTTTCCAAGTATAATGAGGATAATACCTTTACTGTGAAG 1336
DO kit i N
Sbjct 4112101 TGGTGATAATGTTGCTTTGTTTAATTCTGATAAGCTGCAGTCGAATCCTGGTGCGGCGAC 4112042 Query 367 GTGTCAGGAAGA 378
Query 544 CGTTGGTGTANACTATACTCCGATTCCTCTGGTGACGATGGGGATCGATTACCGTCATGG 603 ; L1

iR Slijess 3337 GTGICAGGANGA 11344

Os outros patotipos encontrados em ambos os grupos (controle e antibioticos)
também foram sequenciados apresentando 99-100% de similaridade EAEC
(NC_018666.1), ETEC (S6073.1), STEC-stx1 (NC_002695.1) (Figura 23).

Figura 23 - Analise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para 0s genes
aggR, elt, stx1.

aggR elt

Escherichia coli O104:H4 str. 2011C-3493 plasmid pAA-EA11, complete sequence heat-labile enterotoxin A subunit, heat-labile enterotoxin B subunit [Escherichia coli, 21d, Genomic, 1275 nt]
Sequence ID: ref[NC_018666.1] Length: 74217 Number of Matches: 3 Sequence ID: gblS60731.1IS60731 Length: 1275 Number of Matches: 1
Range 1: 6186 to 8199 Genfank Graphics W Next Match Range 1: 170 to 818 GenBank Graphics
re Identities Gaps Strand core Expact Tdentities Gaps Steand
3609 bits(1954) 1997/2017(99%) 5/2017(0%) Plus/Plus 1184 bits(641) 0.0 646/649(99%) 0/649(0%) Plus/Plus
Query 526 CAGCGATTGTAATCACATTCGATATAATTARACACTSTTSCCCGCATTATITCCCGSCTS 585 Query 10 AAACOTTCCOOAGOTCTTATOCCCAGAGGACATAATGAGTACTTCGATAGAGEAACTCIA 69
=z . HIIIIHHIIIIHHHIII\\HIIIIHHHHH\HIIIIHHHIIHH \IHIHI\HIIHHHIHHHIHIHHHIH\\HIHHHIH\l
Soict 6186 CAGGATTOTAATCAATTCSATATAHAMEALEHELLLSLAATHELLSEHS 245 sogct 170 AAHIMEEHARUEU UGN, 220
Query 586 ATARAATGTT. GACATTCCACTTTCAGCGARTGARAGARCCTTTCCACGCAS 635 Query 70 ATOAATATTAATCTITATOATCACGCGASASGAACACAMMCCGACTTTATCAGATATGAT 126
HIIIIHHHIH HII LITEITL \HIII!HHIHIIHHIIIHH e HHIHHIHHHIHll\l\l\ HHHHHHIIHHHHIH
Sbjct 6246 AAAATGTTCTTCGTGGAGACATTCCACTTTCAGCGAATGAAAGAACCTTTCCACGCAG 6305 Sbjct 230 ATGAATATTAATCTTTATGATCACGCGAGAGGAACA LHTGTCAGATATEAT 289
Query 646  GCATTATCOTAGCAGTATCCCTTGOCGCGCA TATTGGCGATATGCCARCA 705 Query 130 GACGOATATGTTTCCACTTCTCTTAGTTTSAGMGTGCTCACTTAGEAGGACAGTCTATA 189
hintab ot i T ] A TELLCCLCL R T T LETITET
soice o305 GLAHAHELHIIIIEALITTLLLE UL INVEEEE (T o Sodct 290 GALGGATATOHTEACHUT AL HEAMMASHAL ASASGALAS AT 540
R 7000 RIAGOOUTATGACE e AGOCTICES, TS Query 190 TTATCAGGATATTCOACTTACTATATATATSTTATAGCGACAGCACCAMATATETTTAT 249
Query it ni i ahtinnnimiinnine i \I\HHHHIHIHHHHH\IHHIHHIHHIHHIHHHI\H.
Soict 6365 T--GAGTATCACLETETCTGOOLOATALTEAGCLESLACTLLLAARATGAAGGALTALLS 422 SPISt 350 TIATCAGGATATICCACTTACTATATATATGTTATAGCGACAGCACCAAATATGTTTAAT | 509
QuEry 768 TTCETATECAMAGCOTOTTTACCSCATATGAGCAAMATASTCTETTET GTTACAT 225 Query 250 QTTAATEATGTATIAGGCOTATACASCCCTCACCCATATGAACAGSAGGTTTCTOCGTTA 300
O i iy R e soscr ar0 GHALHARHAHARI RO DU IMUL AL oo
e TS AT T e o anss = hondbeeiiinivintntitinnnninitiiitinitiitin i
s i 0
Sbjct 6483 GACAAACCATCACH TAA CC 6542 et 476, oq Tary B 3z
. . Query 370 GAACATTACATCOTAACAGGGARTATAGAGACCGOTATTACAGAAATCTGARTATAGET 420
Query 886 e AT OaC T T TCAGT T TaG T TOCOATAATAGC CTGCGAGTTA 945 Rt \IH il
nthtinniattnitinninn INERNYEEN) Sbict 530 GAACGATTACATCGTAACAGGGAATATAGAGACCOGTATTACAGAAATCTGAATATAGLT 589
Sbjct 6543 AGCGTTGGTGTTCCGATGGCTTTGAGTTTGGTTGCGATGATAGCGAAAAACTGCGAGTTA 6602 N
‘ Query 430 CTOGCAGAGOATGGTTACAGATTAGCAGGITTC ass
Query 946 COTTCTCCCTERACTOTTOCOATCOTOAAGCTATAGACTAGACTACAAT TAAG 1005 T TACAOATTA iyt
RN AR NRANNNRY THLETTLL 11 i 1l I II 1 \ | \ Sbjct 590 CCGGCAGAGGATGGTTACAGATT) AGC GGTTTCCCACCGGATCACCAAGCTTGG: 649
Sbjct 66e3 GTTCTCCCTGGACTGTTGCGATCGTGAAGC TATAGACTGGGL TTA AAC 6662
Query 498 GAACCCTGGATTCATCATGCACCACAAGGTTGTGGAAATTCATCAAGAACAATTACAGGT 549
Query 1006 CCCTCTCTGGAAAT GGCAAGAACACGAT. CTTATTGTAATTATAAGC 1065 LEEELEEREE R et e iinnt HHIHIIH THLLITLILL
N HIIIHHHI!I\HHIII\\HIIIIHHIII!HHIIIHHIIIIH | Sbjct 650 GAACCCTGGATTCATCATGCACCACAAGGTTGTGGAGATTCATCAAGAACAATTACAGGT 709
soict 6663 CeitotlIdAMTAAGELARGALL NG 6722
Query 550 GATACTTGTAATOAGGAGACCCAGRATCTOAGCACRATATATCTCAGGAMATATCARTEA | 609
Query 1066 GTAAAAATTATATCCTACATGACGATGTGGAAATTAATAAACGTATTTTATATGAGTTAA 1125 \ | \ \ | \ l ILELLEIELLL | \ [y LULLLLLTLL \ L \ \ 1
" . HIIIIH\IHIIHHIIIIHHIIIHHIKIHHHIIIHIIIIIH Sbjct 710 TGTAATGAGGAGACCCAGAATCTGAGCACAATATATCTCAGGAAATATCAATCA 769
sejct 6723 HEHALIALEL HAMAASHATHCAMEASHAL 6782 ’ N
we 6o TGO Ty o0
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stx1

Escherichia coli O157:H7 str. Sakai chromosome, complete genome
Sequence ID: refINC_002695.1] Length: 5498450 Number of Matches: 1

Range 1: 2925507 to 2925716 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
388 bitS(ZlO) 2e-105 210/210(100"‘{0) 0/210(0%} p|l)S,"MiﬂUS
Features: Shiga toxin I subunit A

Query 1 ATGARAATAATTATTTTTAGAGTGCTAACTTTTTTCTTTGTTATCTTTTCAGTTAATGTG 60

, (LCELEREEECLELEEEEE L L PR ELEE TR
Sbjct 2925716 ATGAAAATAATTATTTTTAGAGTGCTAACTTTTTTCTTTGTTATCTTTTCAGTTAATGTG 2925657

Query 61 GTTGCGAAGGAATTTACCTTAGACTTCTCGACTGCAAAGACGTATGTAGATTCGCTGAAT 120

, CLERCELLEEELEEELEV LT EE LT EEEEEEEREL LRI EEEELLL ]
Sbjct 2925656 GTTGCGAAGGAATTTACCTTAGACTTCTCGACTGCARAGACGTATGTAGATTCGCTGAAT 2925597

Query 121 GTCATTCGCTCTGCAATAGGTACTCCATTACAGACTATTTCATCAGGAGGTACGTCTTTA 18

. CLCLLECLPERELELELERE LT LEL L ELEC LT TEELEL L]
Sbjct 2925596 GTCATTCGCTCTGCAATAGGTACTCCATTACAGACTATTTCATCAGGAGGTACGTCTTTA 2925537

Query 181 CTGATGATTGATAGTGGCACAGGGGATAAT 210

CCCEEERPTELELELELELTTRLTLLL
Sbjct 2925536 CTGATGATTGATAGTGGCACAGGGGATAAT 2925507

A partir da cultura das 61 amostras foram obtidos 96 isolados, sendo 75 de E.
coli comensal (65,3% no grupo controle e 91% no grupo com antibidticos) e 21
identificadas como DEC (34,6% no grupo controle e 8,5% no grupo antibiéticos). Os

isolados de DEC de ambos o0s grupos estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Porcentagem de isolados de E. coli diarreiogénica entre as criancas do

grupo controle e antibioticos.

E. coli Controle (n=49) Antibiéticos (n=47)
diarreiogénica n (%) n (%)
EPEC atipica 4 23,6 2 50
EAEC atipica 8 a7 2 50
EAEC tipica 1 59 -
ETEC-LT 2 11,8 -
STEC-stx1 1 59 -
STEC-stx2 1 5,9 -
Total 17 34,6 4 8,5

EPEC (E. coli enteropatogénica), EAEC (E. coli enteroagregativa), ETEC-LT (E. coli enterotoxigénica), STEC (E. coli produtora
da toxina de Shiga).
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4.3 Determinacédo da susceptibilidade e padrdo dos genes de resisténcia aos

antimicrobianos

A leitura de todos os testes de susceptibilidade (microdiluicdo) foi realizada

utilizando corante revelador resazurina (Figura 24).

Figura 24 - Leitura de placa de microdiluicdo com resazurina.

hgimL 1024 512 256 12

e ~ar.
. o

Concentragdo das drogas variando de 1-1024 pg/mL (grupo antibiético); CV: controle de viabilidade dos isolados.

Azul: sem alteragdo da cor (sem crescimento); rosa: com alteracéo da cor (presenca de microrganismos).

Os valores de CIM para os 11 antimicrobianos testados, frente aos 96
isolados de E. coli das criancas com e sem tratamento com antibioticos, estdo
dispostos na Tabela 9.

No grupo controle a resisténcia foi verificada para as drogas: nitrofurantoina
(92%), ampicilina (77,6%), cloranfenicol (45%), tetraciclina (30,6%), cefoxitina
(18,4%) e levofloxacina (12,2%), canamicina (8%) e ceftriaxona (2%). Ainda nesse
grupo foi verificada sensibilidade para: ciprofloxacina, meropenem e tigeciclina.

Foi observado no grupo com antibibticos resisténcia para todas as drogas
testadas e elevada faixa de CIM e porcentagem de resisténcia variando de 15 a
100% em comparacdo com 0 grupo controle. Isso também pode ser evidenciado
com as drogas: ceftriaxona e canamicina que apresentaram 66% e 77,7% de

resisténcia para o grupo com antibiéticos em relagéo a 2% e 8% do grupo controle.
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Tabela 9 - Valores de CIM e porcentagem de resisténcia de E. coli isoladas de

criangas com e sem tratamento com antibiéticos.

Antimicrobianos Ponto CIM (ug/mL) Resisténcia
critico” Faixa 50% 90% (%)
Grupo Controle (49)
Ampicilina 8 4->256 32 >256 77,6
Canamicina 16 2->256 8 16 8
Cefoxitina 8 2-256 8 32 18,4
Ceftriaxona 1 <0,25-4 <0,25 <0,25 2
Ciprofloxacina 1 <0,25-1 <0,25 <0,25
Cloranfenicol 8 4-128 8 32 45
Levofloxacina 2 <0,25-256 <0,25 4 12,2
Meropenem 1 <0,25-0,5 <0,25 <0,25
Nitrofurantoina 32 0,5->256 256 >256 92
Tetraciclina 4 0,5->256 2 128 30,6
Tigeciclina™ 8 <0,25-4 2 4
Grupo Antibiéticos (47)
Ampicilina 8 4->1024 >1024 >1024 91,5
Canamicina 16 4->1024 >1024 >1024 77,7
Cefoxitina 8 2->1024 16 512 55,3
Ceftriaxona 1 <1->1024 >1024 66
Ciprofloxacina 1 <1- 1024 >1024 57,4
Cloranfenicol 8 1->1024 32 1024 83
Levofloxacina 2 <1-128 <1 64 40,4
Meropenem 1 <1->1024 2 1024 68
Nitrofurantoina 32 512->1024 >1024 >1024 100
Tetraciclina 4 <1-512 64 256 79
Tigeciclina™ 8 <1- 128 4 32 25,5

“Ponto critico expresso em pg/mL (CLSI, 2013),
"FDA - Tigeciclina: sensivel <2 e resistente 28.

-: auséncia de resisténcia.

Todos os isolados de E. coli diarreiogénica em ambos 0s grupos
apresentaram resisténcia a pelo menos um antibiético, sendo ampicilina,
cloranfenicol e nitrofurantoina os mais frequentes.

Quando observa-se o padrao de resisténcia dos isolados nota-se que o grupo
controle foi o que mais compartilhou perfis de resisténcia semelhantes, entre
isolados de E. coli comensal e de DEC (Tabela 10). Apenas trés perfis de resisténcia
foram comuns em ambos o0s grupos, sendo encontrado em E. coli comensal
resisténcia para nitrofurantoina e tetraciclina, o outro perfil entre uma E. coli

comensal e uma ETEC com padrdo de resisténcia para: ampicilina, canamicina,
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cloranfenicol, nitrofurantoina e tetraciclina e o terceiro E. coli comensal, EPECa e

EAECa com resisténcia para ampicilina, cloranfenicol, nitrofurantoina e tetraciclina.

Tabela 10 - Padrbes de resisténcia das 11 drogas testadas em relacdo aos 96

isolados deste estudo.

Numero de isolados

E. coli Controle  Antibioticos Padréo de resisténcia
Comensal 7 Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit, Tet, Tig
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet, Tig
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Fox,Lev,Nit,Tet, Tig
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Lev,Nit,Mer
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Nit,Mer,Tet
Comensal Amp,Can,Cip,Cro,Lev,Mer,Tet
Comensal Amp,Can,Cip,Mer,Nit,Tet
Comensal Amp,Can,Cro,Fox,Mer,Nit
Comensal Amp,Can,Clo,Cro,Mer,Nit
Comensal Amp,Can,Cip,Clo,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Fox,Mer,Nit, Tet
Comensal Amp,Clo,Cro,Fox,Nit,Tet
Comensal Amp,Clo,Fox,Mer,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Clo,Mer,Nit, Tet
Comensal Amp,Clo,Cro,Mer,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Clo,Fox,Nit, Tet

EAECa Amp,Clo,Fox,Lev,Nit, Tet
Comensal Amp,Can,Mer,Nit,Tet

Comensal, ETEC
Comensal, EAECa

Amp,Can,Clo,Nit, Tet
Amp,Clo,Mer,Nit, Tet

g@wOH«JHOO\INOONNHb—‘-bl\)l—‘OHOHHOOOOOOOOOOOOOOOODOO
OORPRPOORPRPOORFRPREPNOOOOOONRPRRPOORRPEPENRPREPRPEPEPRPNIONWOENE

Comensal Amp,Clo,Fox,Lev,Nit
Comensal Amp,Clo,Fox,Nit, Tet
Comensal, EAECa, STEC-stx2 Amp,Clo,Lev,Nit, Tet
Comensal Amp,Clo,Cro,Fox,Nit
Comensal Amp,Can,Clo,Fox,Nit
Comensal Amp,Clo,Fox,Nit
Comensal, EPECa, EAECa Amp,Clo,Nit,Tet
Comensal Amp,Can,Clo,Tet
Comensal Amp,Can,Mer,Nit
Comensal Amp,Clo,Nit
Comensal, EPECa, EAECa, STEC-stx1 Amp,Nit, Tet
Comensal Clo,Cro,Nit
EPECa Clo,Mer,Nit
Comensal Amp,Can,Nit
Comensal, EPECa EAECa Amp,Nit
Comensal Nit, Tet
Comensal Mer,Nit
Comensal Amp
Comensal, EAECa, EPECa, EAECt, ETEC Nit
Total 47

EAECa (E. coli enteroagregativa atipica); EAECt (E. coli enteroagregativa tipica); EPECa (E. coli enteropatogénica atipica);
STEC-stx1 e stx2 (E. coli produtora de toxina de Shiga 1 e 2), ETEC (E. coli enterotoxigénica).
Amp-ampicilina, Can- canamicina, Clo- cloranfenicol, Cip- Ciprofloxacina, Cro- ceftriaxona,Fox- cefoxitina, Lev- levofloxacina,

Mer-meropenem, Nit-nitrofurantoina, Tet-tetraciclina, Tig-Tigeciclina.
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Em uma analise geral sobre a deteccdo dos genes de resisténcia foi
verificado que todos os 96 isolados apresentaram pelo menos um dos genes
estudados.

O DNA de isolados de cada grupo foram sequenciados para a verificacdo da
similaridade genética e comparados com as sequéncias depositadas do
GenBank,sendo que para aac obteve-se 99% de similaridade (NZ_CP007592.1), ant
97% (NZ_CP007592.1), blactxm 96% (NZ_CP009859.1), blatem 99%
(NC_011740.1), blakec 99% (NZ_CP009771.1), ampC 94% (NZ_CP007391.1),
blaive-1 94% (AP014651.1), cmIA 98% (NC_010410.1), cat 99% (NZ_CP010315.1),
flor 99% (NZ_CPO007581.1), nfsA 97% (NZ_CP009072.1), nfsB 95%
(NZ_CP009644.1), gqnrB 92% (NZ_CP010376.1), tetA 98% (NC_017626.1), tetB
100% (NC_011748.1), tetC 97% (NC_017626.1).

Figura 25 - Analise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para os genes de

aminoglicosideos.

aac ant
Escherichia coli 0157 strain Santai, complete genome Escherichia coli 0157 strain Santai, complete genome
- refINZ._CP00759 ) el e o
SeayencoiD:fINE_CPOOTSO2AL, Length: 5104557" Number of Mutchos: 1 Sequence ID: refINZ_CP007592 1| Length: 5104557 Number of Matches: 2
Range 1: 3350495 to 3360047 GenBank Graghics
core Expect Identitie. Gaps Strand R. 1: 3732552 to 3732859 GenBank Graphic: Next Match
1014 bits(549) 0.0 552/553(99% 1/553(0%) Plus/Minus s 2 = e Y .
Score Expect Identities Gaps Strand

e 516 bits(279) 4e-143 298/308(97%) 2/308(0%) Plus/Plus
DA ity 2 Siad i
sosce 336007 LTSI MU 555005 Features: 3"adenylyltransferase
Sl \ II J \ H I \ \ \ I \ \ \ I ‘ \ \ \ TGH?I \Wﬁm\\ﬂc ‘L \ \ 1 f{ﬁ?!ﬁﬁﬂ“ﬁ? o Query 27 TTCTTGCSGGTATCTCCTAGGCAGYCCTGATCGAC-TTGATCTAGCTATCCTGCTTACAA 85
il el = S e o s : e e ndbananay ) N IHHH\HIHHHHHIHHHIHIHHH\HIHHIHM L
Query 122 s cAcceTcrer \CTTT??TWT’?C\\Tﬂf\TT‘\?W?TT?TTIW?MC\\ 181 Sbjct 3732552 TTCTTGCGGGTATCTTCGAGCCAGCCATGATCGACATTGATCTAGCTATCCTGCTTACAA 3732611
Sbjct 3359927 AGGCGACTTCACCGTCTCTTCCAAGCATCGGCATCTCATACGTCACCCACCGTTTGTTGG 3359868 Query 86 ALGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCGGCAGCGGAGGAATTCTTTGACCCGG 144
Query 182 ﬁlT"Tﬁﬁ‘mc‘ﬁc?ﬂgﬁ‘ﬁeﬂﬁw[AITGHC?G‘T‘TTC‘G‘f“C{T“T?ﬁf?ﬁﬁ‘c?f‘ 241 4 N IH NN AN
et saE LTI LLLITLLTLL ML LTLILILE s bjct 3732612 AAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCGGCAGCGGAGGAATTCTTTGACCCGG 3732671
Queny; 242 T‘?fﬁﬁﬂﬁfﬁc‘ﬂ i ‘ ” ‘ ‘ ‘ [ l ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘ I ‘ ‘ ‘ ‘ , I i ‘ ” ‘ ‘ ‘ [ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ 2e Query 145 TTCCTGAACAGGATCTATTCGAGGCGCTGAGGGAA/ AAGCTATGGARACTCGCAGC 204
Sbict 3359807 ACAGCAGGGCCTTCCLGLCAAGGLGAACGAACCGLTCGACGGGCGATCCTTCCCCCAAGG 3359748 LLCLETETTTLTLTLT ] HHHHIHHHHHHHH\ [T

Goery, B T ——_—_—— I —_———— Sbjct 3732672 TTCCTGAACAGGATCTATTCGAGGCGCTGAGGGARACCTTGAAGCTATGGAACTCGCAGC 3732731

GT
LI P T TE T T T T T TEE T T TTLETT T
Sbict 3359747 CGTGACCGAGTTCGTGAGGCTCCGTCAGCGTTTCAGCCAGCG 3359688 Query 205 CCGACTGGGCCGGCAATGAGCGARATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCG 264
= CCCCELLCLEEEEE DECELEELEE UL CEELEL L EEELELEET LTI
]

Sbjct 3732732 CCGACTGGGCCGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCG 3732791

Query 362 ATGCATCGGGGTGCGCGCTGCGCCGCGCGCCGGGGGCTTGAACCAG.

LLLLLLELELELEL LR LR L L L EELET L ETEILL]

Sbjct 3359687 ATGCATCGGGGTGCGCGCTGCGCCGCGCGCCGGGGGCT TGAACCAG, 3359628

Query 422 GGCCGAACCCACGGTAAGTCCCGGCTGTTGCGGGATCGAACGGC) G 481 Query 265 AATAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATAAAACGCCTCC 324
oS 1111 T T T V1111 O

bic ” 2 BRECCA A ABCCHEGT Sbjct 3732792 CAATAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATAAAACGCCTAC 3732851
Sosgalitiitininnnnntinnin e

Sbjct 3359567 CTTCGTCATCCAGCCGAGCGCCATTCAGAGTCTCC ATCGGTCLCACGACG 3359508 Query 325 ﬂﬁ‘“f 332

Query 542 COTATCCCA-CAC 553 Sbjct 3732852 (TGCCCAG 3732859

ll\ L1
Sbjct 3359507 CGTATCCCATCAC 3359495
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Figura 26 - Analise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para os genes de

B-lactamicos.

blactxwm

blarem

Escherichia coli strain ECONIH1, complete genome
Sequence ID: refNZ_CP009859.1| Length: 5310511 Number of Matches: 1

Range 1: 555000 to 555186 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
300 bits(162) 2e-78 179/187(96%) 5/187(2%) Plus/Plus

[Features: beta-lactamase

RQuery 4 CGCGCT-MAGTA-AGCGAT-ACGTGGCGATG-ATAAGCTGATWGCTCACGTTGGCGGCCC 59

; CLLEE UL CEEE EEELEET RETELEEEE LEELELEL UL
Sbjct 555080 CGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATARGCTGATTGCTCACGTTGGCGECCC 555059

KQuery 68 GGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTAC 119

; (LU TEELE LU LU LT EETEL T ELEE LT
Sbjct 555060 GGCTAGCGTCACCGGTTCGCCCGACAGCTGRGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTAC 555119

CGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGGGC 179

; [CLLEEDEEELECEEEEELLLEEEEELEEEE DL ELELLE LR EEEEALLL L]
[Sbjct 555120 CGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGACGATCCGCGTGATACCACTTCACCTCGEEC 555179

Query 120

huery 180 CII?I? 185

Sbjct 555180 AATGGCG 555186

Escherichia fergusonii ATCC 35469 chromosome, complete genome
Sequence ID: refINC_011740.1| Length: 4588711 Number of Matches: 1

Range 1: 1690689 to 1691116 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
780 bits(422) 0.0 426/428(99%) 1/428(0%) Plus/Minus

Features: Beta-lactamase TEM

Query 6 CTAGAGT-AGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCA 64
1T I|IIIIII|IIIlIIII!IIIIIIIIIIIlIIII]IIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 1691116 CTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCA 1691@57

TCSTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAA 124
) LU LLLLLEERLELE L ELEL L EEEL LT ELELELETTEEEE LT
Sbjct 1691056 TCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAA 1690997

Query 65

Query 125 GGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAARAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGA 184
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIII
Sbict 1690996 GGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGC GGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGA 1690937
Query 185 TCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCAGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATA 244
5 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIII]IIIIIIIIIIIIIIIII
Sbict 1690936 TCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCAGCAGTGTTATCAC TTATGGCAGCACTGCATA 1690877
Query 245 ATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAA 304
: IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIII1III|IIIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1690876 ATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCA 1690817
Query 305 TTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGG 364

AGTCA
3 LULULDELEEELELE L ELELEELE L EELL L LELELELELELTETEEE LT
Sbjct 1690816 AGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGG 1690757

Query 365 ArAArAccacAccAcATAGcAGAAchTAMAaTscTcATcATTGGAAMCGTTcTTCGG 424
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[

Sbict 1690756 ATAATACCGCACCACATAGCAG AARACGTTCTTCGG 1690697

Query 425 GGCGAARA 432

LTI
Sbict 1690696 GGCGAAAA 1690689

blakec

ampC

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae strain KPNIH33, complete genome
Sequence ID: refINZ_CP009771.1] Length: 5574202 Number of Matches: 4

Range 1: 1441825 to 1442417 GenBank Graphics W Next Match

LULL LLLELELELELELELEETEEEEE R TR ETETEEL LN TET ]

Query 123 CCAGACGGAACGTGGTATCGCCGATAGAGCGCATGAAGGCCGTCAGCCCGELCGGE 182
éIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIII

Sbjct 1441945

|

T

Query 183 CCGCCCAACTCCTTCAGCAACAAATTGGCGGCGGCGTTATCACTGTATTGCACGGCGGCC 242

. | LLELELEREEL DL LR L LR L EEEELETTERETETETEETT

Sbjct 1442005 CCGCCCAACTCCTTCAGCAACAAATTGGC

Query 243 GCGGACAGCTCCGCCACH
IIIIIIIIIIIIIIIII

111

TGGH

CT? GTCAGATATTTTTCCGAGATGGGTGACCAC 382
Sbjct 1442065 GCGGACAGCTCCGCCA( CTG:

| |
C/ G
CGTCATGH T
LELLTLLITILIITLT LLETLLELETTT]
CGTCATGCCTGTTGTCAGAT; CGA
Query 303 GGAACCAGCGCATTTTTGCCGTAACGGATG
LULLTLLLETELLLETELELELT LTI T]
Sbjct 1442125 GGAACCAGCGCATTTT GG

I

C)

CAGCA CTTGAATGAGCTG CGC 422
é cIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

1 I I I
T AT G
GGTGTGTCCAGCAAGCCGGCCTGCTGCTGS 362
| LLLELECELELELEELLTTTELTTETT]
TGCCGTAACGGATGGGTGTGTCCAGCAAGCCGGC!
Query 363 AG
. T I | l I
Sbjct 1442185 CTGCGAGCCA( CAAGARAGCCCT
e v MU ‘?“1 'I ittt
Sbjct 1442245 TCCTCAGCGCGGTAACTTACAGTTGCGCCTGAGCCGGTATCCATCGCGTACACACCG
G G
1 I
GTT’

I

o

G/

11

TGAGCC
Query 483 AN
11 LLLELLLEREELLELTLT

111
ATG
GcGAcGAGGTTGﬁTcAactlsTtI; 542
GCGACGAGGTTGGTCAGCGCG

GAGCCG CAAAG CTGTTCGAGTTTAGCG) T
. IIIII 11 IIIIIIIIIIIIII I
Sbjct 1442385 GAGCCGCS TCCTGTTCGAG CGAATGGTTCH
AAGACAGCAGA-CTAGACG 594
LUCETUTELTL DT

111 |

CAAA TAGCGAAT(

Query 543 GCAGARAAGCCAGCCAGCGGCCATGAGAGAC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII [NRN] 1

Score Expect Identities Gaps Strand
1085 bits(587) 0.0 591/593(99%) 1/593(0%) Plus/Plus
Features: beta-lsctamase
Query 3 CGCTGCGGCGCAGCCAGTGCAGAGCCCAGTGTCAGTTTTTGTAAGCTTTCCGTCACGGCG 62

. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||IIIIII|||I|[|I|II[|II|I|||I||]|| |
Sbjct 1441825 C(GCTGCGGCGCAGCCAGTGCAGAGCCCAGTGT! AAGCTTTCCGTCACGGCG 1441884
Query 63 CGCGS(GA"GAGGTATCGCG(GCATCGCCTGGGATGGCGGAGT\'(AGCTCCAGCTCC? ? 122

Sbjct 1441885 CGCGGCGATGAGGTATCGCGCGCATCGCCTGGGATGGCGGAGTTCAGCTCCAGCTCCCAG 1441944
CAGACGGAACGTGETATCGCCGATAGAGCGCATGAAGGCCGTCAGCCCGGCCGGG 1442004
GCGGCGTTATCACTGTATTGCACGGCGGCC 1442064
GATGGGTGACCAC 1442124

CTGCTGCTGE 1442184

TGAATGAGCTGCACAGTGGGAAGCGC 1442244
GG

Escherichia coli strain ST540, complte genome
Sequence ID: fefNZ_CPOUT391.1] Length: 4875682 Number of Matches: 1

Ranye 1; 4113925 Lo 4114032 GenBark Giaplivs

Score Expect  Identities Gaps Strand
178 hits(06) 1e-41 107/108(04%) ()/108(0%) Plis/Minis

Features: 8m0C

ety 29 TATGRCGACHRCSTTCHCTGACACAMCGCACCOMCGRSAMCAAGCENTCTECTECAT 88
AR

Gbjct 4114032 TATGGCGACTACGTTCCCTGACACGAAACCGCACCGACGOGRACARGCACTCTGCTGLAT 4113972

(Query 89 CACCGGGAAGGGAAGGAGGCAGACCTCGCCCTGKGTTTCAATCAGCA 136

, (T T
Bhict 4113972 CACCOBGARGGRGAMGAGGCAGACCTCGCCCTGTEITTCAATCAGCA 4113025

blame-1

Pseudomonas aeruginosa DNA, complete genome, strain- NCGM257
Sequence ID: dbjlAP014651.1] Length: 7090694 Number of Matches: 1

Range 1: 5202271 to 5292999 GenBank Graphics

TCGGGAGTGT
L TEHTIT]

Sbjct 5292760 TCTGGAGTGT
Query 313
é |
Query 373 M I

I

Sbjct 5292700 TTAA
GK
1
G

1
TTAATT

I 1
Sbjct 5292640 T CAGATGC.
Dot 11131
Sbjct 5292580 CTGTCGCTATGAAAA’

Query 493
Sbjct 5292520

o 553 GCATTIACAAGAACCACCAD,

Score Expect Identities Gaps Strand
1129 bits(611) 0.0 686/730(94%) 12/730(1%) Plus/Minus
mp-1
Query 15 TTITTRCTTTCGTKTA-CSCTTT-ASCGCCTGMGTCTAATGTAAGTT TCAAGAGTGATGCG 72
. LIED PERRERL 10 1 T1Il [T IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 5292999 TTTTACTTTCGTTTAACCCTTTAACCGCCTG-CTCTAAT CAAGAGTGAT! 5292941
Query 73 TCTCCAAGT TGACTGTGACTTGGAACAACCRGTTTTGGCTGACCATGTTTGGACTGTAAT 132

PELLELL DL ITLEELIEIELiIiinl
Sbjct 5292940 TCTCCAACTTCACTGTGACTTGGAACAACCAGTTTTGCCTTACCATATTTGGACTTTAAT 5292881

Query 133 AATTTGGCGGACTTTGGYCAAGCTTCTATATTTGCGGCACC GCCTAAACCGWAC 192
) IIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIII[IIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 5292880 AATTTGGCGGACTTTGGCCAAGCTTCTATATTTGCGTCA AC 5292821
Query 193 GGYT CCAARCCACTACGTTA 252
. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]I[IIIIIIIIIIIIIIIIIII]
Sbjct 5292820 GGT TTCAGGCAACCAAACCACTACGTTA 5292761
Query 253 TTTTATTTTTAAGTGGCCAATAK 312

GTCCCGGGCCTGGATAARAAACTTCAA
IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GTCCCGGGC CAA

GCT TGAATTTGTGGCTTGAACCTTACCGTCTTTTTTAAGCAGTTCATTT 372
LLLELELECEL L L L L L LR R L LR T ininig

T ch TGAATTTGTGGCTTG)
CAGATGCATACGTGGGGAGAGATCGAGAATTGRGCCRCTCTATTCCGCCCGTG 432

ILRTELVTRTELELEE] LEVERELELELE  LEL TELTLTTTELETiIn]

ATACGTGGGGATAGATCGAGAATTAAGCCACTCTATTCCGCCCGTG 5292581

TGAAAA’ CTGCCTTTTATTTTATAGCCRCGCTCCACAAAC 492
III]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIII IIIIIIIIIIII
ARATGCTGCCTTTTATTTTATAGCCACGCTCCACAAAC 5292521

AG
IIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ITTITLl
AAGCCTCA

CATGITIAGGAMCAACGCCCCACCCGTTAMCTKCTICA £12

LELEEL T LEEIE TELELETL TIET

TTTTATTTTTAACTAGCCAATAG 5292781

AACCTTACCGTCTTTTTTAAGCAGTTCATTT 5292641

TGTCAATTAGGTRAGCCTCA 552
5292461




66

Figura 27 - Analise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para os genes de

cloranfenicol.

cmlA

Acinetobacter baumannii str. AYE, complete genome
Sequence ID: ref[NC_010410 1| Length: 3936291 Number of Matches: 1
Range 1: 3658332 to 3658747 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
726 bits(393) 0.0 409/417(98%) 3/417(0%) Plus/Minus
Features: MFS transporter
Query 7 CGGCGGTAGG--CATTGCTCGGAGCGCTCGTCGACATGTGGCTTGGGTGGCGGGCTATCT 64

, LLLLLLECEE  EEELELEERLEEEEEL P EELEEELELEELELEEELLTEEETLT T
Sbjct 3658747 CGGCGGTAGGCCCATTGCTCGGAGCGCTCGTCGACATGTGGCTTGGGTGGCGGGCTATCT 3658688
Query 65 TTGCGTTTCTAGGTTTGGGCATGATCGCTGCATC ICAGCGTGGCGATTCTGGCCTG 124

¢ |III[IIIIIII[IIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIlHIIIIHIlII[IIIIIHIIII
Sbjct 3658687 TTGCGTTTCTAGGTTTGGGCATGATCGCTGCATCTGCAGCAGCGTGGCGATTCTGGCCTG 3658628
Query 125 AAACCCGGGTGCAACGAGTTGCGGGCTTGCAATGGTCGCAGCTGCTACTCCCCGTTAAGT 184

¢ TECLLCCLLLRTEEELELEERCLE L L ECEEREETELLCE TR TELL o]
Sbjct 3658627 AAACCCGGGTGCAACGAGTTGCGGGCTTGCAATGGTCGCAGCTGCTACTCCCCGTTAAGT 3658568
Query 185 GCCTGAACTTCTGGTTGTACACGTTGTGTTACGCCGCTGGAATGGGTAGCTTCTTCGTCT 244

, LULLLLLLLLELEELEEEREL LT ELE DR ELLEEETLL TR T]
Sbjct 3658567 GCCTGAACTTCTGGTTGTACACGTTGTGTTACGCCGCTGGAATGGGTAGCTTCTTCGTCT 3658508
Query 245 TTTTCTCCATTGCGCCCGGACTAATGATGGGCAGGCAAGGTGTGTCTCAGCTTGGCTTCA 364

o IIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIlIIlIHIIIIHIIIIHIIIIHIIIII
Sbjct 3658507 TTTTCTCCATTGCGCCCGGACT. GGGCAGGCAAGGTGTGTCTCAGCTTGGCTTCA 3658448
Query 305 GCCTGCTGTTCGCCACAGTGGCAATTGCCATGGTGTTTACAGCTCGTTTTATGGGGCGTG 364

. IIIIHIIIIIIIIIIII[IIIIIIIHIIIIIIIHIII LULTELLETELLLTTTL
Sbjct 3658447 GCCTGCTGTTCGCCACAGTGGCAATTGCCATGGTGTTTACGGCTCGTTTTATGGGGCGTG 3658388
e T,
Sbjct 3658387 TGATACCCAAGTGGGGCAGCCCAAGTGTCTTGCGAATGGGAATGGGATG-CCTGATA 3658332

Escherichia coli strain 789, complete genome
Sequence ID: refINZ_CP010315.1] Length: 5017219 Number of Matches: 1
Range 1: 701 to 1244 GenBank Graphics
Expect Identities Gaps Strand
977 bits(529) 0.0 539/544(99%) 0/544(0%) Plus/Plus
Query 1 GATTTGCCGTGGC TCGATCGCCATTATGGCCGGCGTGTTAGAAGCGCGTGG 60
) IIIIIIIIIIIII[IHI\I\I\I[IIIIIIIIIIIIIIIII!II!I\IIIIIIIIIIII
Sbjct 701  GATTTGCCGTGGCGAGAAAATGTCGATCGCCATTATGGCCGGCGTGTTAGAAGCGCGTGG 760
QUEcyi 8L TCACRACGTTACCGITATCSATCCOeTC ACTGGCAGTGGGGCATTACCTCGA 120
. |III|I|I|I|||[l HH\HI[II|||||||||||||I|I|IIHIIIIIIIIIIII
Sbjct 761  TCACAACGTTACCG AGTGGGGCATTACCTCGA 820
Query 121  ATCTACCGTCGATATTG CCACCCGCCGTATTGCGH CGTATTCCGGCTGA 188
) IIIIIIIIIIIIIIIHHIHHV IIIIIIIIIIIIIIIIIIHHIIIIIIIIIIII
Sbjct 821  ATCTACCGTCGATATTGCTGAGTCCACCCGCCGTATTGC CGTATTCCGGCTGA 888
Query 181  TCACATGGTGCTGATGGCAGGTTTCACCGCCGGT. GCGAACTGGTGGTGCT 249
) LEVELLLIIETELETETEIT] \HIIIIIIIIIIIIIIIIIHHHIIIIIIIII 11
Sbjct 881  TCACATGGTGCTGATGGCAGGCTTCACCGLCGGTAATG GCGAACTGGTGGTACT 949
Query 241  TGGACGTAACGGTTCCGACTACTCCGCTGCGETGCTGGCTGCCTGTTTACGCGCCGATTG 3@
LEULTE TEELELRTELEEE LR e Er FURTEE LR LR R LR R P LT EIITl
Sbjct 941  TGGACGCAACGGTTCCGACTACTCCGCGGCGGTGCTGGCTGCCTGTTTACGCGCCGATTG 1000
Query 381  TTGCGAGATTTGGA( GTTGACGGGGTTTATACCTGCGACCCGCGTCAGGTGCCCGA 360
) IIIIIIIIIIIIIIIHHIHH\IIIII IIII||I|||I!IHIHIIIIIIIIIII
Sbjct 1001 TTGCGAGATTTGGACGGACGTTGACGGGGTCTATACCTGCGACCCGCGTCAGGTGCCCGA 1060
Query 361  TGCGAGGTTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAGCTTTCCTACTTCGGCGC 420
) IIIIIIIIIIIIIIIVH\I\I\IfIIIIIIIIIIIIIIIIIYHIHIIIIIIIIIIII
Sbjct 1861 TGCGAGETTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAGCTTTCCTACTTCGECGE 1120
Query 421  TAAAGTTCTTCACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCTTGCCTGAT 489
) IVLTTELEE LR R R E R L L L L LR R ELE LR T EETTLT]
Sbict 1121 TAAAGTTCTTCACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCTTGCCTGAT 1180
Query 481  TAAAAATACCGGAAATCCTCAAGCACCAGGTACGCTCATTGGTGCCAGCCGTGATGAAGA 540
. ||||IIIIIIIII!IHHHHH||||||||II||||IIIIIIIHIIIIIIIIIIII
sbjct 1181 AGGTACGCTCA CAGCCGTGATGAAGA 1240
uery se1 (uaa ses
Sbjct 1241 CGAA 1244

floR

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain 138736, complete genome
1D: refINZ_CP007581 1| Length: 4933618 Number of Matches: 1

Range 1: 4114066 to 4114589 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps ran
931 bits(504) 0.0 518/524(99%) 4/524(0%) Plus/Plus
Features: Flor
sl AT T T g >
Sbjct 4114066 CTTCAACTGCACCGGCCTTTGTCGCTTTCCGTCTA TTC \GGCGCGTCGGC 4114125
Query 6@ TGCTGGTGGCGACGT TCGCGACGGTTCGCGACGTTTATGCCAACCGTCCTGAGGGTGTCG 119

R LLELEETELTEL LR R LR L L L LT ETE L L T L LTI TTE]
Sbjct 4114126 TGCTGGTGGCGACGTTCGCGACGGTTCGCGACGTTTATGCCAACCGTCCTGAGGGTGTCG 4114185
Query 120 TCATCTACGGCCTTTTCAGTTCGATGCTGGCGTTCGTGCCTGCGCTCGGCCCTATCGCCG 179

. LURLEEEEE LR LR e R R R L L LR R LT LT LT EETE]
Sbjct 4114186 TCATCTACGGCCTTTTCAGTTCGATGCTGGCGTTCGTGCCTGCGCTCGGCCCTATCGCCG 4114245
Query 180 ATGGCAGGCGATATTCATTACTTTGGCTATACTGG 239

R [IIIIIIII[IIIII I| |1||IIIIHI||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 4114246 GAGCATTGATCGGCGAGTTCTTGGGATGGCAGGCGATATTCATTACTTTGGCTATACTGE 4114305
Query 24 CGATGCTCGCACTCCTAAATGCGGGTTTCAGGTGGCACGAAACCCGCCCTCTGGATCAAG 299

. LLLTELITLTTIETL] IELLLTIRRUER LR R LR LR LT L LI LTIl
Sbjct 4114306 G TCGCACTCCTAAATGCGGGT TTCAGGTGGCACGAAACCCGCCCTCTGGATCAAG 4114365
Query 3@@ TCAAGACGCGCCGAT TCTGTCTTGCCG TCTT(GCGAGTCCGGETTTTTGGGTTTA(ACT 359

R [lIIIIIII[IIII]I II]IIIIII[IIIIIIIII[I IlIIIII|]IIlI
Sbict 4114366 TCAAGACGCGCCGATCTGTCTTGCCGATCTTCGCGAGTCCH TGGGTTTACACTG 4114425
Query 36e TCGGCTTTAGCGCCGGTATGGGCACCTACTTCGTCTTCTTCTCGACGGCTCCCCGTGTGC 419

R LULLELTRETELEL L R LR L L ] TR L e R LRI P LT ELEITTE]
Sbjct 4114426 TCGGCTTTAGCGCCGGTATGGGCACCTTCTTCGTCTTCTTCTCGACGGCTCCCCGTGTGC 4114485
Query 420 TCATAGGCCAAGCGGAATATTCCGAGATCGGATTCAGCTTTGCCTTCGCCACTGTCGCGE 479

. PURLELEEL TR LELEE R L L LR R EEELE L L ETET]
Sbjct 4114486 TCATAGGCCAAGCGGAATATTCCGAGATCGGATTCAGCTTTGCCTTCGCCACTGTCGCGC 4114545
Query 48@ TTGTAATGATCGTGACAACCCGTTTCGCGAAGTCCTTTG-CGCC 522

R PLLLELEEL LTV LR EL T LR L e T THT]
Sbjct 4114546 TTGTAATGATCGTGACAACCCGTTTCGCGAAGTCCTTTGTCGCC 4114589

Figura 28 - Andlise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para os genes de

nitrofurantoina.

nfsA

nfsB

Escherichia coli ATCC 25922, complete genome
Sequence D: ref]NZ_CPO0S0T2.1| Length: 5130767 Number of Matches: 1

Range 1: 4377322 to 4377439 GenBank Graphics

Score Expect  Identities
202 bits(109) Te49  115/118(97%)

Strand
Plus/Plus

Gaps
2/118(1%)

Features: pitroreductase A

AAATGGAGGCCGGTAA-CGCEGCTT-AGATCCOGATTATCCGCAGGCCAGCCAAGGCACA 65

, U A TR
Shict 4377300 AMATGGAGGCCGGTARCGCGECTTAMGATCCORATTATCCGCAGGCCAGCCAMGRCACK 4377381

Query 8

GOCCARACAGCGGCAGAACATGCTGCGATAATHTCAGCAGTTCCGTCACCGCTTCAAT 123

: U T
Shict 4377382 GCCCAMCAGCGGCAGRACATGCTGCGETANTTTCAGCAGTICCGTCACCACTTCMT 4377438

Query 66

Sequence ID: 1

Fierichia coll ER2706, complete genom
ofINZ_CP009644.1| Length: 45568663 Number of Matches: 1

Range 1: 601533 to 602280 GanBank Graphics

Score Expe Tdwr Gapn Strand
1181 bits(639) 0.0 710/748(95%) 18/748(2%) Plus/Plus

Features: niftroreductase B

Query 4s CTG-AACAGGGTTATGCAAATCARGA AGCCGGGCAGATGECCGG 103
111 IIIlIIIlIIIIlIIIIIJ IIIIIIIIIHIIIlIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIl

Sbjct 601533 CTGAAACAGGGTTATGCAAATCAGGAGAATCTGA CCGGGCAGATGCCCGG 601592

Query 104 GAGAGAATTACMC GTGATGTTTTGCGGCAGACGAGATTTCGGCAGEG 163
HII||HIIIIIIIHII IIIVIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIII(

sejer eerses CAMMAMALMMALLIHLLLE GTGATGT TTTGCGGCAGACGAGATTTCGGCAGCG 601652

Query 164 CAACGH ACCGGAACAACCACCAGACTGGTGTAGC 223
LELLLETETEIETELE 1L I IHIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIH

Sbjct 601653 CAACGCTGTGATGACCTACCGGAACAACCACCAGACTGGTGTAGC 601712

Query 224 CTTTCTCTTTCAGACCAAATTCTGCRTCGAGGATGGSGGCGTC, CTTCGATGGGTA 283
[EERNRNRRNRNYNNN III\ IHIIIIIII|l||||ll|ll|||||||||||| _

sejet 601713 LHHATUHTCAGALEAMTTETSLaTLoASAATES A LET TTCGATGH 601772

Query 284 CCGCOTCCAGACCCAS AC cT 343
IIIIIIHIIIIIIIIHIIIHII||l ||Il| l | |||l||||l||||

Sbjct 681773 CCGCGTCCAGACCCAGAGCCGCCACGCCGAGCAGGAAGT TACCGACGTTGAGATARACCT 601832

Query 344 SIS AT AT IS T AT AT TTTISSS IS TS AT o
PELRLERE R R R R LR E R TR R LR R R L L LILLn

soscr so1833  GHHGLCANAL-L SIS EH AL A Al A AL so1802

Query 404 TGCGACCTTTATCGTTCGCGGCTTT GTGGCAAAGCGGCCATCGGCATCTT 463
IETLCETEIRIETRLETETEiniig IIHIIIlIIIIIIIIIIIIIlIIIIII!

Sbjct 601893 TGCGACCTTTATCGTTCGCGGCTTTCGLTTCCGECGTGECAAAGCGGCCATCGGLATCTT 601952

Query 464 T T A CAGACATCOTCCATCaC TGCAC 523
IHI||IHII[IIIIHIIIHIIIlIII||Il| | I|l|||||||||||l

soscr so19ss  dteTAMUMILASLHUASL AN ML HHEAALMIALLY 602012

Query 524 ACGTGCGAGGC GTAA CAGCGGA s83

||||H||||I|||||I||||I|I||I||I[|||l|||||l||||| [N
Sbjct 682013 CGACGTGCGAGGCATCAAGCATTTTACGC ACCGGCAGLGGA 602072
Query 584 AT TTTA S T T TS 3155 AT O AT GaCTaoaA Ba3
5 III tIIIIIIIIHIIIIIIIIH ||| IIIIII PLLELITILE

sbict 602073 TeGLAAALGLSLHTALLHHE riddatal tdddAh LALLMt s02132

Query 644 TGGT ATGGGCTGYATTGCAGTAGCGI-TT 16 G- 699
101 LI T Iiy i i1 1
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Figura 29 - Andlise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para o gene de
quinolonas.

qnrB

Enterobacter cloacae strain 34977, complete genome
Sequence ID: refINZ_CP010376.1| Length: 5160493 Number of Matches: 4

Range 1: 2584954 to 2585337 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
547 bits(296) le-152 356/385(92%) 5/385(1%) Plus/Plus

Features: QnrB2

el R i s
Sbjct 2584954 GATGCCTGGTAGTTGTCCAACTTAACGCCTTGTAAATCAACGCGCCGAATATCTAAGTCA 2585013

Query 63 CCTAACTCCSAATTGGTCAGATCGCAATGTGTGAAGTTTGCTGCTCGCCAGTCGAAAGTC 122
: LU LELEEE FCEELELECE LT EE L EECEEEEEELELELTEL TR LT
Sbjct 2585014 CCCAACTCCGAATTGGTCAGATCGCAATGTGTGAAGTTTGCTGCTCGCCAGTCGAAAGTC 2585073

DS i .
Sbjct 2585@74 GAAAACTCGCCGCCGGAGAGATCTGAACCACTGAACGTCGCGCCCAGTACCTGGGCCCCC 2585133

Query 183 ATCCAGCGGTTTTCCCACAGCTCACACTTTTCCAACACGA 242

: 1111 |I|||IIIIIIIIIIIHIIIIHHIIIIIIHHIIIIII IIIIIIHI(I
Sbjct 2585134 ATCCAACGGTTTTCCCACAGCTCACACTTTTCCAACACGACTTTCG: 2585193
Query 243 CTTAGATTAGTATTAGTGATATATGCGCTGCAAAACCAGGTGCGCGTGGTGATCATATTC 302

‘ LLELLUEL LD EEELELEELTEEE DLEELELELERELEE TL TELTELLTILT
Sbjct 2585194 CTTAGATTTGTGTTAGTGATATATGCACTGCAARACCAGGTGCGAGTAGTGATCATATTC 2585253

i i it it
Sbjct 2585254 ATAAAACTTGCGCCGCGAAAATCTGCGCCTTGCGCACGACAGTGGCGAATTTCAATGCC- 2585312

RS T
Sbjct 2585313 AAGCGCACTGGCATTGCGAAAATCC 2585337

Figura 30 - Analise do alinhamento gerado pelo programa BLAST para os genes de

tetraciclina.

tetA tetB

[EDownload v GenBank Graphics [BIDownload v GenBank Graphics

Escherichia c;):\ilg4021 gz;?{e'e 95”0';‘; ro77 , Escherichia coli 55989 chromosome, complete genome

: : :

Seepeo Rie] Resuth Nimber nEMAERS: sequence ID: [ef[NC_011748.1| Length: 5154862 Number of Matches: 1

Range 1: 4374838 to 4375286 GenBank Graphics

P Expect Tientines P St Range 1: 4974899 to 4975249 GenBank Graphics

789 bits(427) 0.0 441/449(98%) 3/449(0%) Plus/Plus Score Expect Identities Gaps Strand

ot o gl 649 bits(351) 0.0 351/351(100%) 0/351(0%) Plus/Plus
Query 8 CGGCAT-MCC-GGGCGACT -GGGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGATGG 64 Features: i resistance protein, class B (TETA(B) ) (Meta...
) 11 LD LELELELE EETELLEETELE L e LR LR L LR eI niniaianl
Sbjct 4374838 (GG

Query 6 TTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTT 65
ScsatGCsACTTCOnCTTCATCsaCETOTTICeaTICCRaATCaTCe: 1124 DECLLLCCLLECELELELEEE L CEEEE L L L LR LT L]

. TLLLLELELELELELETTEEETTTnn | | LLETELLITLITIINILTLL Sbjct 4974899 TTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTT 4974958
Sbjct 4374898 CGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTYCATGAGCGCCTGTTTCGGGTYCGGGATGGTCGC 4374957

CA

[

CATCACCGGGGCGACTGEEGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGATGG 4374897
Query 65 T(IiA

Query 125 GGGACCTGTGCTCGGTGGGCTGATGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGC 184 Query 66 TCCCTGTTTTAATTTTATTGGCTGGTGGTGGGATCGCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGA 125
LLCCCEEECELCDELEEEE T EEEEEE L ECEEECELEEE LTI LTTET p |||[||]||||||]|||HIHIIIIII|||]|||||IIIIHIII|||I||1IIHIII

Sbjct 4374958 GGGACCTGTGCTCGGTGGGCTGATGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGC 4375017 Sbjct 4974959 TCCCTGTTTTAATTTTATTGGCTGGTGGTGGGATCGCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGA 4975018
Query 185 GECAGCCTTGAACGGCCTCAATTTCCTGACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACAA 244 Query 126 CATCAGCAAGGTGCTTTACAGGGATTATTGGTGAGCCTTA 185

; MU S A L A III[II]IIIIII]IIIHIHIIHII|II1IIIIIIHIHIIIIIIIIIIIIIHII
SPACE 27208 CHCCTIGRCRRCCICATTIECTaAteRCTAT HCRHTTING I Comeen, "aaroemy Sbjct 4975019 TGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAGCAAGGTGCTTTACAGGGATTATTGGTGAGCCTTA 4975078
e T
Sbjct 4375078 AGGCGAACGCCGGCCGTTACGCCGGGAGGCTCTCAACCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGGGC 4375137 Query. 186 ﬁ?ﬂﬁﬁﬁﬁm i“‘i i(ll(ml il l i ﬁ’i i i‘l’m’i i‘l"‘ i iﬂ‘m?ﬂﬁ‘l‘ﬂﬁ 245
Query 305 T?TGITGIT'NEIﬁﬁﬁﬂﬁﬁ?ﬁﬂ?ﬂ?ﬁ?ﬂTﬂﬂﬁ?ﬁﬂﬁﬁfﬂﬂcl?\ 364 Sbjct 4975079 (CCAATGCAACCGGTGTTATTGGCCCATTACTGTTTGCTGTTATTTATAATCATTCACTAC 4975138
Sbjct 4375138 CCGGGGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTCGG 4375197 Query 246 IIIEiI?TT?iTTTiTT‘I\i i i TIIH Ti iTTi i i ?ﬁﬂﬂﬁﬂ?i Ti m i ?miﬁ 305
Query 363 ST T ST T ST ST ISessss == Sbjct 4975139 CAATTTGGGATGGCTGGATTTGGATTATTGGTTTAGCGTTTTACTGTATTATTATCCTGC 4975198
Sbjct 4375198 ACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGAC 4375257 % % G e s e

uery

Query “425 CACRATCOSCATTICCCITCLERSATITS, 433 ’ DELCCLLLCLCELELELELEEEEEEE LT LELELLEEELELEEEELE LT

EIL ILULLTETILELELE 1 1111 5
Sbjct 4375258 CACGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTG 4375286 Sbjct 4975199 TATCGATGACCTTCATGTTAACCCCTCAAGCTCAGGGGAGTAAACAGGAGA 4975249

tetC

EDownload v GenBank Graphics

Escherichia coli 042 complete genome
Sequence ID: refINC_017626.1| Length: 5241977 Number of Matches: 1

Range 1: 4375183 to 4375513 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
566 bits(306) 3e-158 321/331(97%) 2/331(0%) Plus/Plus
Features: tetracycline resistance protein

Query 5 CATGC-ACTTGKCKGA-AGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTT 62

¢ LELLE LEEE L L LETELEELEELEEEL LT LR LEELTL LT
Sbjct 4375183 CATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTT 4375242

i it i
Sbjct 4375243 TCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCACT 4375302

T
Sbjct 4375303 (CGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGCGAAAGGCGGGCACTCAT 4375362

s .
Sbjct 4375363 GCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTCGCGACACGGGGATG 4375422

Query 243 GATGGCGTTCCCGATCATGGTCCTGCTTGCTTCGGGTGGCATCGGAATGCCGGCGCTGCA 302

i LELLULLEELCELELE LT LT EL L ELELELE L LLTELLLTLT T
Sbjct 4375423 GATGGCGTTCCCGATCATGGTCCTGCTTGCTTCGGGTGGCATCGGARTGCCGGCGCTGCA 4375482

demy B T 2
Sbjct 4375483 AGCAATGTTGTCCAGGCAGGTGGATGAGGAA 4375513
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O grupo controle apresentou elevada porcentagem de deteccdo para: ant
(100%), nfsA (98%), ampC (83,7%), tetA (73,5%) e nfsB (59%) quando comparado
ao grupo com antibioticos ant (83%), ampC (74,5%), tetA (68%), nfsA (66%), nfsB
(23,4%) (Tabela 11). No grupo controle o Unico gene nédo detectado foi blakpc, sendo
verificado em todos os isolados do grupo com antibioticos.

O gene tetB (93,6%) foi 0 mais frequente no grupo com antibiéticos, seguido
do tetA (68%) e tetC (32%), sendo que no grupo controle os mais encontrados
foram: tetA (73,5%), tetB (59,2%) e tetC (18,4%). A associacdo do perfil de
susceptibilidade e a presenca desses genes nos isolados, mostraram que ambos 0s
grupos que apresentavam resisténcia para tetraciclina estavam associados com a

presenca do gene tetB (p = <0,001) (Tabela 12).

Tabela 11 - Deteccdo dos genes de resisténcia entre os isolados dos grupos

controle e antibidticos.

Grupos
Genes Controle (n=49) Antibioéticos (n=47)

n (%) n (%)

aac 3 6 25 53

ant 49 100 39 83

blacrx-m 5 10,2 15 32
blarem 11 22,4 41 87,2
blakec - - 33 70,2
blaje-1 3 6 10 21,3
ampC 41 83,7 35 74,5

cmlA 7 14,3 23 49
cat 35 71,4 38 80,5
floR 5 10,2 2 4,3

nfsA 48 98 31 66
nfsB 29 59 11 23,4
gnrB 5 10,2 5 10,6

tetA 36 73,5 32 68
tetB 29 59,2 44 93,6

tetC 9 18,4 15 32

-: auséncia dos genes.
Genes: aminoglicosideos: aac (acetylation), ant (adenylation), B-lactamases: blacrx.m, blarem, blakec, blawe1, ampC;

cloranfenicol: cmlA, cat, floR; nitrofurantoina: nfsA, nfsB (nitroreductases); quinolonas: qnrB; tetraciclina: tetA, tetB, tetC.
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Para os genes relacionados aos B-lactdmicos, o grupo com antibioticos
apresentou uma elevada porcentagem para: blatem (87,2%), blakpc (70,2%), blacTx-m
(32%) e blame1 (21,3%), entretanto no grupo controle essas porcentagens
mostraram-se mais baixas para blatem (22,4%), blacTx-m (10,2%) e blamp-1 (6%). Na
susceptibilidade e deteccdo dos genes entre os grupos (Tabela 12), observou-se
que os isolados sensiveis tiveram uma associagdo com a presenca dos genes:
blakec (p = <0,001), blatem (p = <0,001) e blavp-1 (p = 0,004).

Nos genes para nitrofurantoina (nfsA e nfsB) o grupo controle apresentou
porcentagem mais alta (98%) e (59%) que o grupo com antibiéticos (66%) e (23,4%);
a associacdo entre a susceptibilidade e a detec¢cédo dos genes ocorreu nos isolados
resistentes para nfsA (p = <0,001) e nfsB (p = <0,001) (Tabela 12).

O gene cat de cloranfenicol no grupo com antibiéticos foi detectado em
(80,5%) dos isolados e no controle (71,4%) e floR foi maior no grupo controle
(10,2%) e menor no com antibidticos (4,2%); o gene cmlA apresentou maior
porcentagem no grupo com antibioticos (49%) que no grupo controle (14,3%), e
obteve-se associacdo desse gene (Tabela 12) tanto para os isolados sensiveis (p =
0,049) quanto para os resistentes (p = 0,007).
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Tabela 12 - Associagéo dos genes de resisténcia frente ao perfil de susceptibilidade

dos grupos controle e antibiéticos.

Perfil de Susceptibilidade

Presenga
Sensivel Resistente
Antimicrobianos dos
Controle Antibiéticos p Controle Antibiéticos p
Genes
n (%) n (%) n (%) n (%)
Tetraciclina tetA 8 (80) 24 (64,9) 0,746 24 (75) 12 (70,6) 0,679
tetB 8 (80) 36 (97,3) 0,641 21 (65,6) 8 (47) <0,001
tetC 0 15 (40,5) 1 2(6,3) 7 (41,2) 1
blakpc 6 (40) 27 (84,4) <0,001 0 - -
blarem 27 (96,4) 13 (68,4) <0,001 11 (23) 0 -
B-lactamicos blac 4(16,7) 11 (48) 0,706 5 (10,4) 0 ;
ampC 2 (50) 33 (76,8) - 9(81,8) 32 (84,2) 0,574
b|a|Mp.1 6 (40) 4 (12,5) 0,004 3 (5) - -
nfsA - 31 (66) - 4 (100) 45 (100) <0,001
Nitrofurantoina
nfsB - 11 (23,4) - 2 (50) 27 (60) <0,001
cmlA 5 (62,5) 18 (38,3) 0,049 5 (18,5) 2 (10) 0,007
Cloranfenicol cat 6 (75) 32 (82) 0,695 16 (59,2) 20 (91) 0,575
floR 0 2 (5) 0,789 3(11) 2 (10) 0,951
Quinolonas gnrB 2(7,1) 3(15,8) 0,970 5(10,2) - -
Aminoglicosideos aac 3(10,8) 22 (61) 0,025 1(2,2) 2 (50) -
ant 8 (72,8) 31 (86,6) 0,004 45 (100) 4 (100) -

Teste utilizado Chi-quadrado
- Sem amostragem suficiente para realizagdo do teste chi-quadrado.

Para aminoglicosideos 0 gene aac teve maior deteccdo no grupo com
antibioticos (53%) que no grupo controle (6%), e foi associada a presenca desse
gene (Tabela 12) nos isolados sensiveis (p = 0,025). O gene ant foi detectado em

todos os isolados do grupo controle (100%) e em 83% no grupo com antibiéticos, e
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foi encontrada associagcdo com a presenca desse gene nos isolados sensiveis (p =
0,004).

Em relacdo as quinolonas, o gene qnrB apresentou porcentagens
semelhantes tanto no grupo controle (10,2%) como no grupo com antibidticos
(10,6%).

4.4 Diversidade genética

A andlise da diversidade genética por AP-PCR utilizando o oligonucleotideo
OPA 09 revelou bandas nitidas, o que facilitou a analise de ambos os dendrogramas
(grupo controle e antibidticos).

O dendrograma do grupo controle apresentou dois clusters distintos em 70%
de similaridade, um deles compostos por todos isolados e no outro agrupamento
ficou a cepa E. coli ATCC 25922. Com 85% de similaridade foram verificados 14
grupos genéticos. Desses, foi observado 10 agrupamentos (em destaque) abrigando
mais de uma cepa com 100% de similaridade (Tabela 13 e Figura 31).

O cluster | abrigou cinco cepas com dois grupos: A e B. O grupo I-A agrupou
um clone (Cla e Clb) da mesma crianca, sendo uma E. coli comensal e a outra
EAEC atipica, ambas apresentaram resisténcia para ampicilina, cefoxitina,
cloranfenicol e nitrofurantoina e foram positivas para os genes ant, cat e nfsA. No
cluster I-B as trés cepas eram de criancas diferentes sendo todos resistentes a
nitrofurantoina e apresentando os genes ant, cat, tetA e tetB.

O cluster Il apresentou apenas uma cepa de E. coli comensal (C2a) e se
caracterizou por apresentar resisténcia a seis das onzes drogas testadas e pela
presenca dos genes ampC, ant, blarewm, cat, nfsA, tetA e tetB.

No cluster Il observou-se a formacdo de dois grandes grupos com Varios
subgrupos. No grupo A agruparam-se 5 cepas de E. coli comensal e uma EAEC
atipica. Esse grupo apresentou caracteristicas semelhantes tanto no padrdo quanto
na presenca dos genes de resisténcia, entretanto o isolado Cl13a apresentou
resisténcia apenas para ampicilina e nitrofurantoina e se diferenciou dos outros
isolados pela presenca do gene floR. O grupo B agrupou 8 cepas, incluindo B.
fragilis ATCC 25285 e trés clones de 3 diferentes criancas sendo: EAEC atipica
(C11a) e E. coli comensal (C11b), EAEC tipica (C24a) e E. coli comensal (C24b),
EPEC atipica (C30a) e E. coli comensal (C30b), todos esses clones foram

resistentes para nitrofurantoina e apresentaram os genes: ampC, ant, cat e nfsA. O
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isolado C25a agrupou-se separadamente, pois foi sensivel a nitrofurantoina e
resistente apenas para ampicilina.

O cluster IV abrigou dois grupos sendo verificado no agrupamento A, um
clone de uma mesma crianga, composto por trés cepas: uma E. coli comensal
(C12a) e duas diarreiogénicas: STEC-stx2 (C12b) e EPEC atipica (C12c). Os
isolados de (Cl2a e C1l2c) apresentaram o mesmo perfil de resisténcia para
ampicilina e nitrofurantoina, entretanto a cepa C12b apresentou um padrdo de
resisténcia maior para ampicilina, cloranfenicol, levofloxacina, nitrofurantoina e
tetraciclina. Os trés clones tiveram em comum a presenca dos genes ampC, cat e
nfsA. O grupo IV-B apresentou apenas a cepa C27c com resisténcia para ampicilina
e nitrofurantoina e difere dos demais isolados deste cluster pela presenca dos genes
de resisténcia: cmlA e tetA.

No cluster V foi agrupado um clone de uma mesma crianca sendo, uma E. coli
comensal (C23a) e uma EAEC atipica (C23b), ambas tendo resisténcia em comum a
nitrofurantoina, e o padrao de genes semelhantes para ant, nfsA tetA e tetB.

O cluster VI obteve-se diversos agrupamentos. No subgrupo VI-Al foram
encontrados 2 clones de duas criancas, sendo que uma cepa era E. coli comensal
(C25b) que nao apresentou resisténcia para nenhuma das 11 drogas testadas e a
outra ETEC-LT (C25c); entretanto ambas apresentaram o mesmo padrao de genes:
ant, cat, nfsA e tetB. O outro clone foi composto por E. coli comensal (C29a) e EAEC
atipica (C29b) apresentando mesmo perfil de resisténcia para: ampicilina,
cloranfenicol, nitrofurantoina e tetraciclina, e padréo de genes iguais, diferenciando
apenas o gene tetC. O subgrupo VI-A2 foi agrupado um clone, sendo uma E. coli
comensal (Cl15a) e uma EAEC atipica (C15b), entretanto apresentaram apenas
semelhanca no perfil de resisténcia para ampicilina e nitrofurantoina e o padréo de
genes para ampC, ant blatem, nfsA e. O subgrupo VI-B1 agrupou as cepas de E. coli
comensal (C19a, C19b e C19c) e apresentaram o0 mesmo padrdo para 0S genes:
ampC, ant, nfsA, nfsB e tetB. O subgrupo VI-B2 agrupou as cepas (C20a e C20b) de
E. coli comensal e apresentaram resisténcia para ampicilina e nitrofurantoina.

O cluster VII mostrou o agrupamento de um clone com duas cepas de EAEC
atipica de uma mesma crianca (C7a e C7b), que apresentaram diferencas no perfil
de resisténcia para cefoxitina e padrao de genes: ampC e blacTx-m.

Dos cluster VIII até o XIV os agrupamentos foram determinados por outro

fator externo do que avaliamos no momento, pois foi verificado ramificacdes
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compostas, em sua maioria, apenas por uma unica cepa e com caracteristicas

fenotipicas e genotipicas semelhantes a observadas nos outros clusters ja descritos.

Tabela 13 - Caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos 49 isolados de E. coli do

grupo controle.

Grupo
Isolados E. coli Presenca de genes de resisténcia genético por Padréo de resisténcia
AP-PCR
Cla Comensal ampC,ant,blacrx.m,blarem,cat,nfsA | Amp,Clo,Fox,Nit
Clb EAECa ant,cat,nfsA | Amp,Clo Fox,Lev,Nit
C2a Comensal ampC,ant,blarem,cat,nfsA tetA tetC 1] Amp,Can,Clo,Fox,Nit, Tet
C2b Comensal ampC,ant,bla cx.v,blarem cat,nfsA tetA tetC ] Amp,Clo,Fox,Nit,Tet
C2c Comensal ampC,ant,blacrxv blarem cat,nfsA,nfsB,tetA,tetC 1l Amp,Clo,Fox,Nit, Tet
Cda Comensal ant,cat,blarem nfsA,nfsB, tetA,tetB 1 Amp,Clo,Fox,Nit
C4b Comensal ant,blarew,cat,nfsA,nfsB,gnrB,tetA \ Amp,Clo,Nit
Cha ETEC-LT ampC,ant,blacrx.v,cat,nfsA,qnrB,tetA Xl Amp,Can,Clo,Nit,Tet
C7a EAECa ant,blacrx.u,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetC VIl Amp,Clo,Fox,Lev,Nit, Tet
C7b EAECa ampC,ant,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetC Vil Amp,Clo,Lev,Nit, Tet
C9a Comensal ampC,ant,cat,nfsA,qnrB,tetA,tetB plll Amp,Clo,Lev,Nit, Tet
C10a EPECa ampC,ant,cat,nfsA,tetA X Amp,Nit,Tet
C10b EPECa ampC,ant,cat,nfsA,nfsB X Amp,Nit,Tet
Clla EAECa ampC,ant,cat,nfsA ] Amp,Nit,Tet
Cillb Comensal ampC,ant,floR,nfsA,nfsB,qnrB 1l Amp,Nit, Tet
Cl2a Comensal ampC,ant,cat,nfsA,nfsB \% Amp,Nit
Ci12b STEC-stx2 ampC,cat,floR,nfsA,qnrB,tetB \% Amp,Clo,Lev,Nit, Tet
C12C EPECa ampC,ant,cat,nfsA v Amp,Nit
C13a EAECa ampC,ant,cat,floR,nfsA 1] Amp,Nit
Cl4a Comensal ampC,ant,cat,nfsA,nfsB,tetA Vi Amp,Clo Cro,Fox,Nit
Cil5a Comensal ampC,ant,blargm cat,nfsA,nfsB VI Amp,Clo,Lev,Nit, Tet
C15b EAECa aac,ampC,ant,blajyp-1,blarem,nfsA tetA VI Amp,Can,Nit
Cl7a Comensal aac,ampC,ant,blajp.1,nfsA,nfsB,tetA tetB \ Amp,Nit,Tet
C17b Comensal ant,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetB VI Amp,Nit,Tet
C18a Comensal ampC,ant,cat,nfsA,tetB VI Amp
C19a Comensal ampC,ant,blarem,cmlA,nfsA,nfsB,tetB VI Nit,Tet
C19b Comensal ampC,ant,cmlA,nfsA,nfsB,tetA tetB \ Amp
C19c Comensal ampC,ant,nfsA,nfsB,tetA,tetB VI Amp,Nit
C20a Comensal ampC,ant,nfsA,nfsB,tetA,tetB \ Amp,Nit
C20b Comensal ampC,ant,nfsA,nfsB,tetA VI Amp,Clo,Nit
C2la Comensal ampC,ant,cat,tetA,tetB | Amp,Nit
C22a Comensal aac,ant,cat,nfsA,nfsB,tetAtetB | Amp,Can,Clo,Fox,Nit
C23a Comensal ampC,ant,floR,nfsA,nfsB,tetA,tetB \Y Amp,Nit
C23b EAECa ant,nfsA,tetA,tetB \Y Nit
C24a EAECt ampC,ant,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetB 1 Nit
C24b Comensal ampC,ant,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetB 1 Nit
C25a Comensal ampC,ant,cat,nfsA, tetA,tetB 1l Amp
C25b Comensal ant,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetB VI -
C25c¢c ETEC-LT ampC,ant,cat,nfsA,tetB \Y| Nit
C26a Comensal ampC,ant,cat,nfsA,nfsB,tetA tetB,tetC ] Nit
C26b Comensal ampC,ant,blarem,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetB 1] Nit
C27a STEC-stx1 ampC,ant,cat,nfsA,nfsB,tetA,tetB,tetC IX Amp,Nit,Tet
C27b Comensal ampC,ant,blarem,nfsA,nfsB,tetA,tetB Xl Amp,Nit
C27c Comensal ampC,ant,cmlA,nfsA,tetA tetB \% Amp,Nit
C28a Comensal ampC,ant,cat,floR,nfsA,tetA tetB | Nit
C29a Comensal ampC,ant,cmlA,nfsA,nfsB,tetA,tetB VI Amp,Clo,Nit, Tet
C29b EAECa ampC,ant,cmlA,nfsA,tetA tetB,tetC VI Amp,Clo,Nit, Tet
C30a EPECa ampC,ant,blaye; cat,cmlA,nfsA,nfsB, tetA,tetB,tetC 11 Nit
C30b Comensal ampC,ant,cmlA,nfsA,nfsB,tetA tetB 1l Nit

‘Amp - ampicilina, Can - canamicina, Clo - cloranfenicol, Cro - ceftriaxona, Fox - cefoxitina, Lev - levofloxacina, Mer -
meropenem, Nit - nitrofurantoina, Tet - tetraciclina.
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Figura 31 - Dendrograma dos 49 isolados de E. coli nas criancas do grupo controle.
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No dendrograma do grupo tratado com antibioticos em 86% de similaridade
foram verificados 24 grupos genéticos. Desses, pdde ser observado apenas 2
agrupamentos (em destaque) abrigando mais de uma cepa com 100% de
similaridade. Ainda, nesse dendrograma, as cepas E. coli ATCC 25922 e B. fragilis
ATCC 25285 agruparam-se em ramificagdes distintas, mas inseridos nos clusters
dos isolados do grupo antibiético (Tabela 14 e Figura 32).

O cluster | apresentou dois grandes grupos: A e B, sendo I-A composto por 13
cepas (Ala, Alb, A31b, A25b, A28a, A31lc, A21a, A25a, Allc, A29a, Adb, A30Db,
A30c) de E. coli comensal que apresentaram perfil de resisténcia amplo tendo em
comum a resisténcia para: ampicilina, meropenem, nitrofurantoina; e I-B formado por
5 cepas: trés E. coli comensal (A6b, A7a e A7b) e duas diarreiogénicas (A4a) EPEC
atipica e (A9a) EAEC atipica tendo em comum apenas a presenca do gene blaTewm.
Esse cluster também apresentou um clone de duas criancgas diferentes (Alb e A31b)
ambas E. coli comensal e que apresentaram 0s genes resisténcia: ampC, cat, cmlA,
nfsA e tetB.

O cluster V agrupou um outro clone de duas criancas diferentes (Aba e A6a)
ambas E. coli comensais, tendo em comum a resisténcia a nitrofurantoina e
tetraciclina e a presenca dos genes: ant, blacTx-m, blatem, cat e nfsA.

Assim como no dendrograma do grupo controle, dos clusters VI até o XXIV os
agrupamentos foram determinados por outro fator externo do que foi avaliado, pois
verificou-se ramificaces compostas, em sua maioria, apenas por uma unica cepa e
com caracteristicas fenotipicas e genotipicas semelhantes as observadas nos outros
clusters ja descritos. Pode-se inferir que talvez esses agrupamentos foram formados
devido a resisténcia as diversas classes de drogas testadas e a associacdo de

variados genes de resisténcia sendo expressos.
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Tabela 14 - Caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos 47 isolados de E. coli do

grupo com antibidticos.

Grupo genético

Isolados E. coli Genes de resisténcia por AP-PCR Perfil de resisténcia
Ala Comensal aac,ampC,ant,blaregy cat,cmlA,nfsA tetB | Amp,Clo,Mer,Nit, Tet
Alb Comensal ampC,blarev,cat,cmlA,nfsA,tetB | Amp,Clo,Cro,Mer,Nit, Tet
Ada EPECa ampC,blaregm cat,cmlA, nfsA,nfsB,tetA | Clo,Nit,Mer
Adb Comensal ampC,ant,blarem,cat,cmlA,nfsA | Nit,Mer
Aba Comensal ant,blacrx.w,blarem,cat,nfsA \Y Nit, Tet
Aba Comensal aac,ant,cat,blacrx.m,blarem,cmlA,nfsA,nfsB,tetB \% Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit,Tet
A6b Comensal aac,blacrx.w,blarem,tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet
A7a Comensal aac,blacrx.w,blarem,cmlA,nfsB,qnrB,tetA,tetB,tetC | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet
A7b Comensal aac,blacrxm,blarem,cat,nfsA,nfsB,gnrB,tetA, tetB,tetC | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet
A8a Comensal blacTx-m,blarem,cat,nfsA,nfsB,gnrB,tetA,tetB 1] Clo,Cro,Nit
A8b EPECa ampC,blacrxu,blarem,cat,gnrB,tetA tetB 1] Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet
A9a EAECa ant,blaregv,cat,tetB,tetC | Amp,Clo,Nit, Tet
A9b Comensal aac,ant,blayp.1 blakec,blarem,cat,gnrB,tetB,tetC Xl Amp,Can,Clo,Mer,Nit, Tet
A9c EAECa aac,ant,blajvp-1 blakpc,blatev,tetB Xl Amp,Clo,Mer,Nit, Tet
Alla Comensal ampC,ant,blayp-1 blakpc,blarem,cat,tetB,tetC VIl Amp,Clo,Fox,Mer,Nit, Tet
Allb Comensal ampC,ant,blajp.1 blakec,blarem,cat,nfsA,tetA,tetB XVI Amp,Can,Clo,Nit, Tet
Allc Comensal ampC,ant,blayp-1 blakec,blarem,cat,nfsA, tetB,tetC | Amp,Can,Fox,Mer,Nit, Tet
Al2a Comensal ant,blakpc,blarew,nfsA, tetA,tetB,tetC X Amp,Can,Fox,Mer,Nit, Tet
Al3a Comensal aac,ampC,ant,blajup1,blakpc,blarem,cat,nfsA VI Amp,Clo,Nit, Tet
tetA,tetB,tetC
A13b Comensal ampC,ant,blajp-1,blakpc,blarem,cat,cmlA,nfsA, pll Amp,Clo,Cro,Fox,Nit,Tet
tetA,tetB,tetC
Alda Comensal aac,ampC,ant,blactx-w,blakec,blarem,cmlA,cat, XX Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet
tetAtetB
Al4b Comensal aac,ampC,ant,blaxpc,blarem,cat,cmlA tetB 1 Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet
Al5a Comensal ampC,ant,blagpc,blarem,cat,cmlA,floR,nfsB,tetA,tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet
A15b Comensal aac,ampC,ant,blaxpc,blarem,cat,cmlA,floR,nfsB,tetA, XIX Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit
tetB
Al8a Comensal ampC,ant,blagpec,blarem,cat,cmlA,nfsA tetA tetB,tetC XIV Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit,
Tet,Tig
A18b Comensal aac,ampC,ant,blakpc,blarem,cat,nfsA,nfsB,tetA, tetB, \% Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit,
tetC Tet,Tig
Al9a Comensal aac,ampC,ant,blakpc,blactx.w,blarem,cat nfsA, Xl Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet,
tetAtetB,tetC Tig
A19b Comensal ampC,aac,ant,blacrtx-w,blakec,blarem,cat,cmlA nfsA, Xl Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet,
tetA,tetB,tetC Tig
A20a Comensal aac,ampC,ant,blayp.1 blarem,cat,cmlA, nfsB,tetA, XVII Amp,Can,Clo,Tet
tetB,tetC
A2la Comensal aac,ampC,ant,blajp-1 blakpc,blarem,cat,nfsA,tetA, | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Nit, Tet,
tetB,tetC Tig
A21b Comensal aac,ampC,ant,blajp.1,blakpc,blarem,cat,nfsA,nfsB, XXI Amp,Can,Cip,Clo,Nit, Tet
tetAtetB
A22a Comensal aac,ant,ampC,blacrx.u,blakpc,blarem,cat,nfsA, XXIV Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit,
tetA tetB Tet
A24a Comensal aac,ampC,ant,blaxpc,blarem,cat,nfsA tetA,tetB XV Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit,
Tet,Tig
A25a Comensal ampC,ant,blacrx.w,blakec,cat,nfsA,tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit
A25b Comensal ampC,ant,blakpc,cat,tetA,tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Lev,Mer,Nit
A28a Comensal ampC,cat,cmlA,nfsA,tetA,tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Lev,Mer,Nit
A28b Comensal aac,ampC,ant,blakpc,blarem,cat,cmlA,nfsA tetA tetB IX Amp,Can,Clo,Cro,Nit,Mer
A28c Comensal aac,ampC,ant,blaxpc,blarem,cat,nfsA,tetA,tetB IX Amp,Can,Cro,Fox,Mer,Nit
A29a Comensal ampC,ant,blakpc,nfsA,nfsB,tetA tetB | Amp,Can,Mer,Nit
A29b Comensal aac,ampC,ant,blaxpc,blarem,cmlA,nfsA tetA,tetB XX Amp,Can,Mer,Nit,Tet
A30a Comensal aac,ampC,ant,blakpc,blarem,cat,cmlA,nfsA,tetB XXl Amp,Can,Cip,Clo,Fox,Cro,Lev,Mer,Nit,
Tet,Tig
A30b Comensal aac,ampC,ant,blaxpc,cmlA,nfsA tetA, tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit,
Tet,Tig
A30c Comensal aac,ant,blakpc,cmlA,tetA tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Lev,Mer,Nit,
Tet,Tig
A30d Comensal ant,blacrx.u,blakec,cmlA,tetA tetB VIl Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Fox,Mer,Nit, Tet, Tig
A3la Comensal ant,blacrx.m,blaxkec blarem,cat,cmlA,tetB Y, Amp,Can,Cip,Cro,Mer,Nit, Tet, Tig
A31b Comensal ampC,ant,blacrxw,blakec,blarem,cat,cmlA,nfsA tetA, | Amp,Can,Cip,Cro,Lev,Mer,Nit, Tet
tetB
A31c Comensal ampC,ant,blakpc,blarem,cat,nfsA,tetA tetB | Amp,Can,Cip,Clo,Cro,Mer,Nit, Tet

*Amp - ampicilina, Can - canamicina, Cip - ciprofloxacina, Clo - cloranfenicol, Cro - ceftriaxona, Fox - cefoxitina, Lev -
levofloxacina, Mer - meropenem, Nit - nitrofurantoina, Tet - tetraciclina, Tig - tigeciclina.
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Figura 32 - Dendrograma dos 47 isolados de E. coli das criangcas com antibidticos.
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As andlises dos dendrogramas revelaram que muitos agrupamentos foram
formados, entretanto os dois principais fatores: a presenca dos genes e posterior 0
padrdao de resisténcia, bem como, os demais parametros (origem e patotipos)
aparentemente ndo foram determinantes na separacéo dos clusters.

No grupo controle foi verificado menos padrdes de resisténcia, em destaque a
sensibilidade para ciprofloxacina, meropenem e tigeciclina, e menor presenca do
namero de genes de resisténcia, se comparar com 0 grupo com antibiéticos;
entretanto se observar o niumero encontrado € alto por tratar-se de um grupo de
criancas saudaveis e sem tratamento com antibioticoterapia. Observou-se também
que no grupo com antibiéticos tanto a presenca quanto o padrdo de resisténcia
foram verificados em maior quantidade e em todos os isolados se comparado com o
grupo controle.

Nenhuma cepa do grupo controle se agrupou com cepas do grupo com
antibioticos apresentando 100% de similaridade, além disso foi verificado que néo
houve uma separacdo das amostras (controle e antibioticos) isto é, as cepas de
ambos o0s grupos se agruparam formando diversos clusters; e devido ao grande
namero de isolados avaliados (98 cepas sendo: 96 dos grupos controle e antibiéticos
e duas ATCC) foi impossivel a contru¢do de um Unico dendrograma.
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5 DISCUSSAO

De todas as influéncias exdégenas que possam alterar a microbiota intestinal
residente, os agentes antimicrobianos sédo capazes de causar rapidas e drasticas
mudangas. A extensao do impacto na populacdo microbiana depende do tipo de
antimicrobiano utilizado, do tempo de exposi¢cao, do mecanismo de acéo da droga e
do grau de resisténcia dessa comunidade (JERNBERG et al., 2010).

A diminuicdo no numero de microrganismos devido a terapia antimicrobiana
pode conduzir a varios efeitos indesejaveis, como favorecer a colonizacdo de
bactérias potencialmente patogénicas (KLEESSEN et al.,, 2000; NICOLI, 1995;
NICOLI e VIEIRA, 2004), além da estabilizacdo de uma populacdo bacteriana
resistente que pode persistir por anos nessa microbiota (JAKOBSSON et al., 2010).

Estudos sobre os impactos da exposicdo aos antimicrobianos na microbiota
intestinal relatam que existe uma diminui¢do, algumas vezes mais acentuadas, de
determinados géneros e espécies. Entre os microrganismos que mais sofrem esse
tipo de alteracdo estdo as enterobactérias, enterococos e bactérias anaerdbias
(NORD; EDLUND, 1991; PANDA et al.,2014; RAFII et al., 2008;).

Na analise quantitativa foram detectados os 12 microrganismos avaliados em
ambos o0s grupos, entretanto foi observado que alguns microrganismos
apresentaram uma reducdo no numero de copias por g/fezes: Bifidobacterium spp.,
B. fragilis, C. perfringens, E. coli, M. smithii e Firmicutes nas amostras das criancas
que utilizaram antibiéticos em relagdo ao grupo controle.

Panda et al., (2014) analisaram a microbiota intestinal de adultos antes e
depois do tratamento com antibiéticos B-lactamicos e fluoroquinolonas, e os
resultados mostraram uma diminuicdo de aproximadamente 25% no numero de
microrganismos do filo Firmicutes, e um aumento no filo Bacteroidetes
independentemente do tipo de antimicrobiano utilizado.

Pérez-Cobas et al., (2012) avaliaram a microbiota de um individuo adulto em
diversos momentos (3 ,6, 11 e 14 dias) durante tratamento com [-lactamicos, e
observaram alteracbes a partir do 6° dia de tratamento para varios filos como:
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria.

Essa variacdo e diminuicdo no numero de microrganismos também foi
observada por Antonopoulos et al., (2009) em estudo realizado com animais (ratos)

que foram expostos a alimentos com adicdo de antibidticos (amoxicilina,
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metronidazol, cefoperazona) durante 10 dias; e os resultados mostraram aumento
na quantificacdo de microrganismos pertencentes ao filo Proteobacteria e diminuicao
dos filos Firmicutes e Bacteroidetes em relacdo ao grupo controle.

Esses dados, evidenciam que a microbiota intestinal sofre alteracdes
quantitativas e qualitativas independentemente da dosagem e classe de
antimicrobianos utilizados, tanto em modelos animais como em humanos
(ANTONOPOULOS et al., 2009; PANDA et al., 2014; PEREZ-COBAS et al., 2012).

No entanto foi observado que Lactobacillus spp. e P. distasonis apresentaram
maior quantificagdo no grupo antibiético quando comparados com grupo controle,
indicando que esses microrganismos podem nao ter sido afetados pela exposicao
aos antibioticos.

O aumento do numero de Lactobacillus spp. em criangas com antibioticos em
nosso estudo chama a atencdo, pois essas bactérias sdo caracterizadas como
probiéticos e esse aumento na deteccdo, sugere que esses microrganismos
poderiam carrear genes de resisténcia aos antimicrobianos, o que seria um grande
problema devido a transferéncia horizontal de genes levando ao desenvolvimento de
cepas resistentes na microbiota intestinal (ASHRAF; SHAH, 2011).

Em relacdo ao P. distasonis, Nakano et al., (2011), avaliaram a
susceptibilidade aos antimicrobianos dessa espécie isolada de amostras fecais e
observaram resisténcia para diversas drogas testadas, e provavelmente essa
resisténcia possa ter sido adquirida por transferéncia horizontal com cepas de
Bacteroides spp.. Nossos dados mostram que esses microrganismos,
possivelmente, possuem algum mecanismo de resisténcia, devido sua elevada
guantificacdo no grupo com antibioticoterapia.

Neste estudo analisando a quantidade de antibidticos utilizados pelas
criancas e os valores obtidos no qPCR foi observado que o numero de antibiéticos
nao exerceu uma grande influéncia na quantificagdo dos microrganismos.
Entretanto, no caso de Bifidobacterium spp. e P. distasonis em comparacdo as
criangas que tomavam 1 antibiético com aquelas que tomavam 2 ou 3; a quantidade
influenciou nos valores de numero de copias, chamando a atencdo para uma
possivel resisténcia desses microrganismos.

Croswell et al (2009), avaliaram diferentes antibioticoterapias para examinar o
impacto sobre a microbiota intestinal, e observaram mudancas distintas no total de

namero de bactérias, com perdas variando de 0,5 a 3 logs de bactérias, e a
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quantidade desses antimicrobianos também tiveram efeitos sobre o0s géneros
Bacteroides spp., Lactobacillus spp. e Clostridium spp.

No entanto, uma questdo-chave em relacdo a administracao de antibidticos é
se a comunidade microbiana recupera a sua composicao original apés o tratamento.
Poucos estudos analisaram os efeitos a longo prazo do uso de antibidticos em seres
humanos, mas os resultados diferem entre técnicas de biologia molecular (QPCR,
pirosequenciamento, metagenémica, analise in silico) e métodos classicos de cultura
(DE La COCHETIERE et al., 2005, JERNBERG et al., 2010).

Pelo padrao de microrganismos foi observado que todos 0s microrganismos
estudados foram detectados em 23 (76,6%) criangas do grupo controle e 19 (61,2%)
criancas do grupo com antibioticos. O grupo com antibioticos ainda apresentou um
padrdo de 11 microrganismos em 8 criancas e 0 grupo controle em 2 criancas,
sendo diferenciado dos outros padrbes pela auséncia de M. smithii. Os demais
padrdes de microrganismos foram bem distintos em ambos 0s grupos.

Ainda em relacdo a quantificacdo, em nossos resultados, ressalta-se a
presenca de M. smithii nas amostras estudadas. E interessante observar a detecgéo
desse microrganismo no grupo com antibioticoterapia com valores quantitativos
muito semelhantes ao grupo controle. Estudos sobre padrbes de susceptibilidade em
Archaea mostram que M. smithii, apesar de possuirem sitios alvos diferente de
Bacteria, apresenta resisténcia para diversas classes de antimicrobianos incluindo:
penicilinas, quinolonas e aminoglicosideos (DERMOUMI; ANSORG, 2001; DRIDI et
al., 2011) e isso deve ser investigado, devido a possivel transferéncia horizontal
entre 0s microrganismos.

A espécie E. coli é a bactéria facultativa mais predominante no ecossistema
intestinal. Quando sdo submetidas ao efeito dos antimicrobianos podem tornar-se
resistentes, sendo consideradas reservatorio de genes, capazes de adquirir e
transferir genes a outras bactérias da microbiota residente (WOO et al., 2003).

Neste estudo foram isoladas E. coli em 80,3% das amostras de criangas sem
diarreia (grupo controle e antibiéticos), sendo 26 (86,7%) criangas controles e em 23
(74,2%) criancas tratadas com antibiéticos. Samb-Ba et al., (2014) reportaram que E.
coli foi o microrganismo mais encontrado em individuos senegalenses sem diarreia
(84,9%) e em individuos com diarreia (64,2%). No Brasil, Garcia et al., (2011)

também verificaram maior presenca de E. coli nas amostras de criancas sem diarreia
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(80,9%) em comparacédo as criancas com diarreia (73,7%). Esses dados mostram a
prevaléncia desse microrganismo facultativo em amostras da microbiota intestinal.

Nossos dados mostram E. coli comensal em 72,3% e DEC em 27,8% das
criangas sem diarreia. E. coli comensal foi observada em 53,3% das criangas
controle e 90,3% das criangas com antibioticoterapia. Também foi verificada a
presenca de DEC em 14 (46,7%) criangas do grupo controle: 7 (50%) EAEC atipica
e 1 (7,14%) EAEC tipica, 3 (21,4%) EPEC atipica, 2 (14,3%) ETEC-LT, 1 (7,14%)
STEC stx1 e 1 (7,14%) STEC stx2, e no grupo com antibioticos foi observada
apenas em 3 (9,7%) criancas: 2 (66,6%) EPEC atipica e 1 (33,3%) EAEC atipica.

Bonkoungou et al., (2011) detectaram DEC em 45% das criangas com diarreia
e 29% das criancas sem diarreia, sendo que EAEC foi o patotipo mais encontrado
em ambos 0s grupos com diarreia (25,9%) e sem diarreia (20,6%), seguido de EPEC
(16,3% e 5,3%, respectivamente), ETEC (12,9% e 3,7%, respectivamente); STEC
(1,7%) e EIEC (0,6%) foram verificados apenas nas criangas com diarreia.

Garcia et al., (2011) observaram a presenca de DEC em criancas com e sem
diarreia, e detectou em 36,8% das criancas com diarreia e 29,8% nas amostras nao
diarreicas, onde EAEC foi o Unico patotipo encontrado nas amostras sem diarreia
(30,9%), e teve maior prevaléncia em comparacao as amostras diarreicas (16,2%).

Diversos trabalhos brasileiros mostram que EAEC tem sido considerado um
patdgeno emergente no Brasil e em outros paises em desenvolvimento da América
do Sul e da Africa, e esta associada com diarreia aguda em criancas, mas também
tem sido encontrado na microbiota fecal de criancas saudaveis (BUERIS et al., 2007,
GARCIA et al., 2011; HUANG et al., 2006 ; WEINTRAUB, 2007).

A maior parte dos estudos epidemiolégicos de ocorréncia, prevaléncia e
distribuicdo de DEC sao realizados com amostras humanas diarreicas. E por ndo se
conhecer de fato se DEC pode também pertencer a microbiota intestinal, isto €, se
poderia colonizar e qual seria 0 niumero de unidades formadoras de colénias
encontradas nesta populacdo; um diagnéstico de diarreia acometido por DEC
poderia gerar dlavidas entre ser o agente principal causador ou se esse
microrganismo pertence a essa microbiota (BONKOUNGOU et al., 2011).

Em nosso estudo foi encontrada uma crianca (grupo controle) portadora de
dois patotipos: um isolado de EPEC atipica e um de STEC-stx2 (FERNANDES et al.,
2014). O relato da deteccéo de dois patotipos em amostras fecais sem diarreia ainda

€ escasso, principalmente no Brasil, entretanto, Bonkoungou et al., (2011) em
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Burkina Faso (Africa) encontraram co-infeccdo de DEC em 2 criancas sem diarreia:
uma com EAEC e EPEC e a outra com EPEC e STEC. O que demonstra que esses
microrganismos s80 microbiota transitoria em individuos assintomaticos. Entretanto
mais estudos sao necessarios para determinar o real papel das DEC, a co-infec¢do
de patotipos e sua presenca assintomatica no trato intestinal humano,
principalmente em criangas.

A resisténcia em E. coli comensais em individuos saudéaveis foi demonstrada
pela primeira vez ha mais de 40 anos e muitos estudos tém destacado sua elevada
resisténcia aos antimicrobianos em diversos paises (AMAYA et al., 2011; BAILEY et
al., 2010; BARTOLONI et al., 2006; ERB et al., 2007; MOSQUITO et al., 2012).

Em relacdo ao teste de susceptibilidade, nossos resultados revelaram alta
porcentagem de resisténcia entre os isolados, mas principalmente entre o grupo com
antibioticoterapia que apresentou resisténcia para diversos antimicrobianos como:
nitrofurantoina (100%), ampicilina (91,5%), cloranfenicol (83%) e canamicina
(77,7%), em comparacdo a 92% para nitrofurantoina, 77,6% para ampicilina, 45%
para cloranfenicol e 8% para canamicina no grupo controle. Estudo sobre a
susceptibilidade de E. coli em criancas sem diarreia apresentaram resisténcia de
46,4% para ampicilina e 17,6% para cloranfenicol (AMAYA et al., 2011).

Em relacdo ao perfil de resisténcia de E. coli comensal avaliado por Garcia et
al., (2011) em criancas (de 0 a 5 anos) sem diarreia, foi encontrada resisténcia para
tetraciclina (34,9%), ampicilina (30,2%) e levofloxacina (4,6%), em contrapartida
nosso trabalho observou elevada porcentagem de resisténcia tanto nas criancas
controle (30,6%, 77,6% e 12,2%, respectivamente) como nas criangas em
tratamento com antibidticos (79%, 91,5% e 40,4%, respectivamente).

Em outro estudo realizado no Peru e Bolivia com isolados de E. coli
comensais, foi verificada elevada resisténcia variando de 18 a 95% para as mais
diversas classes de antimicrobianos: ampicilina (95%), tetraciclina (93%),
cloranfenicol (70%), canamicina (28%) e ciprofloxacina (18%) (BARTOLONI et al.,
2006). No nosso trabalho a resisténcia variou de 0 a 91,5% para 0S mesmos
antimicrobianos testados em ambos 0s grupos

Estudos realizados com criancas e adultos sem diarreia, demostraram
variacdes nas taxas de resisténcia para ampicilina. Em criangas foram observados

perfis mais altos no México (100%); entretanto, em adultos na Turquia foi observado
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78% de resisténcia, e menores taxas foram vistas na populacdo alema (16,7%) e
holandesa (13%) (ERB et al., 2007).

Diferentes padrbes de resisténcia foram observados em todos 0s nossos
isolados de E. coli comensais e diarreiogénicas, sendo caracterizada a maioria das
cepas como MDR (apresentando padrdo de resisténcia para mais de 3 antibiéticos
de classes diferentes). Entre eles os que mostraram maior incidéncia foram:
ampicilina, cloranfenicol e nitrofurantoina. Das 96 cepas isoladas de E. coli, 26
(53%) foram consideradas MDR no grupo controle e 45 (95,7%) no grupo com
antibioticos.

Mosquito et al., (2012) avaliaram perfis de resisténcia de E. coli comensais e
DEC isoladas de criancas com e sem diarreia, e verificaram elevada resisténcia
para: ampicilina (80%), tetraciclina (56%), cloranfenicol (21%) e ciprofloxacina
(10,3%), corroborando com nossos dados. Ainda nesse estudo, Mosquito et al.,
(2012), os isolados de EAEC apresentaram 76% de MDR; nossas cepas EAEC
(70%) também foram MDR em ambos os grupos analisados.

Em relacdo aos genes de resisténcia aos antimicrobianos foi observada
elevada prevaléncia em ambos os grupos, sendo que o grupo controle apresentou
maior porcentagem para: ant (100%), nfsA (98%), ampC (83,7%), tetA (73,5%) e
nfsB (59%) se comparado ao grupo com antibioticos: ant (83%), ampC (74,5%), tetA
(68%), nfsA (66%), nfsB (23,4%)

Dominguez et al., (2012) reportaram a presencga de cepas de E. coli isoladas
de criangas espanholas sem diarreia com diversos genes de resisténcia para (3-
lactamases de espectro estendido: blatem (83%), blasHv (2%) e blaoxa-so (2%), e para
tetraciclinas: tetA (57%), tetB (24%), tetD (2%).

Em nosso trabalho para os genes tet, houve associacao entre 0os grupos que
apresentavam resisténcia para tetraciclina e a presenca do gene tetB. As cepas do
grupo com antibioticos apresentaram tetB em 93,6% dos isolados, seguido do tetA
(68%) e tetC (32%), entretanto, no grupo controle os mais encontrados foram: tetA
(73,5%), tetB (59,2%) e tetC (18,4%). Apesar da tetraciclina ndo ser uma droga de
escolha para infeccdo acometidas por gram negativos, verificou-se elevada
porcentagem tanto na resisténcia quanto na detecgéo dos genes (tetA, tetB e tetC),
e isso poderia ser o reflexo da grande quantidade utilizada em animais de corte e

domésticos.
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Para os genes de resisténcia aos B-lactamicos foi verificada elevada
porcentagem para: blarem (87,2%), blakpc (70,2%), blactx-m (32%) e blaive-1 (21,3%),
entretanto no grupo controle esses valores mostraram-se mais baixos: blatem
(22,4%), blacTx-m (10,2%) e blamp-1 (6%). Observou-se que os isolados sensiveis, em
ambos os grupos controle e antibidticos, tiveram associagdo com a presenca dos
genes: blakpc, blatem € blaimp-1, demonstrando que esses genes estdo silenciosos,
podendo ser expressos a qualquer instante durante uma pressao exercida pelo uso
de antimicrobianos.

Bailey et al (2010) avaliaram os perfis e 0s genes de resisténcia de E. coli em
adultos saudaveis australianos, e verificaram que os isolados resistentes para
ampicilina possuiam o gene blarsw, Em nosso estudo a prevaléncia da resisténcia
para ampicilina foi alta em ambos 0s grupos estudados e a deteccédo do gene blatem
no grupo controle foi de 22,4% e 87,2% no grupo tratado com antibiéticos.

A prevaléncia de isolados resistentes produtores de ESBL n&o aumentou
apenas em bactérias patogénicas; a colonizacao intestinal por E. coli produtora de
ESBL, principalmente do tipo CTX-M, atingiu niveis de pandemias em poucos anos,
e estima-se que ha 1.753 milhdes de pessoas colonizadas por esse microrganismo
em todo o mundo (WOERTHER et al., 2013).

As hipéteses para explicar a alta prevaléncia de resisténcia por de B-
lactamases no Brasil, quando comparada com Estados Unidos e paises da Europa,
deve-se ao fato de que as amostras isoladas no Brasil sdo resistentes as
cefalosporinas de 3% e 42 geragdo, devido a produgdo de [-lactamases
(cromossdmicas e plasmidiais) e/ou por alteracdo da permeabilidade citoplasmética
(GALES, 1997).

Em relacdo as carbapenemases foi observado o gene blakrc em 70,2% das
cepas do grupo com antibiéticos, ndo sendo encontrado em nenhuma cepa do grupo
controle. Para blave-1 foram detectados em 21,3% do grupo com antibioticos e em
6% do grupo controle. Peirano et al., (2014) avaliaram a prevaléncia de cepas de E.
coli produtoras de carbapenemases, e detectaram 33% de blakpc € 2% de blawvp.
Entretanto os dados epidemiolégicos para E. coli produtora de blakec ainda
permanecem relativamente escassos e 0 gene blawp-1 tem sido detectado em outros
membros da familia Enterobacteriaeceae, como Klebsiella pneumoniae e em gram
negativos nédo fermentadores, como Acinetobacter baumanni e Pseudomonas

aeruginosa.
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Cada vez mais é frequente a associacdo de diferentes mecanismos de
resisténcia para a mesma classe de antimicrobianos em uma Uunica cepa. Na
Espanha foi reportado uma cepa de E. coli isolada de ITU produtora de duas
carbapenemases (VIM-1, KPC-3), uma B-lactamase ampC plasmidial (CMY-2) e
uma ESBL (SHV-12) (PORRES-OSANTE et al, 2014). Em nosso trabalho
encontramos em todas as cepas a presenca de mais de um gene de resisténcia para
a mesma classe e/ou diferentes classes de antimicrobianos, demostrando a
extensdo da problematica das cepas MDR.

O gene cat de cloranfenicol no grupo tratado com antibiéticos foi detectado
em 80,5% das cepas e 71,4% no controle. Bartoloni et al (2006) investigaram a
prevaléncia de E. coli MDR em criangcas e detectaram 70% de resisténcia para
cloranfenicol, sendo que apenas o gene cat foi detectado em todos os isolados
resistentes.

Para os outros genes associados a resisténcia ao cloranfenicol foram
detectados: floR em 10,2% no grupo controle e 4,2% no com antibiéticos; e cmlA
gue apresentou maior porcentagem no grupo com antibioticoterapia (49%) em
comparacao ao grupo controle (14,3%); obteve-se associacdo desse gene tanto
para os isolados sensiveis quanto para 0s resistentes. Mosquito et al (2012)
detectaram em E. coli comensal o gene cat em 70% e o gene floR em 30% dos
isolados, corroborando com nossos dados.

Para aminoglicosideos, 0 gene aac teve maior deteccdo no grupo com
antibiéticos (53%) que no grupo controle (6%), e foi associada a presenca desse
gene nos isolados sensiveis em ambos os grupos. O gene ant foi detectado em
todas as cepas do grupo controle (100%) e em 83% do grupo com antibiéticos, e
também foi encontrada associacdo com a presenca desse gene nos isolados
sensiveis dos grupos avaliados. Da mesma forma, Soleimani et al., (2014)
detectaram, em isolados de E. coli de ITU, a presenca do gene ant (78,8%) seguido
do gene aac (47,8%).

Em relagdo as quinolonas, 0 gene qnrB apresentou porcentagens
semelhantes tanto no grupo controle (10,2%) como no grupo com antibioticos
(10,6%). Viana et al.,, (2013) reportou isolados resistentes para quinolonas e
encontraram em E. coli apenas duas cepas com a presenca dos genes qnrB e gnrS.

Diversos estudos realizados em todo o mundo tém demonstrado a baixa prevaléncia
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de genes gnr particularmente entre isolados de E. coli em comparacdo com outras
Enterobacteriaceae (VIANA et al., 2013; ZURFLUH et al., 2014; YANG et al., 2014).

Para os genes de nitrofurantoina nfsA e nfsB, o grupo controle apresentou
uma porcentagem mais alta (nfsA 98%) e (nfsB 59%) que o grupo tratado com
antibioticos (nfsA 66%) e (nfsB 23,4%); houve uma associacdo dos genes nos
isolados resistentes para nitrofurantoina. Sandegren et al., (2008) avaliaram isolados
de E. coli de ITU dos quais apresentavam elevada resisténcia para nitrofurantoina, e
observaram que todos os isolados resistentes apresentaram os genes nfsA e nfsB,
entretanto os dados sobre prevaléncia de resisténcia para nitrofurantina séo
escassos e sua utilizagédo na clinica humana foi substituida por outras drogas.

A diversidade de E. coli é frequentemente avaliada por ferramentas laboriosas
e de alto custo como: sorotipagem, Multilocus Sequence Typing (MLST), Pulse Field
Gel Electrophoresis (PFGE). No entanto existem técnicas para tipagem mais simples
como PCR multiplex para os grupos filogenéticos de E. coli (CLERMONT et al.,
2000), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e Arbitrary Primer-PCR (AP-
PCR), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) que sdo menos
trabalhosas e apresentam baixo custo, permitindo a analise de maior numero de
cepas (ERIBE; OLSEN, 2000; RAMAZANZADEH et al., 2013).

A andlise da diversidade genética por AP-PCR mostrou boa discriminacao
entre 0s nossos isolados. A utilizacdo dessa técnica diferencia diversos
polimorfismos facilitando a comparacédo clonal através da similaridade genética dos
microrganismos (ABILDGAARD et al., 2009; WILLIAMS et al., 1990).

No grupo controle foram verificados 14 grupos genéticos com 85% de
similaridade. Desses, foi observado 10 agrupamentos abrigando mais de uma cepa
com 100% de similaridade. O grupo tratado com antibiéticos apresentou 24 grupos
genéticos com 86% de similaridade. Desses, pdde ser observado apenas 2
agrupamentos abrigando mais de uma cepa com 100% de similaridade.

E interessante observar que ndo houve separacdo entre as cepas de E. coli
comensal e diarreiogénicas em ambos o0s grupos avaliados, e que o0s clones
encontrados foram sempre associados entre E. coli comensal e DEC, entretanto o
perfil de resisténcia apresentou-se semelhante entre os agrupamentos.

No grupo controle houve maior niumero de agrupamentos em relacdo ao
grupo com antibioticos, entretanto ambos demonstram elevada diversidade genética

provavelmente por serem amostras de criancas sem diarreia e pertencentes a
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microbiota residente. E apesar dos diversos genes de resisténcia detectados e dos
perfis de susceptibilidade n&o foi possivel fazer a associa¢éo desses fatores com os
agrupamentos e que provavelmente outro fator ndo avaliado (mecanismo de
resisténcia, fator de viruléncia ou mesmo fisiolégico) tenha sido determinante nesta
distingéo.

Amaya et al., (2001) avaliaram as relacdes epidemiolégicas de isolados E. coli
comensal e DEC em criancas com e sem diarreia por RAPD. Os agrupamentos
formados foram distintos entre as cepas. Entretanto houve apenas um agrupamento
entre uma E. coli comensal e uma EAEC nas criangcas com diarreia que
apresentavam o mesmo padréo de genes de resisténcia, e dois padrdes entre uma
E. coli comensal e uma EAEC nas criancas sem diarreia que também apresentavam
padrées semelhantes. Em outro estudo sobre diversidade por RAPD com cepas de
E. coli resistentes e sensiveis verificaram que houve separacdo entre as cepas de
acordo com o fenétipo (BAILEY et al., 2010).

Ramazanzadeh et al., (2013) avaliaram a diversidade genética por ERIC-PCR
de 230 isolados de E. coli de ambientes hospitalares e observou 205 padrdes
diferentes sendo que 81,3% apresentaram perfil Unico e apenas 18,7%
apresentaram 100% de similaridade, mostrando a alta diversidade genética dos
isolados de E. coli.

Estudo sobre filogenia de cepas de E. coli utilizando a técnica de AP-PCR séo
escassos, mas esse método é comumente utilizado para diversos microrganismos
como: Bacteroides spp., Clostridium perfringens, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum (AVILA-CAMPOS et al., 2006;
KAPLAN et al., 2002; LLANCO et al., 2015; NAKANO et al. 2007).

Assim, este estudo demonstra as alteracdes qualitativas e quantitativas
ocasionadas pelo uso de antimicrobianos nas populacdes bacterianas da microbiota
residente intestinal, como diminuicdo do namero de microrganismos e a elevada
prevaléncia de cepas MDR. Além disso, foi observada a presenca de DEC nessas
amostras lembrando que sé@o de pacientes assintomaticos, e como as cepas de E.
coli comensais, apresentaram diversos padrdes de resisténcia e alta diversidade
genetica.

Desta forma, a magnitude do problema da resisténcia aos antimicrobianos é
de urgente necessidade de vigilancia e controle. Métodos baratos e sensiveis para

monitorar a resisténcia em bactérias comensais podem ser ferramentas valiosas,
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estudos de vigilancia sdo também importantes para melhorar a eficacia das
intervengBes de controle da resisténcia, além do uso correto e da conscientizagédo

dos profissionais da saude e da populacéo.
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6 CONCLUSOES

Com os dados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

1. Através do qPCR foi observada a reducédo no niumero de cépias por gramas/fezes
de: Bifidobacterium spp., Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens, Escherichia
coli, Methanobrevibacter smithii e Firmicutes nas amostras das criangas que
utilizaram antibiéticos em relagdo ao grupo controle, exceto para Lactobacillus spp. e
Parabacteroides distasonis que apresentaram uma quantificacdo maior no grupo

antibioético.

2. Das amostras avaliadas tanto o grupo controle como o com antibioticos

apresentaram alta taxa de isolamento de E. coli.

3. Em relacdo a presenca de DEC foram identificadas no grupo controle: EAEC
atipica, EAEC tipica, EPEC atipica, ETEC-LT, STEC stx1 e STEC stx2; e no grupo

com antibioticos detectou-se EPEC e EAEC atipica.

4. Foi observada resisténcia para diversas drogas no grupo controle exceto para
ciprofloxacina, meropenem e tigeciclina. Em contrapartida, o grupo tratado com
antibioticos apresentou alta resisténcia para todas as drogas avaliadas;

caracterizando as cepas desse estudo como MDR.

5. Todos os isolados do grupo controle e antibidticos possuiram diversos genes de
resisténcia, entretanto o gene blakpc foi 0 Unico ndo detectado em isolados do grupo

controle.

6. A analise da diversidade genética por AP-PCR mostrou boa discriminacdo entre
os isolados No grupo controle foram verificados grupos genéticos com 85% de
similaridade e no grupo com antibioticos com 86%. Entretanto ambos os grupos

demonstram a elevada diversidade genética desta espécie.
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Apéndice A. Caracteristicas gerais das amostras analisadas dos grupos controle (C) e antibi6ticos

A).
Criancas Isolados Origem Sexo Idade Antimicrobianos

C1 1 EAEC, 1 comensal Escola Privada M 9 anos -

Cc2 3 Comensais Escola Privada F 8 anos -

C3 - Escola Privada F 4 anos -

C4 2 Comensais Escola Privada F 10 anos -

C5 1 ETEC-LT Escola Privada F 3 anos -

C6 - Escola Privada F 3 anos -

Cc7 2 EAECa Escola Privada F 8 anos -

Cc8 - Escola Publica F 7 anos -

c9 1 Comensal Escola Publica M 10 anos -

C10 2 EPECa Escola Publica F 8 anos -

c11 1 EAECa, 1 comensal Escola Publica M 7 anos -

C12 1 Comensal, 1 STEC, 1 EPECa Escola Privada F 10 anos -

C13 1 EAECa Escola Privada M 3 anos -

C14 1 Comensal Escola Privada M 7 anos -

C15 1 Comensal, 1 EAECa Escola Privada F 9 anos -

Cc16 - Escola Publica = 8 anos -

c17 2 Comensais Escola Publica M 6 anos -

c18 1 Comensal Escola Publica F 3 anos -

C19 3 Comensais Escola Publica F 4 anos -

C20 2 Comensais Escola Publica 9 anos -

c21 1 Comensal Escola Privada M 8 anos -

c22 1 Comensal Escola Publica 9 anos -

c23 1 Comensal, 1 EAECa Escola Publica F 7 anos -

c24 1 Comensal, 1 EAECt Escola Publica F 7 anos -

C25 2 Comensais, 1 ETEC-LT Escola Publica M 9 anos -

c26 2 Comensais Escola Publica M 9 anos -

c27 1 STEC, 2 comensais Escola Publica M 5 anos -

c28 1 Comensal Escola Publica F 9 anos -

c29 1 Comensal, 1 EAECa Escola Publica F 5 anos -

C30 1 Comensal, 1 EPECa Escola Publica M 11 anos -

Al 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 4 anos Ceftriaxona, claritromicina

A2 - lcr-HCFMUSP M 10 anos Penicilina

A3 - lcr-HCFMUSP F 7 anos Teicoplamina, Piperacilina+Tazobactam

A4 1 Comensal, 1 aEPEC ler-HCFMUSP M 11 anos Ceftriaxona

Continua
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Apéndice A. Caracteristicas gerais das amostras analisadas dos grupos controle (C) e antibi6ticos

(A).

Criangas Isolados Origem Sexo Idade Antimicrobianos

A5 1 Comensal lcr-HCFMUSP M 11 anos Cefepime

A6 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 7 anos Ceftriaxona

A7 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 11 anos Sulfametoxazol+trimetoprima

A8 1 Comensal, 1 aEPEC lcr-HCFMUSP M 8 anos Cefalexina

A9 1 Comensal, 1 aEAEC lcr-HCFMUSP M 8 anos Amicacina, meropenem

A10 - lcr-HCFMUSP F 9 anos Amicacina, meropenem

All 3 Comensais lcr-HCFMUSP F 6 anos Azitromicina, gentamicina, meropenem

Al12 1 Comensal lcr-HCFMUSP F 7 anos Azitromicina, clindamicina, oxacilina

Al13 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 7 anos Cefepime

Al4 2 Comensais lcr-HCFMUSP F 7 anos Ampicilina, cefotaxima

A15 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 12 anos Amicacina, azitromicina, meropenem, vancomicina

Al6 - lcr-HCFMUSP F 6 anos Cefepime, teicoplamina

A17 - Icr-HCFMUSP M 8 anos Piperacilina+Tazobactam,
Etambutol, Isoniazida,

A18 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 5 anos pirazinamida,rifampicina,amicacina,
linezolida,meropenem

A19 2 Comensais lcr-HCFMUSP F 6 anos Amoxicilina

A20 1 Comensal lcr-HCFMUSP F 5 anos Sulfametoxazol+trimetoprima

A21 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 11 anos Sulfametoxazol+trimetoprima

A22 1 Comensal lcr-HCFMUSP F 8 anos Azitromicina, ceftazidima, oxacilina, tobramicina

A23 - lcr-HCFMUSP F 7 anos Ceftriaxona, claritromicina

A24 1 Comensal ler-HCEMUSP . 10 anos Amicacina, azitromicina, ceftazidima,
oxacilina,tobramicina

A25 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 6 anos Ceftazidima, cetriaxona

A26 - lcr-HCFMUSP F 3 anos Amicacina, ceftazidima, oxacilina

A27 - lcr-HCFMUSP F 3 anos Ceftriaxona

A28 3 Comensais lcr-HCFMUSP M 12 anos Ceftriaxona, clindamicina

A29 2 Comensais lcr-HCFMUSP M 6 anos Meropenem, teicoplamina

A30 4 Comensais lcr-HCFMUSP M 11 anos Azitromicina, meropener,

sulfametoxazol+trimetoprima
A3l 3 Comensais ler-HCEMUSP . 9 anos Piperacilina+tazobactam, vancomicina,

sulfametoxazol+trimetoprima

-: auséncia de isolamento; Comensal (E. coli); EPECa (E. coli enteropatogénica atipica), EAECa (E. coli enteroagregativa

atipica) EAECt (E. coli enteroagregativa tipica), ETEC —LT (E. coli enterotoxigénica - toxina termolabil), STEC (E. coli produtora

da toxina de Shiga); F: Feminino; M: Masculino; lcr-HCFMUSP (Instituto da Crianga — Hospital das Clinicas — Faculdade de

Medicina, Universidade de S&o Paulo).
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Apéndice B. Padrdo de microrganismos encontrados nas criancas dos grupos controle e antibiéticos.

Criangas Presenca de microrganismos no gPCR Isolamento de DEC
C1 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
C2 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C3 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C4 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C5 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm ETEC-LT
C6 Bif,Lac,Bf,Bv,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C7 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm EAECa
Cc8 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C9 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C10 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EPECa
Cl1 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
C12 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EPECa, STEC-stx2
C13 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
Ci4 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C15 Bif,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
C16 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C17 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C18 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C19 Bif,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C20 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
Cc21 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
C22 Bif,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C23 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
C24 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECt
C25 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm ETEC-LT
C26 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
c27 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm STEC-stx1
C28 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
C29 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
C30 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EPECa
Al Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A2 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A3 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A4 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EPECa
A5 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A6 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A7 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A8 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EPECa
A9 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm EAECa
Al10 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
All Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
Al2 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
Al13 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
Al4 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
Al15 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
Al6 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
Al7 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm
Al18 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
Al19 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A20 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A21 Bif,Lac,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A22 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A23 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A24 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A25 Bif,Lac,Bf,Bv,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A26 Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A27 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -
A28 Lac,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A29 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A30 Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Bact,Firm -
A3l Bif,Lac,Bf,Bv,Pd,Pm,Cd,Cp,Ec,Ms,Bact,Firm -

Bif- Bifidobacterium spp., Lac-Lactobacillus spp, Bf- B. fragilis, Bv- B. vulgatus, Pd-P. distasonis, Pm-P. merdae, Cd- C. difficile,

Cp-C. perfringens, Ec- E. coli, Ms- M. smithii, Bact- Bacteroidetes, Firm- Firmicutes.

-: auséncia de isolamento; Comensal (E. coli); EPECa (E. coli enteropatogénica atipica), EAECa (E. coli enteroagregativa
atipica) EAECt (E. coli enteroagregativa tipica), ETEC —LT (E. coli enterotoxigénica - toxina termolabil), STEC (E. coli produtora

da toxina de Shiga).
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Introduction: Escherichia coli causes gastroenteritis in humans and animals.

Case presentation: In this study, both Shiga toxin-producing E. coli (STEC) and atypical
enteropathogenic E. coli (EPEC) strains were identified in a stool sample from a healthy child, and
they were serotyped as Shiga toxin-producing E. coli (STEC) ONT :H19 and atypical
enteropathogenic E. coli (EPEC) O37: H45.

Conclusion: This is the first report, to our knowledge, of a concomitant presence of

diarrhoeagenic E. coli (DEC) strains in an asymptomatic child. None of the microorganisms was
able to produce diarrhoea, maybe because they were transient bacteria or because of the good
immune status of the child. Attention should be paid to this result and it could be of interest in
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Introduction

Escherichia coli is the major bacterial causative agent of
diarrhoea worldwide (Lanata et al, 2013). Based on
epidemiological and clinical features, specific virulence
determinants and association with certain serotypes,
diarrhoeagenic E. coli (DEC) can be divided into different
pathotypes, enteroaggregative E. coli (EAEC), enterotoxi-
genic E. coli (ETEC), diffusely adherent E. coli (DAEC),
enteroinvasive E. coli (EIEC), enteropathogenic E. coli
(EPEC) and Shiga toxin-producing E. coli (STEC) (Croxen
et al., 2013).

EPEC 1is a significant cause of diarrhoea-associated
mortality, particularly among children under five years
of age (Lanata efr al, 2013). The central mechanism of
EPEC pathogenesis is the ability to produce a character-
istic histopathological lesion on the intestinal epithelium,
designated attaching and effacing (A/E). This phenotype

Abbreviations: aEPEC, atypical enteropathogenic Escherichia coli; BFP,
bundle-forming pilus; DEC, diarrhoeagenic E. colij LEE, locus of
enterocyte effacement; STEC, Shiga toxin-producing E. coli; enteroag-
gregative Escherichia coli (EAEC); enterotoxigenic Escherichia coli
(ETEC).

tThese authors contributed equally to this work.

is elicited by a set of proteins encoded by genes contained
in a chromosomal pathogenicity island called locus
of enterocyte effacement (LEE). EPEC strains are also
divided into typical (tEPEC) and atypical (aEPEC), by
bundle-forming pilus (BFP) presence in tEPEC or absence
in aEPEC. Epidemiological studies have demonstrated
that aEPEC is more prevalent than tEPEC in both
developing and developed countries, where aEPEC plays
an important role as a causative agent of endemic
diarrhoea and gastrointestinal outbreaks (Hernandes
et al., 2009).

STEC is frequently associated with gastroenteritis out-
breaks with life-threatening complications, such as hemor-
rhagic colitis (HC) and hemolytic-uremic syndrome
(HUS) (Karch et al., 2005). STEC produces either one or
both types of Shiga toxins (Stx1 and Stx2), whose genes are
encoded on prophages that are integrated in the chromo-
some (Schmidt, 2001). Three subtypes of Stx1 (a, ¢ and d)
and seven subtypes of Stx2 (a, b, ¢, d, e, f and g) have been
described (Scheutz et al., 2012). In addition to stx genes, a
subset of STEC strains also carries the LEE pathogenicity
island, designated enterohemorrhagic E. coli (EHEC),
which is frequently associated with severe diseases in
humans (Karch et al., 2005).

© 2014 The Authors. Published by SGM
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Despite the epidemiological significance of EPEC and
STEC as human pathogens, some individuals infected with
these pathotypes show no apparent clinical signs of
infection (De Moura et al., 2012; Nunes et al, 2012).
The presence of such pathogens in asymptomatic carriers is
a public health concern because they act as reservoirs
transmitting the disease throughout the community;
however, little information is available about such cases.
In this report, we describe the concomitant carriage of
aEPEC and STEC by an asymptomatic child.

Case report

Stool specimens were collected from 115 children without
diarrhoea aged 3 to 12 years, who were not under
antibiotic treatment. Four lactose-fermenting colonies
were selected from each sample and further identified as
E. coli by biochemical assays and PCR amplification of the
16S rRNA gene (Malinem et al., 2003). E. coli isolates were
screened for the eae (attaching and effacing lesions), bfpA
(bundle forming pilus), aggR (enteroaggregative adher-
ence), ipaH (enteroinvasive mechanism), elt (heat-labile
toxin, LT), est (heat-stable toxin, ST) and stxI and stx2
(Shiga toxins) genes by multiplex PCR according to the
protocol of Aranda et al. (2004).

The presence of DEC was detected in 28 (24.3 %)
children, 11 (39.3 %) EAEC, 10 (35.7 %) EPEC, 5 (18 %)
ETEC and 1 (3.5 %) STEC, but only one ten-year-old
child harbored two pathotypes (EPEC and STEC). From
the stool samples, four lactose-fermenting E. coli were
characterized as three colonies were DEC belonging to
two different pathotypes, while one was non-DEC. Two
isolates showed the genotype eae-positive/bfpA-negative,
and they were identified as aEPEC, and another isolate
was stx2-positive and classified as STEC. These results
were confirmed by simplex PCR using the same primers,
and by sequencing of the PCR products. The STEC
isolate was stx2e-positive as determined by PCR (Scheutz
et al, 2012). Serotyping of aEPEC and STEC was
performed by standard procedures (Ewing, 1986). Both
aEPEC isolates belonged to serotype O37:H45, and the
STEC serotype was ONT:H19. The aEPEC isolates
produced intimin (Menezes et al, 2009), but not BFP,
as evidenced by immunoblotting (Nara et al, 2010).
Stx2e production was confirmed by cytotoxicity and
neutralization assays on Vero cells (Mendes-Ledesma

et al, 2008). Table 1 summarizes the genotypic and
phenotypic characteristics of aEPEC and STEC.

Discussion

Our results show the concomitant presence of EPEC and
STEC in a healthy child who was considered as an
asymptomatic carrier. The presence of both bacteria was
demonstrated by different techniques, including DNA
sequencing, and, to our knowledge, this is the first report
of the presence of both DEC in the faecal microbiota of a
healthy child.

Studies have shown an association between the presence of
enteric pathogens and socioeconomic, health and weather
conditions, as well as different risk factors, such as
inadequate hygiene, childhood habits (nail-biting and
thumb-sucking) and close contact with domestic animals
(dogs and cats).

Epidemiological data on occurrence, prevalence and
distribution of DEC have been performed in patients with
diarrhoea; however, little information is available in
healthy humans without diarrhoea (Urdahl et al., 2012).

STEC strain O157: H7 is frequently observed in outbreaks
of food-borne disease in humans, and STEC non-O157 has
been found in sporadic cases (Reilly, 1998; Caprioli ef al.,
1997). In this study, a non-typeable STEC, ONT : H19, was
found, and it is possible that this strain cannot express its
virulence factors in a healthy intestine, mainly in a child
displaying good immune condition.

Bonkoungou et al. (2012) showed co-infections of different
DEC pathotypes in children without diarrhoea, suggesting
that it may be difficult to define the exact etiology of
diarrhoea in children, since these pathotypes can also be
found in asymptomatic children. In Brazil, the presence of
EPEC in children with (15.4 %) and without (17.3 %)
diarrhoea has been reported (Nunes et al, 2012). EPEC is
very common in children with and without diarrhoea, but
the aEPEC pathotype is suggested to be commonly found
in infants. Our results show the predominance of EAEC
(39.3 %) and EPEC (35.7 %).

In this study, we identified the presence of two different
pathotypes (aEPEC and STEC) expressing their respective
eae and stx genes in a normal fecal sample of a healthy
child. In addition, the presence of aEPEC O37:H45 is

Table 1. Characteristics of aEPEC and STEC isolated from an asymptomatic child

Isolate PCR genes Pathotype Serotype* Intimin BFP Stx
Ec-1 eae aEPEC 037:H45 + - NT
Ec-2 eae aEPEC 037:H45 + - NT
Ec-3 stx2(e) STEC ONT:HI19 NT NT +

NT, not tested.
*ONT, non-typeable.
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rarely observed in asymptomatic humans (Sakkejha et al.,
2013). In animals, STEC (subtype stx2e) NT:H19 is of
epidemiological significance. Neither microorganism was
able to produce diarrhoea in the child we studied, and this
suggests other studies on the pathogenicity of DEC
pathotypes in children without diarrhoea should be
performed. This result suggests that both DEC can be
found colonizing the intestinal ecosystem in healthy
populations, and it also suggests more studies are needed
to better understand their colonization or possible
synergistic roles in asymptomatic populations.

The absence of data in the literature showing the presence
of STEC harboring the stx2e gene in human intestinal
microbiota makes it difficult to offer a consistent
explanation of their presence in children without diar-
rhoea. On the other hand, the presence of both EPEC and
STEC in a healthy child may represent their presence as
transient bacteria, mainly STEC pathotypes that are known
to cause specific diseases in animals, such as oedema in
pigs and dysentery in calves.

The results suggest that STEC and EPEC can colonize the
intestinal tract of healthy individuals at the same time.
Thus, better understanding of how this asymptomatic
colonization occurs may contribute to avoiding transmis-
sion of gastrointestinal diseases.
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