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RESUMO

As infeccbes do trato urinario (ITUs) sdo comuns na pratica clinica e séo
caracterizadas pela presenca de microrganismos patogénicos na porcao superior ou
inferior do sistema urinario. A Escherichia coli € o microrganismo mais encontrado
em ITUs e atualmente existem diversas classes de antimicrobianos capazes de inibir
0 crescimento e desenvolvimentos dessa bactéria. Entretanto, o uso indiscriminado
destes medicamentos contribuiu para o surgimento de cepas multirresistentes que
vem se tornando um grande problema de saude publica. Este trabalho tem como
objetivo analisar o perfil de suscetibilidade bacteriana de cepas de Escherichia coli
em um laboratério ambulatorial do Distrito Federal. Trata-se de um estudo descritivo,
observacional, transversal com abordagem quantitativa, por meio da andlise de
uroculturas positivas de Escherichia coli no periodo de Janeiro de 2013 a Janeiro de
2015, considerando o sexo dos pacientes e o perfil de sensibilidade da espécie em
guestdo. Foram encaminhadas ao laboratério 6.894 amostras, dessas 1.160 eram
positivas e 612 foram identificadas com o microrganismo estudado. As mulheres
representaram 91% dos pacientes acometidos por ITUs. Para a determinagdo do
perfil de sensibilidade foi utilizado a concentracao inibitéria minima e detectado que
apenas as cefalosporinas de terceira geracdo e o0s carbapenes apresentaram
sensibilidade maior que 85%. O alto indice de resisténcia e os diversos mecanismos
de resisténcia contribuiram com os dados, tornando crescente o0 estudo e

identificagcdo desses perfis de sensibilidade.

Palavras chave: infeccdo do trato urinario (ITU), Escherichia coli, antimicrobianos,

resisténcia, sensibilidade, concentracéo inibitéria minima.



ABSTRACT

The urinary tract infections (UTIs) are common in clinical practice and are
characterized by the presence of pathogenic microorganisms in the upper or lower
portion of the urinary system. Escherichia coli is the organism most commonly found
in UTls, and currently there are several classes of antimicrobial agents capable of
inhibiting the growth and development of this bacteria. However, the indiscriminate
use of these drugs contributed to the emergence of multidrug-resistant strains, which
IS becoming a major public health problem. This work aims to analyze the bacterial
susceptibility profile of strains of Escherichia coli in an outpatient laboratory of Distrito
Federal. It is a descriptive, observational, cross-sectional study with a quantitative
approach, by means of analysis of positive urine cultures of Escherichia coli from
January 2013 to January 2015, considering the sex of the patients and the sensitivity
profile of the studied specie. Were sent to the laboratory 6,894 samples, only 1,160
of these were positive and 612 were identified with the microorganism studied.
Women representing 91% of affected patients by UTIs. To determine the sensitivity
profile was used the minimum inhibitory concentration and it was detected that only
third-generation cephalosporins and carbapenes showed sensitivity higher than 85%.
The high rate of resistance and different resistance mechanisms contribute to the

data, become increasingly the study and identification of such sensitivity profiles.

Key words: urinary tract infection (UTI), Escherichia coli, antimicrobial, resistance,

sensitivity, minimum inhibitory concentration (MIC).
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1. INTRODUCAO

Atualmente a resisténcia microbiana tornou-se uma preocupac¢do mundial,
pois em cada continente € possivel identificar determinadas bactérias resistentes a
alguns antimicrobianos, como por exemplo, Enterobacteriaceae produtoras de beta-
lactamase de espectro ampliado (ESBL). Por isso, nos dias atuais, é imprescindivel
o estudo de medidas que consigam combater o desenvolvimento de novas
resisténcias (SANTOS, 2004).

Uma das estratégias de combate ao desenvolvimento de resisténcias € 0 uso
racional de antimicrobianos que tem como objetivo principal controlar a prescricao
destes medicamentos, visando a melhoria do tratamento, reducdo de efeitos
colaterais, diminuicdo de gastos e principalmente o controle do surgimento de
bactérias resistentes (BRASIL, 2008). Outra possivel estratégia € a implementacao
de medidas para controle de infec¢des, conscientizando os profissionais de saude e
populacdo sobre a importancia do cuidado e da adocao de atitudes que consigam
reduzir os riscos de infeccdo hospitalar. Com isso, é possivel propiciar maior
garantia de eficacia e seguranca para o0 paciente (SILVEIRA et al., 2006;
GONZALEZ, 2013).

1.1 Escherichia coli

A familia Enterobacteriaceae é formada por bacilos Gram-negativos, de alta
relevancia clinica e possui aproximadamente 40 géneros e mais de 150 espécies.
Dentro dessa familia se destacam Escherichia sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
Proteus sp., Salmonella sp. e Serratia sp que sdo responsaveis por grande parte dos
casos de infec¢cbes, como sepses, infec¢des do trato urinario, na mucosa intestinal
ou causando infec¢des oportunistas (MURRAY & ROSENTHAL, 2006).

A bactéria Escherichia coli (E. coli) € uma espécie do género Escherichia,
anaerobia facultativa que se desenvolve com facilidade em meios seletivos como
agar MacConkey ou néo seletivos como agar sangue. E uma bactéria fermentadora

de glicose, oxidase negativa e essas caracteristicas sdo fundamentais para
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diferencia-la nas provas de identificagdo com outros microrganismos bacterianos
(MURRAY & ROSENTHAL, 2006).

Esse microrganismo pode habitar a natureza, estando presente
principalmente na agua, ou também colonizando o intestino dos seres humanos,
atuando como comensal. Neste ultimo caso, dificilmente causam infecgées a menos
que consigam atingir sitios extra intestinais (KAPER; NATARO & MOBLEY, 2004).

1.2 Infec¢Bes Urinarias Causadas por Escherichia coli

As infeccdes bacterianas sao patologias humanas de grande interesse e
estudo, podem acarretar sérios problemas de saude e prejudicar a qualidade de vida
dos individuos. As infec¢des do trato urinario (ITU’s) sdo frequentes na clinica,
ocupando o segundo lugar, atrds apenas das infec¢des respiratorias (RODRIGUES
& BARROSO, 2011).

Sao caracterizadas pela presenca de bactérias patogénicas na parte inferior
ou superior do sistema urinario e sao denominadas de acordo com o local da
infeccdo, no trato urinario inferior € denominada uretrite, na bexiga é chamada de
cistite e nos rins de pielonefrite (BITENCOURT & PAVANELLI, 2014). As ITU’s
podem acometer qualquer individuo, entretanto as mulheres representam a maioria
dos casos, por possuirem uma uretra mais curta e préxima ao anus em relacédo aos
homens. Criancas de até um ano de idade, idosos e homens também apresentam
infeccdo urindria, todavia, em menor escala (RODRIGUES & BARROSO, 2011).

Estas infeccBes podem ser sintomaticas ou assintomaticas e a intensidade ou
ocorréncia pode variar de acordo com o individuo. Entre as manifestacdes clinicas
mais relatadas estdo aumento no numero de miccdo com reducédo do volume de
urina, urgéncia miccional, dificuldade em iniciar a miccéo, ardor ao urinar, alteracao
na coloragdo, odor ou presenca de sangue na urina, dor lombar ou proxima ao
abddémen, febre, nduseas, vomito e perda de apetite ou inapeténcia (RODRIGUES &
BARROSO, 2011).
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As bactérias podem seguir dois caminhos para a colonizagdo do sistema
urinério, a via ascendente partindo da uretra para os rins ou a via descendente
partindo da circulagdo até chegar aos rins. A estase urinaria, diabetes mellitus,
gravidez, obstrucdo urinaria, infeccbes ginecoldgicas, doencas neuroldgicas,
climatério e doencas sexualmente transmissiveis sédo fatores que colaboram com o
aparecimento e proliferagdo de microrganismos e consequentemente ocorréncia de
ITU’s (RODRIGUES & BARROSO, 2011).

A familia Enterobacteriaceae estd entre a que possui 0S principais
microrganismos causadores de infec¢gBes urinarias, sendo a Escherichia coli uma
das bactérias mais identificadas ou isoladas. Estima-se que 60% a 90% dos casos
de ITU’s adquiridas na comunidade sdo causadas por E. coli, seguida do
Staphylococcus saprophyticus, Proteus spp e Klebsiella spp, que juntos representam
10% a 15% e Staphylococcus aureus responsavel por 3% dos casos. Nas infeccfes
adquiridas em ambiente hospitalar a Escherichia coli é responséavel por cerca de
50% a 60% dos casos, entretanto, € observado o isolamento de alguns patégenos
oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Klebsiella sp
(BITENCOURT & PAVANELLI, 2014).

1.3 Antimicrobianos

Os antimicrobianos pertencem a um grupo de medicamentos capazes de
impedir o desenvolvimento ou matar alguns microrganismos, principalmente as
bactérias, sendo assim caracterizados como bacteriostaticos ou bactericidas. Podem
ser utilizados no tratamento ou na profilaxia de infec¢cdes e devem ser administrados
corretamente, ou seja, é preciso estudar as caracteristicas do microrganismo e do
paciente para determinar o tratamento. Nas Ultimas décadas essas substancias
foram amplamente utilizadas na criacdo de animais, no tratamento de infeccdes
hospitalares ou na prépria comunidade. Esse uso desenfreado proporcionou um
aumento exorbitante nos casos de resisténcia bacteriana (BARROS; MACHADO &
SPRINZ, 2008).
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Esses medicamentos podem ser produzidos por alguns microorganismos,
como bactérias e fungos, ou podem ser sintetizados em laboratério como as
sulfonamidas e as quinolonas. Algumas classes de antimicrobianos possuem
mecanismo de acdo semelhantes, entretanto, podem apresentar caracteristicas
fisicas, quimicas, e espectro de acao distintos (BRUNTON; LAZO & PARKER, 2007).
Na Tabela 1 é possivel observar o mecanismo de acdo, o0 grupo e 0s
antimicrobianos utilizados para analisar o perfil de sensibilidade de Escherichia coli.
Esses medicamentos foram escolhidos de acordo com a Clinical Laboratory and

Standard Institute (CLSI) 2013 e protocolo do Laboratério Ambulatorial estudado.

Tabela 1 — Mecanismos de ag&o dos Antimicrobianos para Escherichia coli

Mecanismo de Agao Grupos Antimicrobianos
3-Lactamicos Ampicilina
Penicilinas Amoxicilina+Clavulanato
o Ceftazidima
Inibicho da Sintese da _ _
Cefalosporinas Cefepime
Parede Celular _
) Cefalotina
Bacteriana — Impede a
L Ertapenem
Transpeptidacéo _
Carbapenens Imipenem
Meropenem
Monobactans Aztreonam

- , Acido Nalidixico
Inibicio da DNA Girase

_ Fluorquinolonas Ciprofloxacino
e Topoisomersase IV

Levofloxacino

I _ Sulfametoxazol
Inibicdo do Metabolismo .
o ) Sulfonamidas +
do Acido Folico _ _
Trimetoprima

Fonte: adaptado de Goodman, 2007; CLSI, 2013

O grupo dos medicamentos [-lactamicos €& formado por penicilinas,

cefalosporinas, carbapenéns e monobactans e tem como mecanismo de agdo a
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inibicAo da sintese da parede celular bacteriana, impedindo principalmente a
transpeptidagcdo. O grupo das fluorquinolonas é representado pelo acido nalidixico,
ciprofloxacino e levofloxacino e tem como mecanismo de acédo a inbicdo da DNA
girasse e topoisomerase V. As sulfonamidas séo representadas pela sulfametoxazol

associado a trimetroprima e atuam inibindo o metabolismo do acido félico.

1.4 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia aos antimicrobianos ocorre devido a capacidade adaptativa da
bactéria em conseguir modificar seu material genético e com isso, impedir a
efetividade do medicamento. O surgimento dessas resisténcias resulta em um sério
problema de saude publica, pois afeta diretamente o tratamento das infeccdes
bacterianas, restringindo as alternativas terapéuticas (SILVEIRA, 2006). A
resisténcia aos medicamentos pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca é aquela onde todos os microrganismos de determinada espécie séo
resistentes a um medicamento. A resisténcia adquirida, se da principalmente por
mutacfes e ndo afeta todos os microrganismos da espécie, apenas cepas que

passaram por mutacdes (DIAS, 2009).

As [3-Lactamases de espectro estendido sdo enzimas capazes de inativar a
acao dos R-lactamicos, principalmente as penicilinas, cefalosporinas e monobactans.
Sao produzidas principalmente por bacilos gram negativos da familia
Enterobacteriaceae, mais especificamente por cepas de Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (BARROS, MACHADO & SPRINZ, 2008). A presenca de bactérias
produtoras de ESBL ja foi relatada em varios paises do mundo, como Franca,
Inglaterra, Estados Unidos, Brasil entre outros (LAGO et. al., 2010).

O mecanismo de acdo das fluorquinolonas baseia-se na inibicdo da DNA
girase e topoisomerase |V, a resisténcia a essa classe de medicamentos pode ser
por trés fatores: mutagdo cromossémica nos genes que codificam a DNA girase e a
topoisomerase 1V; através das porinas presentes na membrana celular do

microrganismo reduzindo a permeabilidade do medicamento; e através da bomba de
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efluxo da bactéria fazendo com que aumente a saida do antimicrobiano de dentro da
célula bacteriana (ANVISA, 2008).

As sulfonamidas sdo representadas pela associacdo do sulfametoxazol e
trimetoprima e tém como mecanismo de acao a inibicdo do acido folico. A resisténcia
ao sulfametoxazol acontece por mutacao e € responsavel por aumentar a producao
do acido para-aminobenzdico ou sintetizar a diidropterdico sintetase que possuem
baixa afinidade pelo medicamento. A resisténcia a trimetoprima ocorre devido
reducdo na permeabilidade celular, o microrganismo perde a capacidade de se ligar
ao medicamento através de uma mutacao na enzima diidrofalato redutase (ANVISA,
2008).

1.5 WHONET

O WHONET é um software de banco de dados desenvolvido para gestédo e
analises dos dados obtidos nos laboratérios de Microbiologia, com énfase na analise
de resultados de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos. Foi desenvolvido
em 1989 pelos Drs. Thomas O’Brien e John Stelling do Centro Colaborador para
Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Este software € utilizado em mais de 90 paises para contribuir com programas
nacionais de vigilancia, bem como apoiar a deciséo clinica e politica de utilizacdo de
antibiéticos, detectar surtos, identificar o desempenho dos testes realizados no

laboratério e caracterizar o perfil microbiano isolado (GHOSH et al., 2013).

O sistema WHONET é utilizado no Laboratério Ambulatorial estudado como
ferramenta de apoio ao monitoramento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos de pacientes advindos da Regional de Ceilandia, bem como apoio
técnico as regionais de Samambaia e Guara. Através desse sistema o Laboratoério
proporciona informacdes técnicas ao corpo clinico dessas unidades, como medidas
de controle durante o tratamento e rastreamento de possiveis surgimentos de
bactérias de interesse clinico. O intuito do sistema é analisar epidemiologicamente a

prevaléncia e o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e é utilizado desde 2011.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente o aumento do numero de casos de infec¢des urinarias adquiridas
na comunidade ou em ambiente hospitalar tem caracterizado um enorme problema
de salde publica, sendo agravado principalmente pelo surgimento de cepas
bacterianas multirresistentes as drogas utilizadas, como os antimicrobianos. As
infeccbes ocorrem principalmente quando os pacientes permanecem por um longo
periodo de tempo em unidades de salde ou quando o paciente apresenta algum
comprometimento em seu sistema imunol6égico no que diz respeito a quebra da
homeostasia e com isso 0 uso de antimicrobianos acaba sendo inevitavel. O
conhecimento sobre os antimicrobianos sensiveis ou resistentes as cepas de
Escherichia coli como principal microrganismo causador de ITU é uma boa
ferramenta que auxilia os profissionais de salde na escolha e na eficacia do
tratamento, bem como analisar a frequéncia destas cepas no Laboratorio

Ambulatorial da rede publica de saude do Distrito Federal.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar o perfil de suscetibilidade bacteriana de cepas de Escherichia coli em
uroculturas processadas no Laboratorio Ambulatorial da rede puablica de
Saude do Distrito Federal.

Objetivos Especificos

Descrever o0s antimicrobianos mais relevantes para o tratamento de
Escherichia coli;

Conhecer o perfil dos pacientes com relacdo ao sexo atendidos no
Laboratorio;

Realizar analise da frequéncia dos antimicrobianos sensiveis e resistentes

das cepas estudadas com o auxilio do programa WHONET.
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4. METODOLOGIA

4.1 Caracterizacdo do Estudo

O presente trabalho é descritivo, observacional, transversal, com abordagem
quantitativa realizado no setor de Microbiologia do Laboratério Ambulatorial da rede
publica de Saude do Distrito Federal. Os dados coletados sao referentes ao periodo
de Janeiro de 2013 & Janeiro de 2015. Como critério de inclusdo buscou-se avaliar
as amostras de urina positivas para Escherichia coli, observando o sexo dos

pacientes bem como o perfil de sensibilidade do microrganismo isolado.

4.2 Local do Estudo

O Laboratério estudado € dividido em seis areas ou setores: Microbiologia,
Hematologia, Parasitologia, Imunologia, Bioquimica e Urinalise. O referido
Laboratorio analisa amostras ambulatoriais de doze centros de saude urbanos e
uma unidade rural que estéo localizados em diversos bairros da cidade de Ceilandia.
Além disso, recebe amostras hospitalares de interesse microbiolégico do Hospital
Regional da Ceilandia e do Hospital Regional de Brazlandia. A equipe de
profissionais possui o perfil multiprofissional composta por: farmacéuticos,

biomédicos, bidlogos, técnicos e assistentes.

4.3 Coletade Dados

As amostras recebidas para a realizacdo dos exames laboratoriais no
Laboratoério foram processadas de acordo com as rotinas laboratoriais baseadas nos
Procedimentos Operacionais Padrbées (POPs) internos e nas Normas de

Biosseguranca. As amostras foram recebidas e passaram por um semeio primario
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em &gar sangue utilizando a técnica de estria simples para isolamento. Em alguns
casos houve crescimento de dois ou mais microrganismos, e neste caso foi
necessario o repique em agar MacConkey com a mesma técnica de semeadura para
isolamento. Apés o isolamento a amostra foi preparada em um painel especifico do
aparelho Micro Scan Walk Away 96 Sl (Siemens®), que é responsavel por identificar
0 microrganismo através de testes bioquimicos para identificacdo da espécie
microbiana além de tracar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. O perfil de
sensibilidade é medido através da concentracdo inibitéria minima (MIC), que
demonstra a concentracdo minima do medicamento capaz de inibir o crescimento
bacteriano. E importante ressaltar que o aparelho nio realiza a técnica de disco
difusdo. Ao final, um laudo é gerado e as informacfes ficam arquivadas para analise

estatistica.

4.4 Anélise dos Dados

Foi utilizado o programa WHONET como ferramenta para a analise de
microrganismos ja identificados e que estavam inseridos no sistema no periodo de
Dezembro de 2014 a Marco de 2015. Assim, no presente estudo foi possivel realizar
a analise da suscetibilidade antimicrobiana das cepas de E. coli isoladas em
uroculturas na cidade de Ceilandia/DF. Os dados estatisticos foram analisados pelo
préprio programa WHONET e os outros resultados obtidos na pesquisa como

tabelas e graficos, pelo programa Microsoft Excel (2013).

4.5 Principios Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia CAAE: 38856114.0.0000.0030
(ANEXO 1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Perfil das Amostras

Durante o periodo em andlise, de Janeiro de 2013 a Janeiro de 2015, foram
encaminhadas ao setor de microbiologia do Laboratorio estudado 8.374 amostras,
de diferentes tipos. Entre as amostras encaminhadas estdo aspirado traqueal,
cateter central, ferida, lavagem brénquica, nasofaringe, olho, ouvido externo, retal,
sangue, tecido, urina e secrecfes uretral e vaginal. No presente trabalho foram
analisadas ou consideradas apenas cepas de Escherichia coli isoladas em

uroculturas.

m Positivas ®Negativas

Figura 1 — Uroculturas positivas e negativas do Laboratério Regional de Ceilandia no periodo de
Janeiro de 2013 a Janeiro de 2015

O Grafico 1 representa a frequéncia de uroculturas positivas e negativas
encaminhadas ao laboratério no periodo estudado. Foram encaminhadas ao
Laboratorio 6.894 amostras de urina para realizacdo de uroculturas e identificagéo
de possiveis microrganismos patogénicos. Entre essas, 1.160 (17%) houve
crescimento bacteriano de diversos microrganismos patogénicos e 5.734 (83%)

foram consideradas negativas por ndo haver crescimento bacteriano.
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O estudo realizado por BITENCOURT & PAVANELLI (2014), analisou a
populacdo de Campo Mourdo no estado do Paran&d no periodo de 2013 e 2014 e
5.609 culturas de urina foram recebidas, das quais 1.057 (18,8%) foram
consideradas positivas. Por se tratar de um laboratorio ambulatorial, tanto neste
estudo como o realizado em Campo Mourdo, € esperado que a maioria das
amostras sejam negativas, uma vez que o0s pacientes geralmente realizam exames
de rotina e normalmente ndo apresentam sintomas caracteristicos ou

patognomonicos de ITU.

5.2 Microrganismos Isolados

A identificacdo dos microrganismos € fundamental no tratamento e combate
de infeccdes urindrias, pois auxiliam os profissionais de saude na escolha do
tratamento, ou seja, apos a identificacdo e determinacdo do perfil de sensibilidade
da bactéria isolada € possivel definir o esquema terapéutico para o tratamento do

paciente.

m Escherichia coli
E Pseudomonas sp.
= Enterococcus sp
Proteus sp.
mKlebsiella sp.
m Staphylococcus aureus
® Staphylococcus coagulase

negativa

H Streptococcus sp.

2% 1%

Figura 2 — Figura Principais microrganismos identificados nas uroculturas do Laboratério Regional de
Ceilandia no periodo de Janeiro de 2013 a Janeiro de 2015
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No Gréfico 2 é possivel analisar que das 1.160 uroculturas com resultado
positivo, foram identificadas 612 (52,8%) cepas de Escherichia coli, 8 (0,7%) cepas
de Pseudomonas sp., 29 (2,5%) cepas de Enterococcus sp., 45 (3,8%) cepas de
Proteus sp., 93 (8,0%) cepas de Klebsiella sp., 93 (8,0%) cepas de Staphylococcus
sp., 123 (10,7%) cepas de Streptococcus sp. e 157 (13,5%) cepas de outros grupos
de microrganismos sem interesse clinico. O grupo de outros microrganismos
representa inUmeras bactérias de diferentes espécies que apresentaram numero
reduzido e ndo caracterizam interesse clinico. Nota-se que a maioria dos achados foi
de cepas de E. coli devido ao fato desse patdgeno ser um dos principais

encontrados em infec¢des do trato urinario.

Alguns autores também apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo. No trabalho de BITENCOURT & PAVANELLI (2014), o
agente etiolégico mais frequentemente isolado foi E. coli representando 61% dos
achados. Em Séo Paulo o estudo de LO et. al. (2013), a cepa de Escherichia coli foi
responsavel por 76,6% das infec¢des urinarias analisadas e MORAES et. al. (2014)
identificou que 61% das uroculturas de pacientes ambulatoriais de Jatai no estado
de Goias eram representadas por esta bactéria. Esses dados podem ser explicados
porque a Escherichia coli € uma bactéria comensal do intestino humano, podendo
causar infec¢des urinéria devido a proximidade anatémica do canal uretral com o

anus, o principal ponto de entrada de patdégenos urinarios.

5.3 Perfil dos Pacientes quanto ao sexo

No presente estudo foi feita a analise de acordo com o sexo dos pacientes. A
andlise de idade dos pacientes nao foi possivel devido problemas técnicos de

acesso aos prontuarios.
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® Masculino ®Feminino

Figura 3 — Uroculturas positivas de acordo com sexo dos pacientes

No grafico 3 pode-se observar a frequéncia de E. coli de acordo com o sexo
dos pacientes, entre as 612 uroculturas analisadas, destas, 554 (91%) pertenciam a
pacientes do sexo feminino e 58 (9%) ao do sexo masculino. Em Portugal
RODRIGUES & BARROSO (2011) identificaram que 84% das ITU’s pertenciam ao
sexo feminino e 16% a pacientes do sexo masculino. MACGREGOR et. al. (2013)
identificou nos Estados Unidos que 93,4% das cepas isoladas em uma unidade
ambulatorial pertenciam a mulheres. Outros estudos também apontam alevados
indices de prevaléncia de ITU’'s em pacientes do sexo feminino (MORAES et. al.,
2014; BITENCOURT & PAVANELLI, 2014; LO et. al., 2013). As mulheres sdo mais
afetadas por infec¢cbes urinarias causada por Escherichia coli devido aos fatores
anatdbmicos como: possuirem o canal da uretra menor em relacdo aos homens; a
proximidade do anus ao trato urinario, pois, como a E. coli € uma bactéria comensal
do intestino humano; caso ocorra uma higienizacdo inadequada dessa area estas
bactérias podem migrar e colonizar o trato urinario; e a relacao sexual como fator de
migracdo e colonizacdo (RODRIGUES & BARROSO, 2011; BITENCOURT &
PAVANELLI, 2014) .
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5.4 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

O laboratorio onde foi realizada a pesquisa utiliza a concentracao inibitéria
minima (CIM) ou Minimum Inhibitory Concentration (MIC) como ferramenta para
realizar a determinagédo do perfil de sensibilidade ou o antibiograma das amostras
analisadas. Esta ferramenta auxilia os profissionais de saude na escolha do
tratamento mais eficaz para a infeccdo. O MIC é a concentracdo minima que um
medicamento antibacteriano precisa ter para inibir o crescimento de determinado
microrganismo e a sua determinagcdo auxilia na identificacdo do perfil de
sensibilidade da bactéria e no esquema terapéutico, uma vez que fornece resultados
guantitativos (CAMPANA et. al., 2011).

Existem duas variaveis de MIC que podem ser analisadas o MIC 50 e o MIC
90, os quais sdo considerados como ferramentas de andlise epidemiolégica que
auxiliam no plano terapéutico. O MIC 50 apresenta a concentracdo minima que tem
a capacidade de inibir 50% das cepas submetidas ao teste. Ja o MIC 90 representa
a quantidade minima do medicamento capaz de inibir 90% das cepas, o MIC 90

apresenta sensibilidade maior que o MIC 50.

A Tabela 2 demonstra os valores de referéncia de MIC, segundo a Clinical
Laboratory and Standard Institute, (2013) para os antimicrobianos descritos no
protocolo do Laboratério estudado, bem como o MIC 50 e MIC 90 das cepas

analisadas.

Tabela 2 — Pontos de Corte de acordo com CLSI (2013) e MIC 50 e MIC 90 das cepas analisadas.

MIC (ug/mL) MIC (ug/mL)
Antimicrobianos

Sensivel Resistente 50 90
Ampicilina <8 =232 32 32
Amoxicilina + Clavulanato <8/4 =232/16 8/4 16/8
Cefalotina <8 232 8 32
Cefuroxima <8 232 8 8
Ceftazidima <4 =216 1
Cefotaxima <1 =24 2 2
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Cefoxitina <8 =232 8
Aztreonam <4 =216 8
Ertapenem <0,5 22 0.5 1
Imipenem <1 =24 1 1
Meropenem <1 24 1 1
Acido Nalidixico <16 232 16 32
Ciprofloxacino <1 24 1 4
Levofloxacino <2 =8
Norfloxacino <4 216 4 16
Sulfametoxazol

<2/38 >4/76 2/38 4/76

+ Trimetoprima

Fonte: adaptado CLSI, 2013.

Assim, é possivel identificar e comparar o MIC50 e MIC90 de cada um dos
medicamentos com os pontos de referéncia da CLSI (2013). E possivel observar que
alguns possuem semelhanga entre os MICs como ampicilina que tanto o MIC 50
quanto o MIC 90 sao 32 pg/mL, concentracao idéntica ao MIC de resisténcia. Isso
caracteriza que muitas das cepas que foram submetidas ao teste de sensibilidade a
ampicilina foram resistentes. A maioria das cefalosporinas apresentaram MIC
proximo ao caracterizado como sensivel. Os carbapenens apresentam os valores de
MIC 50 e MIC 90 abaixo do valor de referéncia, demonstrando alta suscetibilidade as
cepas. Entretanto, algumas classes de medicamentos como as fluorquinolonas e as
sulfas apresentam certa disparidade entre os resultados, onde o MIC 50 pode ser

comparado ao resultado sensivel e o MIC 90 cepas resistentes.

5.5 Perfil de Sensibilidade e Resisténcia

De acordo com o CLSI (2013) o perfil de antimicrobianos utilizados para cepas
de E. coli sdo penicilinas, B-lactamicos, cefalosporinas de 123, 22 e 32 geracdes,
monobactans como o aztreonam, carbapenens, aminoglicosideos, tetraciclinas,

sulfonamidas, fluorquinolonas, fosfomicina e nitrofurantoina. No presente trabalho
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foram selecionados 17 antimicrobianos (Tabela 3) representantes de algumas destas
classes que fazem parte do perfil do antibiograma realizado no Laboratério e que

possuem a maior relevancia clinica na populacéo estudada.

Tabela 3 — Perfil de Resisténcia e Sensibilidade das cepas de E. coli identificadas em uroculturas
entre Janeiro de 2013 e Janeiro de 2015.

Antibiotico %R %l %S

Ampicilina 51,1 0,2 48,7
Amoxicilina/Acido clavulanico 1,7 15,3 83,1
Cefalotina 24,2 23,1 52,7
Cefuroxima 54 1,8 92,8
Ceftazidima 53 - 94,7
Cefotaxima 53 45,2 49,5
Cefoxitina 53 11 93,6
Aztreonam 5,3 45,2 49,5
Ertapenem 0,2 0 99,8
Imipenem 0,2 0 99,8
Meropenem 0 0 100

Acido nalidixico 31,9 0 68,1
Ciprofloxacino 20 0,3 79,6
Levofloxacino 19,4 0,5 80,1
Norfloxacino 20,6 0,3 79,1
Trimetoprima/Sulfametoxazol 39,6 0 60,4

De acordo com protocolo do Laboratério estudado a escolha do esquema
terapéutico é realizada através da andlise de sensibilidade da bactéria ao
medicamento, sendo que a sensibilidade deve ser superior a 85%. Na Tabela 3 é
possivel observar que poucos medicamentos apresentaram sensibilidade maior que

a recomendada.

Ampicilina € um B-lactdmico do grupo das aminopenicilinas e apresentou o
maior indice de resisténcia do estudo (51,1%). Ela pode ter apresentado esse nivel

devido ao seu tempo no mercado, por ter sido sintetizada na década de 60 e muitas
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cepas ja desenvolveram mecanismos de resisténcia a essa droga, principalmente a
producédo de B-lactamases (GONZALEZ, 2013). TAVARES & SA (2014) relataram
baixa eficacia das aminopenicilinas em seu estudo, entretanto, a associacado de
amoxicilina/acido clavulanico demonstrou aumento nos indices de sensibilidade, se

tornando uma boa alternativa nos casos de resisténcia a ampicilina.

A resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico foi de apenas 1,7%, entretanto,
obteve um valor intermediario de 15,3%, apresentando 83,1% de cepas sensiveis.
MIRANDA (2013) em seu estudo identificou 61,7% de sensibilidade e 38,2% de
resisténcia ao mesmo medicamento, porém, ndo considerou valores intermediarios.
EL BOUAMRI (2014) observou que as cepas estudadas apresentaram 43% de
resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico. Nota-se que apesar da sensibilidade do
medicamento ndo alcancar o recomendado, este ainda € considerado uma boa
opcao terapéutica, visto que € uma penicilina associada a um composto capaz de
inativar a betalactamase. Por isso, alguns autores recomendam a indicacdo deste
antimicrobiano para o tratamento de infec¢cfes urinarias simples ou adquiridas na
comunidade (MIRANDA, 2013).

Um dos mais importantes mecanismos de resisténcia das enterobactérias é a
producao de B-lactamases de espectro estendido (ESBL). Cepas ESBL positivas séo
capazes de hidrolisar o anel [B-lactamico de cefalosporinas, penicilinas e o
aztreonam (LAGO et. al., 2010; MARTINS & PICOLI, 2011). De acordo com a CLSI
(2013) a deteccao de ESBL para testes confirmatorios é feita a partir do método de
disco difusdo, onde deve-se observar a resisténcia para cefalosporina de terceira
geracdo, cefoxitina e ceftazidima sozinhos e associados com inibidor de -
lactamase, o clavulanato. No laboratério estudado a deteccao de ESBL é realizada
através do painel especifico do aparelho Micro Scan Walk Away 96 S| (Siemens®), a
automacdao utiliza trés marcadores de identificacdo do mecanismo de resisténcia
ESBL, sendo eles ceftazidima, cefoxitina e aztreonam, para aproximar o resultado
da metodologia disco difusdo. Foi observado que a resisténcia para a ceftazidima,
cefoxitina e aztreonam foi de 5,3% (Tabela 3), o que caracteriza que 5,3% das cepas
analisadas séo ESBL positivas.

indices semelhantes foram descritos na Espanha por MIRANDA (2013) que
identificou em seu trabalho 5,1% de cepas produtoras de ESBL. No Brasil MIRANDA
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et. al. (2014) determinou 3% de ESBL em seu estudo. A identificacdo de cepas
produtoras de ESBL tem um grande significado clinico, pois, por ser um mecanismo
mediado por plasmidios, aumentam as chances de transmissdo horizontal. Podem
também restringir as opcdes terapéuticas, sendo necessario a indicacdo de um
antimicrobiano de amplo espectro. Por isso, a recomendagao de tratamento para
infec¢des urinarias simples adquiridas na comunidade consideradas ESBL positivas
€ a utilizacéo de fluorquinolonas ou piperaciliza/tazobactam, entretanto, € necessario
gue essas cepas sejam sensiveis a esses medicamentos. No caso de infeccdes

urinarias graves é recomendado o uso dos carbapenens (ROSSI & ANDREAZZI,
2005)

Os carbapenens demonstraram a maior eficacia, ertapenem com 99,8%,
imipenem com 99,8% e meropenem com 100% de sensibilidade. Acredita-se que
essas sensibilidades aos carbapenens se dao pelo fato do laboratério receber em
sua maioria amostras ambulatoriais de infec¢cdes simples e agudas. Dados
semelhantes foram relatados no estudo de LAGO et. al. (2010) que demonstrou 95%
de sensibilidade e por MIRANDA et. al. (2014) que reportou sensibilidade de 100%
para os mesmos farmacos. Esses estudos sugerem que o0 uso de carbapenens deve
ser indicado apenas em casos graves, como infeccbes crbnicas ou surtos

nosocomiais, no caso infec¢des adquiridas em ambiente hospitalar.

As fluorquinolonas apresentaram niveis de resisténcia altos, ciprofloxacino
(20%), levofloxacino (19,4%) e norfloxacino (19,6%), a sensibilidade teve uma média
de 80% para os trés medicamentos da classe, e ndo apresentou valores
intermediérios consideraveis. LAGO et. al. (2010) relatou uma correlacdo entre
producdo de ESBL e resisténcia as fluorquinolonas, detectando 68% de resisténcia.
MORAES et. al. (2014) revelou que 30,2% eram resistentes a ciprofloxacino e 25% a
norfloxacino. Com os resultados obtidos € possivel perceber que as fluorquinolonas
apresentaram nivel de resisténcia consideravel, sendo necessaria uma maior
atencao na prescricdo desta classe de medicamentos, sendo recomendada apenas

em casos especificos relacionadas a cepas produtoras de ESBL.

A sensibilidade do sulfametoxazol associado a trimetoprima foi de 60,4%,
sendo a resisténcia de 39,6%. LAGO et. al. (2010) identificou em seu estudo

resisténcia de 71,6% desse medicamento nas cepas analisadas e outro trabalho
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realizado em S&o Paulo demonstrou que 58,3% das cepas analisadas eram
resistentes ao mesmo medicamento (LO et. al., 2013). Esse alto grau de resisténcia
indica que este medicamento ndo deve ser utilizado como terapia empirica para

ITU’s adiquiridas na comunidade

Cefalotina (23,1%), cefotaxima (45,4%) e aztreonam (44,7%) apresentaram
valores intermediarios consideraveis. O alto nivel do valor intermediario representa
uma problemética, ja que este ndo pode ser considerado nem resistente nem

sensivel.

De acordo com a CLSI (2013) a categoria intermediéria inclui isolados com
MICs que descrevem geralmente os niveis de sangue e tecidos atingiveis, onde
taxas de resposta podem ser menor do que para os isolados sensiveis, ou seja, a
categoria intermédia sugere eficacia clinica nos locais do corpo em que as drogas
sdo fisiologicamente concentradas (por exemplo, quinolonas e B-lactamicos na
urina) ou quando uma dosagem mais elevada do que o normal de uma droga pode
ser usada (por exemplo, B-lactamicos). A categoria intermediaria também inclui uma
zona tampado, o0 que busca evitar grandes discrepancias nas interpretacoes,
especialmente para medicamentos com janela terapéutica estreita (CLSI, 2013).
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6. CONCLUSAO

O uso de antimicrobianos em infec¢cdes urinarias simples adquiridas na
comunidade é uma das alternativas terapéuticas, porém, é necessario um controle
No uso pois o uso indiscriminado desses medicamentos pode acarretar selecéo de

cepas multirresistentes.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo semelhantes a outros estudos,
de diversos paises como Espanha, Estados Unidos, Portugal e em regifes do Brasil.
A bactéria Escherichia coli foi 0 microrganismo mais prevalente em uroculturas no
periodo estudado, e as mulheres foram as mais susceptiveis as ITUs. Foi possivel
determinar um indice consideravel de resisténcia as drogas disponiveis para uso da
populacdo de Ceilandia e apenas as cefalosporinas de terceira geracdo e 0s

carbapenens apresentaram sensibilidade maior que 85%, grau de recomendacao.

A escolha do melhor esquema terapéutico para tratamento de ITUs, tornou-se
uma decisdo complicada, devido aos elevados niveis de resisténcia encontrados em
medicamentos de primeira escolha. Por isso, € fundamental conhecer os aspectos
epidemiolégicos e mecanismos de resisténcia presentes nas cepas dos

microrganismos de cada regiao.

Sugere-se estudos moleculares com estas cepas para determinar 0s
possiveis genodtipos envolvidos, bem como os principais genes de resisténcia, como
ja estao sendo realizados pelo grupo de Microbiologia Clinica da Universidade de
Brasilia, Faculdade de Ceilandia (FCE).
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ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE asil ¥
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdao do perfil de resisténcia de microrganismos causadores de infecgdes
oportunistas, nosocomiais e assintomaticas na Regional de Ceilandia/DF

Pesquisador: Thais Alves da Costa Lamounier

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 38856114.0.0000.0030

Instituicao Proponente: Faculdade de Ceilandia - FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.079.971
Data da Relatoria: 10/06/2015

Apresentacao do Projeto:

O objetivo do presente estudo avaliar o perfil destes microrganismos com relagao a resisténcia microbiana e
analises moleculares na Regional de Saude da Ceilandia no Distrito Federal. Estes dados poderao contribuir
para o perfil epidemiologico de bacterias e leveduras que possam gerar quadros de morbidade e ate
mortalidade em determinades grupos de pacientes.

As amostras recebidas para a realizagao dos exames laboratoriais no Laboratorio Regional da Ceilandia e
no Laboratorio do Hospital Regional da Ceilandia serao processadas de acordo com as rotinas laboratoriais
baseadas nos Procedimentos Operacionais Padroes (POPs) internos € as Normas de Biosseguranga. As
cepas de bacterias e leveduras isoladas serdo identificadas pelo metedo automatizado e sera realizado o
antibiograma para as cepas bacterianas de acordo com os padroes estabelecidos pela NCCLS. Para as
leveduras nao sera realizado o antifungigrama .Para isso, sera aplicado o Termo de Livre Consentimento e
Esclarecido (TCLE), conforme modelo em ANEXO.Apos a identificag@o das espécies, as colonias isoladas
serao selecionadas para que, a partir dos inoculos obtidos de cada colonia, seja extraido o material
geneticos dos microrganismos.Apos a extragao utilizando kits comerciais, o DNA sera submetido as técnicas
de PCR (Polymerase Chain Reacticn) e gqRT-PCR (Real Time PCR) utilizando oligonucleotideos especificos
para cada cepa de microrganismo. Os oligonucleotideos serao definidos para regices
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geénicas de resistencia microbiana. As amostras serdo analisadas em gel de agarose 1%. Alem disso, sera
utilizado o programa WHONET como ferramenta para a analise de microrganismos ja identificados e foram
inseridos no sistema. O WHONET & um software de banco de dados desenvolvido para gestao e analises
dos dados obtidos nos laboratorios de Micrebiologia, com énfase na analise de resultados de testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Este € utilizado em mais de 90 paises para contribuir com programas
nacionais de vigilancia, bem como apoiar a decisao clinica e politica de utilizagdo de antibioticos, detectar
surtos, identificar o desempenho dos testes realizados no laboratorio e caracterizar o perfil microbiano
isolado. O Laboratorio Regional da Ceilandia dispoes desta ferramenta. Assim, no presente estudo sera
possivel realizar a analise do perfil e da resisténcia antimicrobiana das bactérias que ja foram isoladas na
cidade da Ceilandia/DF.

Critério de Inclusao:

Serao incluidas no projeto as amostras de urina, secre¢ao vaginal, secregao de orofaringe, ponta de cateter,
liquidos corporais, hemocultura ou qualquer outro material biologico em que houver isclamento de
microrganismos.

Critério de Exclusao:

Amostras consideradas negativas serao excluidas da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

"Objetivo Primario:

Avaliar o perfil de resisténcia de microrganismos, como bactérias e leveduras, causadoras de infecgdes em
diferentes sitios biologicos de amostras processadas no Laboratorio Regional da Ceilandia.

Objetivo Secundario:

- Analisar as principais espécies de bactérias e leveduras causadoras de infecgbes assintomaticas,
nosocemiais € ambulatoriais no Laboratorio Regional da Ceilandia.

- Realizar técnicas moleculares de PCR convencional e PCR em tempo Real para avaliagao do perfil de
resisténcia antimicrobiana.

- Realizar analise estatisticas dos antimicrobianos sensiveis e resistentes das cepas analisadas com o
auxilio do programa WHONET."

Avaliagao dos Riscos € Beneficios:
Riscos e beneficios, segundo o pesquisador:
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"Riscos:

Nao existem riscos iminentes de contaminagao visto que as amostras serdao processadas no

Laboratorio Regional da Ceilandia aonde ja estdao estabelecidas as normas de Biosseguranga com a
utilizagdo de Equipamentos de Protegao Individual e Coletiva.

Beneficios:

Contribuir com informagoes clinicas e epidemiclogicas sobre o perfil microbiano, bem como a utilizagao de
antimicrobianos.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa trata de projeto de TCC apresentado pela orientadora para futura realizagao por aluno de
graduagao.

Criterio de Inclusao: Serao incluidas no projeto as amostras de urina, secregao vaginal, secregao de
orofaringe, ponta de cateter, liquidos corporais, hemocultura ou qualquer outro material biologico em que
houver isolamento de microrganismos.

Criterio de Exclusao: Amostras consideradas negativas serao excluidas da pesquisa.

As amostras serao provenientes de 100 participantes de pesquisa atendidos no Laboratorio Regional da
Ceilandia e no Laboratério do Hospital Regional da Ceilandia que se apresentarem para a realizagao dos
exames laboratoriais.

Os usuarios que levarem suas amostras ao laboratorio serao convidados a participar pelos pesquisadores
envolvidos. O Termo de Livre Consentimento e Esclarecido (TCLE) sera aplicado pela equipe envolvida na
pesquisa (estudantes de TCC, PIBIC e pela propria pesquisadora).

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Documentos apresentados em atendimento as pendéncias apontadas no parecer No. 1.061.262:

Carta em resposta as pendéncias apontadas pelo CEP - "Resposta Pendencia Maio 2015.pdf”,

postado em 18/05/2015;

Informages Basicas do Projeto - "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_414958.pdf*, postado
em 18/05/2015.

Recomendagoes:

Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A Secretaria de Saude foi incluida como instituigao coparticipante vinculada ao CEP-FEPECS/SES-DF.
PENDENCIA ATENDIDA
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Nao ha mais pendéncias.

Protocolo de pesquisa em confermidade com a Resolugao CNS 466/2012 e complementares.
Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A realizagao das atividades do projeto na instituigdo coparticipante esta condicionada a aprovagéao pelo CEP
responsavel, o CEP-FEPECS/SES-DF.

Em acordo com a Resolugdo 466/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e X1.2.d, os pesquisadores responsaveis deverao
apresentar relaterios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovagao do protocolo de pesquisa.

BRASILIA, 26 de Maio de 2015

Assinado por:
Marie Togashi
(Coordenador)
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