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Resumo

Este estudo, visou caracterizar o perfil de resisténcia antimicrobiana (RAM) de isolados de
Escherichia coli obtidos de individuos saudaveis em Maputo, Mogambique (2023-2024),
considerando a plasticidade genética desta espécie e 0o aumento do uso indiscriminado de
antibidticos no pais. Realizamos um estudo descritivo e analitico no qual incluimos um total
de 158 participantes assintomaticos, recrutados no Centro de Exames Médicos de Maputo. As
amostras de fezes foram cultivadas em &gar MacConkey, identificadas pelo teste de citracto e
crescimento em meio cromogéncio CPSE, confirmadas por PCR (gene uidA) e testadas para
susceptibilidade antimicrobiana para ampicilina, amoxicilina/clavulanato,
piperacilina/tazobactam, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, imipeném, meropeném,
amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, sulfametoxazole/trimetoprima e tetraciclina, usando o
método disco-difusdo de Kirby-Bauer. Os dados sociodemograficos, comportamentos e
histdrico de uso de antibioticos foram analisados estatisticamente pelo teste Qui-quadrado, com
P> 0,05 de significancia estatistica. Todos os participantes incluidos no estudo (158/158;
100%), apresentaram colonizagdo por E. coli. As altas taxas de resisténcia de isolados de E.
coli foram observadas para ampicilina (67/158; 42,4%) e sulfametoxazol/trimetoprima
(64/158; 40,5%), e um total de (45/158; 28,5%) foram classificadas como estirpes multidroga-
resistentes. Os antibidticos carbapenémicos: imipeném (157/158; 99,4%) e meropeném
(155/158; 98,1%) e cefalosporinas: cefepima (156/158; 98,7%), ceftriaxona (149/158; 94,3%)
e ceftazidima (127/158; 80,4%) apresentaram maior eficacia apesar de terem mantido uma
resisténcia antimicrobiona a ser considerada. Os factores associados a coloniza¢do dos
participantes por estirpes de E. coli multidroga-resistentes incluiram a faixa etaria de 41-50
anos (44,7%; p < 0,009) e contacto com animais de estimacdo (46,8%;p < 0,001). E.
coli comensal em individuos saudaveis actua como reservatorio de resisténcia antimicrobiana,
destacando-se a urgéncia de fortalecimento de politicas publicas de aquisicdo e uso de
antibidticos, melhorar o saneamento e implementacdo de vigilancia epidemioldgica integrada

na abordagem One Health através da pesquisa.

Palavras-chave: Escherichia coli, resisténcia antimicrobiana, individuos saudaveis,

multidroga-resisténcia, Maputo.
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Abstract

This study aimed to characterize the antimicrobial resistance (AMR) profile of Escherichia
coli isolates obtained from healthy individuals in Maputo, Mozambique (2023-2024),
considering the genetic plasticity of this species and the increased indiscriminate use of
antibiotics in the country. We conducted a descriptive and analytical study, including a total of
158 asymptomatic participants recruited at the Maputo Medical Examination Center. Stool
samples were cultured on MacConkey agar, identified by the citrate test and growth on CPSE
chromogenic medium, confirmed by PCR (uidA gene), and tested for antimicrobial
susceptibility to ampicillin, amoxicillin/clavulanate, piperacillin/tazobactam, ceftriaxone,
ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, amikacin, gentamicin, ciprofloxacin,
sulfamethoxazole/trimethoprim, and tetracycline, using the Kirby-Bauer disk diffusion
method. Sociodemographic data, behaviors, and history of antibiotic use were statistically
analyzed using the Chi-square test, with P> 0.05 for statistical significance. All participants
included in the study (158/158; 100%) were colonized by E. coli. High resistance rates of E.
coli isolates were observed for ampicillin (67/158; 42.4%) and sulfamethoxazole/trimethoprim
(64/158; 40.5%), and a total of (45/158; 28.5%) were classified as multidrug-resistant strains.
The carbapenem antibiotics: imipenem (157/158; 99.4%) and meropenem (155/158; 98.1%) as
well as the cephalosporins: cefepime (156/158; 98.7%), ceftriaxone (149/158; 94.3%), and
ceftazidime (127/158; 80.4%) showed higher efficacy despite some antimicrobial resistance
still being present. Factors associated with the colonization of participants by multidrug-
resistant E. coli strains included the age range of 41-50 years (44.7%; p < 0.009) and contact
with pets (46.8%; p < 0.001). E. coli in healthy individuals acts as a reservoir of antimicrobial
resistance, highlighting the urgency of strengthening public policies on the acquisition and use
of antibiotics, improving sanitation, and implementing integrated epidemiological surveillance

in the One Health approach through research.

Keywords: Escherichia coli, antimicrobial resistance, healthy individuals, multidrug

resistance, Maputo.
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2. Motivacgao

A resisténcia antimicrobiana (RAM) configura-se como uma das maiores ameacas a saude
publica global com impacto particularmente devastador em paises de baixa renda, onde a
escassez de regulamentacéo sanitaria e o acesso indiscriminado a antimicrobianos acelera a

seleccdo de patdgenos multirresistentes (Klein et al., 2019; van Duin & Paterson, 2016).

Em Mocambique, esse cenario é agravado pela caréncia de dados epidemioldgicos robustos
sobre a prevaléncia da RAM em bactérias como Escherichia coli, que habitam o trato intestinal
humano. Embora classificada como comensal, a E. coli é reconhecida por sua capacidade de
adquirir e disseminar mecanismos de resisténcia, tais como B-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) e AmpC plasmidica (pAmpC), funcionando como reservatdrio silencioso de genes

criticos para a RAM em ambientes comunitarios (Chirindze et al., 2018).

A motivacdo central desta pesquisa reside na origem especifica das estirpes analisadas:
amostras fecais de individuos saudaveis de Maputo que buscam certificados médicos para
actividades cotidianas, como conducdo de veiculos ou manuseio de alimentos, exigidos por
autoridades locais. Apesar da aparente saude desses individuos, a hip6tese de que suas
microbiotas intestinais abrigam E. coli com perfis de resisténcia eventualmente alarmantes
ganha relevancia diante da falta de um sistema de vigilancia da RAM e do uso inapropriado e
desregulado de antibidticos no Pais, praticas associadas ao surgimento de patdgenos
multidroga-resistentes (MDR) e ao aumento da morbimortalidade (Mate et al., 2019;
Rodrigues, 2020; Torres et al., 2020).
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3. Objectivos

A presente dissertagdo teve como objectivo geral caracterizar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana de estirpes de Escherichia coli isoladas de amostras de fezes de individuos
saudaveis (sem infeccdo gastrointestinal activa) residentes em Maputo, visando determinar
padrdes de resisténcia e sua relevancia para a saude publica, bem como caracterizar possiveis
factores de risco associados a aquisicdo e colonizacdo por estirpes de E. coli comensal

multidroga-resistentes.

Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de Fezes de Individuos
Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024




4. Contribuicédo

Este estudo, aborda lacunas epidemioldgicas em Mogambique, um Pais de baixa renda com
dados limitados sobre a prevaléncia de resisténcia antimicrobiana (RAM) em E. coli de
portadores assintomaticos. A pesquisa fornece evidéncias pioneiras sobre a dinamica de RAM
em contextos comunitarios em Maputo, onde préticas inadequadas de uso de antibidticos e
acesso ndo regulamentado a esses medicamentos podem amplificar a emergéncia de MDR
(Mate et al., 2019; Rodrigues, 2020; Torres et al., 2020). Estes dados sdo essenciais para
entender a evolucao de patogenos prioritarios e validam a teoria de que individuos saudaveis
actuam como reservatorios de mecanismos de resisténcia, um fendmeno subestimado em

regides com vigilancia insuficiente e ja referenciado por Chirindze e colaboradores (2018).

Para a sociedade, os resultados podem orientar politicas publicas baseadas em evidéncias,
como a regulamentacdo da venda de antibidticos e a promocgdo de préticas de higiene
comunitaria. Em Mogambique, onde a préctica de automedicacéo € frequente, a identificacdo
de factores de risco locais permitira intervengdes direccionadas para reduzir a propagacao de
estirpes de E. coli MDR. Adicionalmente, a integracdo de dados epidemiologicos em
plataformas de vigilancia regional, como a Rede Africana de Resisténcia Antimicrobiana,
fortaleceré respostas coordenadas entre saude humana, animal e ambiental, essenciais para

conter surtos de infec¢des intrataveis e proteger populacdes vulneraveis (WHO, 2022).

No ambito ambiental, a identificacdo de reservatdrios humanos de MDR alertara para o risco
de dispersdo de genes de resisténcia através de aguas residuais, solo e cadeias alimentares,
especialmente em areas com saneamento precario. Estudos demonstram que a contaminacao
ambiental por bactérias resistentes incluindo E. coli exacerba a pressdo selectiva em

ecossistemas, comprometendo a biodiversidade e a seguranca alimentar (Berendonk et
al., 2015).

Esta dissertacdo, contribui ainda para a agenda global de sustentabilidade, apoiando o objectivo
de Desenvolvimento Sustentavel 3 (Saude e Bem-Estar) e a Meta 3.d da OMS para o controle
da RAM até 2030 (WHO, 2017).

Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de Fezes de Individuos
Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024




5. Problema

A RAM em Escherichia coli de ambientes comunitérios e clinicos, particularmente a portadora
de genes de resisténcia antibioticos p-lactamicos de amplo espectro representa uma ameaca
critica a saude publica global e local (Chirindze et al., 2018; Estaleva et al., 2021; Santona et
al., 2022). Em Mocambique, a escassez de vigilancia epidemioldgica em tempo real e 0 uso
ndo regulamentado de antibidticos aumentam a disseminagdo de bactérias multirresistentes
(MDR), comprometendo o tratamento de infec¢bes comunitarias e hospitalares (Mandomando
et al., 2010; Mshana et al., 2013).

A magnitude do problema da RAM é alarmante na Africa Subsahariana (ASS), sendo que a
prevaléncia de estirpes de E. coli multidroga resistentes isoladas da comunidade chega a atingir
80%, tal como reportado num estudo conduzido por Chirindze e colaboradores (2018) em
Mogcambique. Esse fenotipo estd associado a maior morbimortalidade, prolongamento de
hospitalizagdes, custos econdmicos elevados e falha terapéutica, especialmente em populagoes
vulneraveis com acesso limitado a alternativas antimicrobianas (Klein et al., 2019; van Duin &
Paterson, 2016).

Sabe-se que a plasticidade genética de E. coli, impulsionada por elementos mdveis como
plasmideos e transposons, facilita a aquisicao e disseminacédo de genes de RAM, mesmo em
individuos assintomaticos (Mathers et al., 2015; Partridge et al., 2018; Ur Rahman et al., 2018).
No entanto, em Mocambique a maioria das pesquisas concentra-se em isolados clinicos,
negligenciando a caracterizacao de E. coli em portadores saudaveis, que podem actuar como

reservatorios de genes de resisténcia.

As lacunas criticas identificadas para a implementacdo desta pesquisa, incluem: a) A auséncia
de vigilancia continua sobre a prevaléncia de fenétipos de resisténcia emergentes em E.
coli comensal de individuos assintoméaticos em Mocambique; b) A caréncia de evidéncias
sobre factores de risco locais que favorecem a colonizacéo por E. coli comensal MDR. Por
conseguinte, esta pesquisa visa auxiliar o preenchimento dessas lacunas ao caracterizar
fenotipicamente isolados fecais de E. coli, em Maputo, fornecendo bases cientificas para
orientar intervencOes intersectoriais alinhadas ao conceito One Health, essenciais para conter

a crise da RAM em contextos de recursos limitados.
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6. Objectivos Especificos

Os objectivos especificos deste estudo incluem:

%+ Descrever as caracteristicas sociodemogréaficas da populacdo em estudo;

¢+ Descrever a distribuicdo de E. coli isolada de amostras de fezes de individuos saudaveis
em Maputo;

% Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de estirpes de E. colia
antibioticos de uso clinico;

% ldentificar factores associados a ocorréncia de perfil multidroga-resisténcia (MDR) em

estirpes de E. coli, correlacionando o perfil MDR com as seguintes variaveis:

= Variadveis sociodemograficas dos participantes do estudo (sexo, faixa etaria,
proveniéncia e nivel de escolaridade);

= Histdrico de uso prévio de antibi6ticos (consumo de antibidticos nos ultimos 14
dias);

= Exposicdo a fatores comportamentais (consumo de alimentos de rua e contacto
com animais de estimacao);

= Condic0es sanitarias dos participantes do estudo.
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7. Revisdo bibliografica

7.1. Caracteristicas Bioldgicas e Importéancia de Escherichia coli

E. coli, descrita por Theodor Escherich em 1885, é uma bactéria Gram-negativa, em forma de
bastonete, ndo formadora de  esporos, oxidase-negativa,  pertencente  a
familia Enterobacteriaceae. Como anaerdbio facultativo, cresce preferencialmente a 37°C,
apresenta mobilidade via flagelos peritriquios (em estirpes moveis) e fermenta lactose com
producdo de &cido e gas em 24 horas a 44,5°C. Seu metabolismo € versatil, alternando entre

respiracdo aerobica e fermentacao, dependendo das condi¢cdes ambientais (Kaper et al., 2004).

E. coli coloniza o trato intestinal de humanos e animais de sangue quente como um comensal
benéfico, contribuindo para a sintese de vitamina K e competicdo contra patdégenos (Clements
et al., 2012). No entanto, sua plasticidade genética permite que adquira factores de viruléncia
(FVs) via elementos moveis (plasmideos, transposons), transformando-a em um patdgeno
oportunista. Estirpes patogénicas podem causar doencgas intestinais ou extraintestinais, como

infeccdes do trato urinario (ITU), sepses e meningite (Kaper et al., 2004).

E. coli € um dos principais agentes de infec¢cbes comunitarias e nosocomiais. Em paises de
baixa e media renda, é responsavel por até 30% das diarreias em crian¢as <5 anos (Ochoa &
Contreras, 2011). Como patdgeno extraintestinal, destaca-se nas ITU: 50% das mulheres
adultas sdo acometidas por pelo menos um episodio de ITU na vida, frequentemente associado
a cepas uropatogénicas (UPEC) (Flores-Mireles et al., 2015). Em ambientes hospitalares, E.
coli é responsavel por 40% das ITU nosocomiais, muitas vezes vinculadas por catéteres

urinarios (Foxman, 2014).

A patogenicidade de E. coli esté ligada a FVs como adesinas (ex.: fimbrias tipo P), toxinas (ex.:
Shiga toxina), e sistemas de captacdo de ferro (ex.: sider6foros). A presenca desses FVs define
0s patotipos (ex.: ETEC, EHEC, UPEC), que estdo associados a quadros clinicos especificos
(Croxen et al., 2013).

Filogeneticamente, E. coli é categorizada em quatro grupos principais (A, B1, B2, D), com
distribuigéo distinta: a) grupos A e B1: dominantes em isolados comensais de fezes humanas,
associados a genomas menores e menor diversidade de FVs; b) Grupos B2 e D: prevalentes em
cepas patogenicas extraintestinais (ex.. UPEC, MNEC), devido a maior frequéncia de FVs
como pap (fimbrias P) e kps (capsula polisacaridica (Clermont et al., 2000; Tenaillon et al.,
2010).
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7.2. Caracterizacdo e Relevancia de Escherichia coli

E. coli comensal é um componente fundamental da microbiota intestinal humana, colonizando
0 trato gastrointestinal de individuos saudaveis sem causar danos. Um exemplo cléssico € a
estirpe E. coli K-12, amplamente estudada como modelo de bactéria comensal ndo patogénica,
presente em humanos e animais (Blount, 2015). A sua coexisténcia pacifica com o hospedeiro
¢ mediada por interaccbes metabdlicas e exclusdo competitiva de patdgenos entéricos.
As linhagens comensais de E. coli desempenham papéis essenciais na homeostase intestinal,
incluindo a protecgdo contra patdgenos que competem por nutrientes e sitios de adeséo,
inibindo a colonizacdo por microrganismos exdgenos (Kamada et al., 2013). Ademais,
contribuem nutricionalmente sintetizando vitamina K2 e &cidos graxos de cadeia curta,
essenciais para a integridade epitelial e modulacdo imunoldgica (Clermont et al., 2000).

A aquisicdo de FVs pode converter E. coli comensal em patdgenos oportunistas, especialmente

em hospedeiros imunocomprometidos (Kamada et al., 2013).

7.3. Escherichia coli em Alimentos e Meio Ambiente

A utilizacdo de E. coli como indicador de contaminacdo fecal remonta ao final do século XIX,
quando seu isolamento em agua passou a sinalizar riscos sanitarios associados a presenca de
patogenos entéricos, como Salmonella spp. (Edberg et al., 2000). Esta aplicacdo estendeu-se
aos alimentos, onde a deteccdo de E. coli indica falhas no processamento térmico, higiene
inadequada durante a producdo ou contaminagdo poOs-processamento, como durante o

armazenamento ou transporte (Edberg et al., 2000).

Como membro do grupo coliformes termotolerantes (crescimento a 45°C), E. coli é o marcador
mais confiavel de contaminacdo fecal em alimentos e &4gua. Sua presenca estd fortemente
associada a: a) Contaminacao direta: falhas na higiene de manipuladores ou processamento de
matérias-primas de origem animal (ex.: carnes ndo cozidas) b) Contaminacéo indirecta: uso de
agua ndo tratada, contacto com solo contaminado por fezes ou esgoto (Machado-Moreira et al.,
2019).

Embora E. coli possa, em casos raros, originar-se de fontes ambientais ndo fecais (ex.: solo),
sua deteccdo em alimentos crus, como vegetais folhosos ou laticinios, &€ um alerta prioritario

para riscos microbioldgicos (Machado-Moreira et al., 2019).
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A correlacdo entre E. coli e patdgenos entéricos (ex.: Salmonella, Campylobacter) é bem
estabelecida. Além disso, estirpes patogenicas de E. coli (ex.: EHEC, ETEC) sdo responsaveis
por surtos globais associados a alimentos contaminados, como o surto de EHEC O157:H7 em
espinafre nos EUA (2006), que causou 205 hospitalizagdes (Heiman et al., 2015).

E. coli em alimentos é regulamentada por padrfes internacionais, como o0s do Codex
Alimentarius (OMS/FAQ), que estabelecem limites méximos (ex.: 100 UFC/g) para alimentos
prontos para consumo. Ja na agua potavel, a OMS exige auséncia de E. coli em 100 (WHO,
2017). Em Mocambique, o saneamento precario, a falta de infraestrutura de drenagem e a falta
de infraestrutura para monitoramento microbioldgico em zonas urbanas e rurais agrava 0s
riscos de contaminacdo. Recentemente foi reportada a contaminagéo por E. coli em 23 % de

amostras de agua potavel em alguns bairros da cidade de Maputo (Nhantumbo et al., 2023).

A utilizacdo de E. coli como indicador de contaminacdo fecal remonta ao final do século XI1X,
quando seu isolamento em agua passou a sinalizar riscos sanitarios associados a presenca de
patogenos entéricos, como Salmonella spp. (Edberg et al., 2000). Essa aplicacdo estendeu-se
aos alimentos, onde a deteccdo de E. coli indica falhas no processamento térmico, higiene
inadequada durante a producdo ou contaminagdo poOs-processamento, como durante o

armazenamento ou transporte (Edberg et al., 2000).

Como membro do grupo coliformes termotolerantes (crescimento a 45°C), E. coli é o marcador
mais confiavel de contaminacdo fecal em alimentos e adgua. Sua presenca estd fortemente
associada a: a) Contaminacao direta: falhas na higiene de manipuladores ou processamento de
matérias-primas de origem animal (ex.: carnes ndo cozidas) b) Contaminacéo indirecta: uso de
agua ndo tratada, contacto com solo contaminado por fezes ou esgoto (Machado-Moreira et al.,
2019).

Embora E. coli possa, em casos raros, originar-se de fontes ambientais ndo fecais (ex.: solo),
sua deteccdo em alimentos crus, como vegetais folhosos ou laticinios, € um alerta prioritario

para riscos microbioldgicos (Machado-Moreira et al., 2019).

A correlacdo entre E. coli e patogenos entéricos (ex.: Salmonella, Campylobacter) é bem
estabelecida. Além disso, cepas patogénicas de E. coli (ex.: EHEC, ETEC) sdo responsaveis
por surtos globais associados a alimentos contaminados, como o surto de EHEC O157:H7 em
espinafre nos EUA (2006), que causou 205 hospitalizagdes (Heiman et al., 2015).
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A presenca de E. coli em alimentos é regulamentada por padrdes internacionais, como 0s do
Codex Alimentarius (OMS/FAQ), que estabelecem limites maximos (ex.: 100 UFC/g) para
alimentos prontos para consumo. Ja na agua potavel, a OMS exige auséncia de E. coli em 100
(WHO, 2017). Em Mocambique, o saneamento precério, a falta de infraestrutura de drenagem
e a falta de infraestrutura para monitoramento microbioldgico em zonas urbanas e rurais agrava
riscos, com estudos reportando contaminacéo por E. coli em 23 % de amostras de agua potavel

em alguns bairros da cidade de Maputo (Nhantumbo et al., 2023).

7.4. Patétipos de Escherichia coli

Os patotipos de E. coli intestinais sdo principalmente classificados em cinco categorias
descritas: E. coli enteropatogénica (EPEC: eae e bfpA), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). Este estudo ndo aborda as estirpes de E.coli
intestinal (comensal) devido a limitacdo de reagentes laboratoriais e tempo para a

caracterizacdo dos factores de viruléncia (Kaper et al., 2004).

7.4.1. Esherichia coli Enterohemorragica (EHEC)

E. coli enterohemorragica (EHEC) inclui a toxina semelhante a Shiga (SLTEC) e E. coli
produtora verocitotoxina (SLTEC) que € um comensal normal no trato gastrointestinal de
ruminantes, incluindo, caprinos, bovinos, ouvinos e outros animais de criagdo. E

caracterizada pela producéo de dois tipos de toxinas Shiga: stx; e stx2 (Aslan et al., 2018).

E a causa importante de doencas transmitidas por alimentos e as infeccbes tém sido
associadas a uma ampla gama de doencas clinicas humanas que variam de diarreia leve a
sanguinolenta e Sindrome Hemolitico-Urémica (SHU) que é um factor importante na

insuficiéncia renal aguda em crianca (Nguyen & Sperandio, 2012; Croxen et al., 2013)

O principal reservatdrio de EHEC é o gado bovino. A EHEC também pode permanecer vivo
durante meses em fezes, solo e 4gua de bovinos. O modo de transmissdo é fecal-oral. Ocorre
principalmente atraves da ingestdo ou manipulacdo de alimentos contaminados, pode ser
transmitida também a humanos por contacto directo ou indirecto com animais

principalmente ruminantes, ou também através de dgua contaminada (Croxen et al., 2013).
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Cerca de 85% das infeccdes por EHEC séo de origem alimentar. Os vegetais, frutas e agua
contaminada tém sido associados a surtos de E. coli O157:H7 um sorotipo de EHEC
(Manhique et al., 2020).

Embora a carne bovina moida, mal cozida tenha sido identificada como principal veiculo
de EHEC, os vegetais crus frescos incluindo a alface também estéo se tornando fontes cada
vez mais importante de transmissdo alimentar deste patétipo (Croxen et al., 2013). Com
base na gravidade da doenca, EHEC é considerada como pat6tipo de E. coli mais importante
entre os patdgenos de origem alimentar. O tratamento geral € a terapia de rehidratacéo oral

e antibioticoterapia (Croxen et al., 2013).

A patogenicidade da EHEC tem sido associada aos seguintes factores de viruléncia: toxina
shiga, factores de adesdo, locus de apagamento de enterdcitos (LEE) e intimina. As toxinas
shiga (stx; e stx») s@o os principais factores de viruléncia de EHEC (Kaper et al., 2004). Os
genes que codificam as toxinas stx; sdo carregados por bacteridéfagos e stx. podem ser
encontrados tanto em bacteri6fagos como no cromossoma bacteriano. Os outros factores de
patogenicidade envolvendo adesinas, fimbrias, flagelos e ilha de patogenicidade LEE, s&o
usados pela EHEC para colonizacéo e fixacdo. LEE é uma regido cromossémica chamada
locus de apagamento de enterdcitos que codifica um factor de secre¢do do tipo Il (T3SS),

adesdo chamada intimina (eae) (Kaper et al., 2004).

As técnicas de diagndstico e detec¢cdo de EHEC incluem a cultura e deteccdo de toxinas. Ao
contrario da maioria de E. coli, muitos pat6tipos de EHEC nao fermentam o sorbitol. Utiliza-
se 0 agar MacConkey-Sorbitol (SMAC), onde as colonias sdo transparentes.
Adicionalmente, faz-se a pesquisa dos genes stx: e stxz que codificam para toxinas usando
a técnica de PCR (Croxen et al., 2013).

7.4.2. Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

E. coli enteroagregativa (EAEC) é um enteropatdgenico de origem alimentar, cada vez mais
reconhecido como agente causador de diarreia do viajante e diarreia persistente em criancgas
imunocomprometidas em Paises em desenvolvimento (Jenkins, 2018). E a segunda causa
mais comum de diarreia de viajantes depois de ETEC e esta associado a surtos de diarreia

de origem alimentar em paises em desenvolvimento (Okoh & Osode, 2008).

Os sintomas da infeccdo por EAEC frequentemente sdo diarreias aquosas com muco € Sao

acompanhados por febre, vomito e dor abdominal. O tratamento da infec¢do por EAEC
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consiste na terapia de rehidratacéo oral e terapia antimicrobiana. Os antibidticos séo Uteis
para o tratamento de casos de diarreia do viajante. No entanto, a resisténcia aos antibidticos

de EAEC estd aumentando em todo mundo (Croxen et al., 2013).

A patogénese da EAEC é determinada pela capacidade de aderéncia as células intestinais,
producdo de enterotoxinas e citotoxinas, e induzir a inflamacéo da mucosa. As estirpes de
EAEC caracterizam-se pela capacidade de se agregarem intimamente entre si, aderir as
celulas HEp-2 humanas e também se ligar a superficies abidticas quando cultivadas em
placas de cultura de tecidos vivos. Neste ambiente de crescimento, as colonias de EAEC, se

assemelham a tijolos empilhados quando vistas por microscopia de luz (Croxen et al., 2013).

No nivel molecular, os genes que codificam para o fendtipo agregativo estdo contidos em
um grande plasmideo (pAA). O regulador aggR presente em pAA controla uma série de
genes de plasmideo que codificam para factores de viruléncia e pelo menos 2 ilhas de
patogenicidade no cromossoma EAEC (Durand et al., 2016). A dispersina, uma proteina
antiagregativa antigénica codificada pelo gene aap no plasmideo pAA e regulada por aggR,
modula a adesdo fimbrial e facilita a penetracdo do microrganismo através do muco
intestinal pela ligacéo ao lipopolissacarideo e alterando as propriedades electroestaticas da
superficie da membrana externa da EAEC. Embora nem toda EAEC contém o gene aap
(Durand et al., 2016).

Os métodos que tém sido utilizados para a identificacdo de EAEC, incluem um ensaio de
reaccdo em cadeia da polimerase (PCR), teste de formacgédo de aglomerados (agregacéo
bacteriana visivel na superficie do meio de cultura liquido), ensaio de aderéncia de lamina
de vidro e o ensaio convencional de aderéncia a células HEp-2 (Petro et al., 2020).
Geralmente, a PCR é direccionada aos seus genes de viruléncia que sao predominantemente
codificados por plasmideo, incluindo um regulador de multiplos factores de viruléncia de
plasmideo (aggR), gene transportador de antigeno de agregacdo (aat) e o gene que codifica

a dispersina (aap) (Petro et al., 2020).

7.4.3. Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

EPEC constitui a causa de diarreias em bebés em Paises em desenvolvimento. A infeccao
por EPEC ¢é rara em criancas mais velhas e em adultos, provavelmente porque apresentam
imunidade protectora. A presenca da doenga se caracteriza pela adesdo bacteriana as células
epiteliais do intestino delgado ocorrendo a destruicdo das microvilosidades (leséo
attachment and effacement[A/E]) (Hu & Torres, 2015). Os genes responsaveis pelo locus
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of enterocyte effacement (LEE) se localizam numa ilha de patogenicidade contendo mais de
40 genes que media a adesdo e a destruicdo da superficie mucosa do hospedeiro (Hu &
Torres, 2015).

As estirpes de EPEC formam microcolonias na superficie das células epiteliais, com
bactérias aderidas as células do hospedeiro através da formacéo de pedestais. No comeco,
ocorre uma adesdo fraca mediada por pili (formadores de feixes) e seguidamente pela
secrecdo activa de proteinas pelo sistema de secrecdo bacteriano do tipo 11 para o interior
da célula do hospedeiro. Uma proteina, o receptor da intimina translocada (Tir) é inserida
na membrana da célula epitelial funcionando como receptor para uma adesina da membrana
bacteriana externa, a intimina. A diarreia aquosa caracteristica desta doenca, resulta da ma

absorcédo causada pela destruigdo de microvilosidades (Hu & Torres, 2015).

7.4.4. Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

ETEC é a mais comum em paises de baixa e média renda. A fonte de infeccdo é
normalmente de alimentos ou &gua contaminados e ndo ocorre a disseminacgao de pessoa a
pessoa. As infec¢Ges ocorrem em criangas pequenas e em pessoas que viajam para essas
areas (Croxen et al., 2013; Jenkins, 2018).

ETEC produz duas classes de enterotoxinas: toxina termolabeis (LT-I, LT-II) e toxinas
termoestaveis (STa e STb). A toxina LT-I, estd associada a doencas humanas e consiste em
uma subunidade A e cinco subunidades B idénticas. As subunidades B se ligam ao mesmo
receptor que a toxina colérica (GM, gangliosideos GM1) bem como a outras glicoproteinas
de superficie no intestino delgado. Depois da endocitose, a subunidade A de LT-1 passa para
a membrana do vacuolo. Esta unidade apresenta ADP-ribosiltransferase e interage com uma
membrana (Gs) que regula adenilato ciclase onde o efeito final é 0 aumento nos niveis de
cAMP e com o0 aumento da secrecdo do cloreto. Estas alteracdes se manifestam como

diarreia aquosa (Croxen et al., 2013).

A exposicdo a toxina estimula também a secrecdo de prostaglandinas e a producdo de
citoxinas inflamatorias resultando em maior perda de liquidos. STa € um pequeno peptideo
monomeérico que se liga ao receptor transmembrana de guanilato ciclase e esta associado a
doenca humana o que né&o ocorre em STh. Os genes para LT-1 e STa estdo presentes num

plasmideo transferivel que porta também genes (CFA/I, CFA/IIl, CFA/II). As fimbrias séo
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factores de colonizacdo que definem a especificidade do hospedeiro e sdo fundamentais para

que a doenca ocorra (Murray et al., 2005).

N&o é possivel, distinguir se a doenca é causada pelas toxinas temolabeis ou termoestaveis
(Croxen et al., 2013). A producdo de toxinas ndo estd associada a sorogrupos especificos,
no entanto se recomenda a realizacdo da cultura em imunoensaios para a deteccdo das
toxinas. Nisto, foram desenvolvidos ensaios comerciais que dectetam toxinas em culturas
de células, mas estes exames, sdo usados principalmente em Laboratérios de referéncia
(Croxen et al., 2013).

7.4.5. Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

EIEC ndo é comum em paises de baixa e média renda. Sdo apontadas como principais estirpes
patogénicas incluindo os serotipos O: 0124, 0143 e O164. Estas estirpes sdao semelhantes a
Shigella em termos fenotipicos e patogénicos. As bactérias invadem e destrdem o epitélio do
colon produzindo uma diarreia aquosa. Uma série de genes bacterianos sdo encontrados em
plasmideos (genes pInv)- mediadores da invasdo do epitélio ao colon. O movimento dentro do
citoplasma e a invasdo é regulado pela formacédo de caudas de actina processo pelo qual pode

terminar com a progressao para a ulceracdo do colon (Murray et al., 2005; Croxen et al., 2013).

A deteccdo de estirpes de EIEC esta restrita a laboratdrios de pesquisa. Embora tenham sido
desenvolvidos imunoensaios e testes baseados em &cidos nucléicos para a deteccao de factores
relacionados & invasdo, a utilidade destes ensaios é limitada, porque os genes que codificam
estes factores de viruléncia residem num grande plasmideo que é rapidamente perdido in vitro
(Croxen et al., 2013).

7.5. Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é a forma como as bactérias estdo sujeitas a sobreviver a
accdo de antimicrobianos. A resisténcia a antibidticos pode ser resultante de mutacbes
espontaneas, como modificacdes de sitio de ligacdo de antibidtico, ou ainda, provocada pela
aquisicdo de genes de resisténcia (Christaki et al., 2020; Lee, 2019). Os mecanismos de
resisténcia a antibidticos sdo expressos por genes localizados, geralmente, em elementos
maoveis como transposons, integrons e plasmideos. Estes componentes podem ser difundidos
entre bactérias de espécies diferentes, num processo designado por transferéncia horizontal de
genes (Babakhani & Oloomi, 2018).
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A resisténcia antimicrobiana ocorre naturalmente, contudo, torna-se cada vez mais frequente
em consequéncia das actividades humanas, que com o uso indiscriminado de antibioticos
tomados por via oral para tratar infecGes bacterianas, causa pressao selectiva em bactérias,
eliminando os microrganismos susceptiveis e poupando 0s que possuem mecanismos de
sobrevivéncia (Babakhani & Oloomi, 2018; Christaki et al., 2020)

A exposicdo da E. coli a antibidticos, contribui para a presséo selectiva e desenvolvimento de
resisténcia (Allocati et al., 2013). De facto, E. coli comensal € um dos principais reservatorios
para a transmissao de resisténcia a antibidticos a outras bactérias patogénicas por meio de troca
de plasmideos. Os seres humanos podem ser expostos a E. coli comensal resistente a
antibidticos por contacto com gado ou um ambiente natural contaminado e por alimentos

inadequadamente cozidos ou por contaminagao cruzada (Marshall et al., 2020).

O uso indiscriminado de antibidticos, seja em aplicacédo terapéutica, profilatica ou na promocéo
de crescimento no sector pecudrio, tem impulsionado a emergéncia da resisténcia bacteriana
em escala mundial. Este cenario, tem aumentado drasticamente os custos com a medicacao e
internamento de pacientes, além de ocasionar aumento no nimero de ébitos (Feldman et al.,
2022)

7.5.1. Resisténcia Intrinseca

A resisténcia intrinseca refere-se a capacidade natural e inerente de uma bactéria de resistir a
ac¢do de um antibidtico (Christaki et al., 2020). A titulo de exemplo, a resisténcia intrinseca a
glicopeptideos exibido por bactérias Gram-negativas devido a capacidade de
impermeabilizacdo da membrana externa presente no envelope da célula bacteriana Gram-
negativa (Christaki et al., 2020).

7.5.2. Resisténcia Adquirida
Entende se como resisténcia adquirida, a resisténcia exibida quando uma bactéria previamente
sensivel adquire um mecanismo de resisténcia por mutacao ou pela aquisi¢éo de novo material

genético de uma fonte exdgena (transferéncia horizontal de genes) (Zhang et al., 2011).
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7.5.3. Resisténcia Adaptativa

A resisténcia adaptativa é tida como a resisténcia de um ou mais antibioticos induzidos por um
sinal ambiental especifico (por exemplo, estresse, estado de crescimento, pH, concentracdes de
ions, condicbes de nutrientes, niveis sub-inibitorios de antibidticos). Em contraste com a
resisténcia intrinseca e adquirida, esta é transitdria, permite que as bactérias possam responder
mais rapidamente ao desafio com antibidticos, geralmente reverte ao estado original quando o
sinal indutor € removido (Ferndndez et al., 2011; Lee, 2019; Motta et al., 2015).

Este tipo de resisténcia, parece ser o resultado de modula¢Bes na expressdo genica como
resposta a mudancas ambientais, e ela é possivelmente o resultado de mudangas epigenéticas.
Especificamente, tem sido sugerido que a metilacdo do DNA poderia ser responsavel pela
presenca de diferentes perfis de expressdo génica numa populacdo bacteriana e poderia
fornecer a heterogeneidade e a hereditariedade epigenética da expressdo génica essencial para

a ocorréncia de resisténcia adaptativa (Motta et al., 2015).

Em particular, a modulacdo da expressao de bombas de fluxo e porinas, tem sido implicada no

surgimento de resisténcia adaptativa (Motta et al., 2015).

7.6. Mecanismos de Resisténcia de E. coli

As espécies bacterianas incluindo a E. coli resistem a acdo inibitéria de antibidticos por
meio de quatro (4) mecanismos primarios que muitas vezes operam em simultaneo entre si,
nomeadamente: diminuicdo da captacdo dos antibidticos, modificacdo do alvo, efluxo de
antibioticos e inactivagdo enzimatica dos antibioticos (B-lactamases). Dentre 0s
mecanismos, a inactivagdo enzimatica ¢ o principal mecanismo de resisténcia contra os f3-

lactamicos (Tooke et al., 2019).
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Figura 1: Representacdo de uma célula bacteriana, ilustrando os mecanismos comuns de resisténcia

antibacteriana.

O antibidtico A corresponde ao mecanismo de limitagdo da captagdo do farmaco; B, & modificacdo do
alvo do farmaco; C, ao efluxo do antibidtico; e D, a inactivacdo do farmaco por enzimas bacterianas.
Fonte:Iskandar et al. (2022).

7.7. Mecanismos de Accao dos Antibioticos

7.7.1. Antibioticos p-Latamicos

Os antimicrobianos B-lactdmicos contém na sua estrutura quimica um anel de amida ciclica,
porém, a subclassificacdo do antibiotico é definida de acordo com a jungdo de outros anéis que
Ihe ¢é adicionado (Lima et al., 2020).

Esta classe de antimicrobianos, tem o mesmo alvo e actividade sob a parede celular bacteriana,

provocando uma roptura celular osmotica (Christaki et al., 2020)

A parede bacteriana é formada por uma camada (polimero) de peptideoglicano, composto por
unidades estruturais de acido N-acetilmurdmico e carbohidrato N-acetilglicosamina, como
também aminoacidos que constituem tetrapeptideoglicano - responsaveis pela juncdo das
cadeias cruzadas-, este complexo estrutural, configura o arcabouco celular. Esse polimero é
sintetizado, alongado e ligado através da actividade de enzimas transglicosidase,
transpeptidase, carboxipeptidase e endopeptidase, conhecidas como proteinas de ligacdo de
penicilina (PBP) (Madigan et al., 2022). Esse grupo de antibiéticos, se subdivide em cinco (5)
subclasses principais, com espectro estruturais e espectro de accao distintos, nomeadamente:
monobactamicos, penicilinas, cefalosporinas, carbapenemicos e p-lactamicos em combinacao

com inibidores da p-lactamase (Madigan et al., 2022).

7.7.2. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antibi6ticos naturais eficientes contra bactérias Gram negativas, e
com média actuacdo contra Gram positivos, sendo utilizados como recurso terapéutico desde
1944 (Murray et al., 2005). Esta classe de antibidticos, apresenta alguns efeitos adversos como
nefrotoxicidade, e ndo atravessam a barreira hematoencefélica. A sua acgdo bactericida € muito
utilizada em combinacGes por actuar bem em sinergismo, principalmente com antibidticos
beta-lactamicos. Sendo que, a sua concentragdo € mais importante do que sua exposicao a

célula bacteriana (Becker & Cooper, 2013; Ramirez & Tolmasky, 2017). Os antibioticos desta

16

Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de Fezes de Individuos
Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024




classe, sdo formados pela presenca do anel aminociclitol com ligagdes glicosidicas a agucares
aminados (Becker & Cooper, 2013; Ramirez & Tolmasky, 2017).

7.7.3. Quinolonas e Fluoroquinolonas

S&o grupos de antibidticos relacionados com os derivados do &cido nalidixico, usados no
tratamento das infecgdes bacterianas. Estas classes, podem desencadear efeitos colaterais
debilitantes e, portanto, ndo devem ser usadas como primeira linha de tratamento (Majalekar
& Shirote, 2020).

As fluoroquinolonas apresentam um atomo de fltor ndo observado nas quinolonas. Ambas
formam o grupo de antibidticos mais toxicos actualmente em uso com mais de 40% de efeitos
colaterais aos usuérios. Mais de metade de farmacos desta classe, ja foram removidos do uso
clinico devido a reac¢des adversas que podem causar danos permanentes. S&o efectivos contra

bacilos entéricos Gram-negativos (familia Enterobacteriaceae) (Majalekar & Shirote, 2020).

7.7.4. Tetraciclinas

As tetraciclinas constituem uma classe de antibidticos bacteriostaticos de amplo espectro, cujo
mecanismo de ac¢do primario envolve a inibicao da sintese proteica bacteriana. Estes agentes
ligam-se reversivelmente a subunidade ribossomal 30S, especificamente ao sitio de ligacdo do
aminoacil-tRNA, impedindo a conexdo adequada do tRNA carregado ao complexo ribossomo-
mRNA. Esse bloqueio, interrompe a elongacdo da cadeia polipeptidica, comprometendo
processos vitais de crescimento e reproducdo bacteriana (Murray et al., 2005; Tortora et al.,
2017).

7.7.5. Antagonistas da Via Folato

As sulfonamidas sdo agentes antimicrobianos classificados como antimetabdlicos, capazes de
inibir competitivamente a enzima di-hidropteroato sintetase (DHPS), essencial para a sintese
do &cido fdlico em bactérias. Estes farmacos, competem estruturalmente com o acido p-
aminobenzéico (PABA), um precursor do di-hidrofolato (DHF), impedindo a formacéo de
cofactores necessarios para a sintese de purinas, timidina e aminoacidos como metionina e
glicina. Como as células humanas obtém folato diretamente da dieta, esse mecanismo é

selectivo para microrganismos dependentes da sintese enddgena de folato (Tortoraetal., 2017).
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A trimetoprima, por sua vez, actua em uma etapa subsequente da via metabolica: inibe a
enzima dihidrofolato redutase (DHFR), blogueando a conversdo de DHF em tetraidrofolato
(THF). Esta dupla inibicdo sequéncial explica a sinergia clinica observada quando a
trimetoprima é combinada ao sulfametoxazol (uma sulfonamida), resultando em um bloqueio
eficaz da sintese de DNA e proteinas bacterianas. Esta combinacdo ¢ amplamente utilizada no
tratamento de infec¢cdes do trato urinario e outras infeccdes por patdgenos sensiveis (Murray
et al., 2005).

As enterobactérias, como E. coli, desenvolvem resisténcia a sulfonamidas e trimetoprima
principalmente por meio de mutagdes nos alvos enziméaticos (DHPS e DHFR), que reduzem a
afinidade pelos farmacos. Além disso, a aquisicio de genes de resisténcia
plasmidiais (e.g., sull, sul2 para sulfonamidas; dfrA, dfrB para trimetoprima), permite a
producdo de enzimas alternativas insensiveis a inibicdo. Outros mecanismos incluem
a superexpressao de bombas de efluxo e a reducéo da permeabilidade da membrana, limitando

a concentracdo intracelular dos agentes (Procop et al., 2018).

7.7.6. Macrolideos

Os macrolideos, como a eritromicina e azitromicina, sd0 uma classe de
antibioticos bacteriostaticos de amplo espectro, com actividade predominante contra bactérias
Gram-positivas e alguns patégenos Gram-negativos. Seu mecanismo de ac¢do baseia-se na
ligacdo reversivel ao dominio V do rRNA 23S da subunidade ribossomal 50S, bloqueando
a translocacdo do peptidil-tRNA durante a elongacdo da cadeia polipeptidica. Essa interac¢édo
obstrui o tunel de saida do peptideo, interrompendo a sintese protéica e, consequentemente, 0
crescimento bacteriano (Murray et al., 2005).

7.7.7. Fenicois

Os fenicdis, como é o caso da cloranfenicol e florfenicol, sdo uma classe de antibioticos
bacteriostaticos que actuam na inibigdo da sintese protéica bacteriana. Seu mecanismo de accéo
envolve a ligagdo reversivel ao centro de peptidiltransferase da subunidade ribossomal 50S,
impedindo a formacéo de ligagcBes peptidicas entre aminoacidos durante o alongamento da
cadeia polipeptidica. Esta interaccdo bloqueia a elongagdo do peptideo, comprometendo

processos celulares essenciais, como replicacdo e reparo de DNA (Murray et al., 2005). Em
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enterobactérias, a resisténcia aos fenicois esta associada principalmente a producéo de enzimas
inactivadoras (acetiltransferases), bombas de efluxo activo e mutacdo do alvo ribossomal
(Murray et al., 2005).

8. Enquadramento Conceptual ou Tedrico

8.1. Escherichia coli

E. coli é uma bactéria bacilar, Gram-negativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
comensal do trato gastrointestinal de humanos e animais endotérmicos (Clements et al., 2012).
Embora 80% das estirpes sejam componentes inofensivos da microbiota intestinal, actuando
como antagonistas contra patdgenos por exclusdo competitiva, certos serotipos (e.g., STEC,
ETEC) possuem fatores de viruléncia que os tornam agentes de doencas entéricas e

extraintestinais (Kaper et al., 2004).

A relevancia clinica de E. coli reside na plasticidade gendmica que permite a aquisicdo
horizontal de genes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana (RAM), especialmente em
contextos de pressdo seletiva por uso inadequado de antibidticos (Mathers et al., 2015). A
transmissao fecal-oral é a principal via de disseminacdo de cepas patogénicas, destacando a
interconexao entre satde humana, animal e ambiental (WHO, 2017).

O uso de antibidticos na medicina humana e veterindria pode originar variantes de E.
coli resistentes a estes medicamentos. Estas bactérias, por sua vez, disseminam-se pelo
ambiente, estando presentes em alimentos, fezes e efluentes, e podem ser transmitidas entre
humanos, animais de producdo e o ecossistema atraves de diversas vias, como a agua, 0S

alimentos e os residuos (Xu et al., 2022).

19

Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de Fezes de Individuos
Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024




/"" A ™ =g
S ~ T

“ Animaisde  Animais servagens { Agua da Chuva
t companhia ‘\
% Animais de quinta \\
// N, -
Rio Pequenos Frutos do mar
s \ Disseminagdo de E.coli corpos d'Agua
Antibicticos A resistente a antibioticos ARGs
,J'-
Humanos \ . '

Estagao de p"g,“a
tratamento de dguas otavel
residuais

<

Figura 2: Multiplas vias envolvidas na transferéncia de E. coli com resisténcia antimicrobiana e de

genes de resisténcia antimicrobiana para animais, humanos e ambiente.

Fonte: Adaptado (Xu et al., 2022).

A abordagem One Health é fundamental para interromper ciclos de transmissao, integrando
vigilancia epidemioldgica em humanos, animais e ecossistemas. Estudos recentes demonstram
gue mesmo estirpes comensais podem actuar como vectores de RAM entre nichos ecologicos,

destacando sua relevancia em salde publica (Bengtsson-Palme et al., 2018; Xu et al., 2022).

8.2. Microrganismos Comensais

Os microrganismos comensais sdo definidos como espécies que colonizam o hospedeiro sem
causar dano aparente, estabelecendo relagdes de mutualismo ou comensalismo. Em contraste
com patdgenos obrigatorios (e.g., Salmonella spp.), bactérias como E. coli comensal exibem
versatilidade ecoldgica: coexistem no microbioma intestinal, mas podem evoluir para variantes
patogénicas através da aquisicdo de elementos genéticos maéveis (plasmideos, transposons)
carregando genes de viruléncia ou RAM (Mathers et al., 2015; Partridge et al., 2018). Esta
dualidade ressalta o seu papel como reservatdrios silenciosos de resisténcia, capazes de

transferir genes para patdgenos, via conjugacdo bacteriana (Madigan et al., 2022).

A caracterizacdo fenotipica de estirpes comensais €, portanto, essencial para monitorar o

surgimento e disseminacdo da RAM. A titulo de exemplo, um estudo pioneiro em Mogambique
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demonstrou que 20% dos portadores assintomaticos abrigavam estirpes de E. colie K.
pneumoniae produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (Chirindze et al.,
2018).

8.3. Patogenicidade

A patogenicidade refere-se a capacidade de um microrganismo causar doenca, dependente da
expressdo coordenada de factores de viruléncia (e.g., adesinas, toxinas) que favorecem a
colonizacao, evasao imunoldgica e dano tecidual (Murray et al., 2005). Em E. coli, a transi¢édo
de comensal para patogénica estd associada a aquisi¢do de ilhas de patogenicidade, como o
locus eae em estirpes enterohemorréagicas (EHEC) (Kaper et al., 2004). Paralelamente, a
coexisténcia de genes de viruléncia e RAM em plasmideos conjugativos cria fenotipos

multidroga-resistentes, desafios terapéuticos em infecc@es hospitalares (Mathers et al., 2015).

8.4. Antimicrobianos

Antimicrobianos sdo agentes naturais, semissintécticos ou sintécticos capazes de inibir o
crescimento bacteriano (bacteriostaticos) ou causar morte celular (bactericidas). O uso
indiscriminado desses farmacos, especialmente em Paises de baixa renda, exerce pressao
selectiva que favorece a disseminacdo de RAM via seleccdo de variante resistente (Levy &
Marshall, 2004).

Em E. coli, a resisténcia a B-lactamicos (e.g., penicilinas, cefalosporinas) esta frequentemente
associada a producdo de ESBLs, enzimas codificadas por genes plasmidicos (e.g., blaCTX-
M, blaTEM) que hidrolisam esses antibidticos (Bush & Jacoby, 2010). A caracterizacao
fenotipica de perfis de resisténcia em cepas comensais € crucial para orientar politicas de

controlo da disseminacdo da RAM
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9. Metodologia
9.1. Tipo de Estudo

Tratou-se de um estudo descritivo e analitico e que consistiu na recolha de dados de forma

prospectiva.

9.2. Local de Estudo

O estudo decorreu na cidade e provincia de Maputo. A provincia de Maputo engloba na sua
area, a Provincia de Maputo e cidade de Maputo, tendo como fronteiras a Norte, limitado por
Provincia de Gaza, no extremo Sul, a Africa do Sul, a Oeste por Africa do Sul e Eswatini e no
extremo Este pelo Oceano Indico; com coordenadas geograficas de Latitude: Norte:
24°15'00"S; Sul: 26°51'45"S e Longitude: Oeste: 32°02'25"E; Este: 32°58'46"E. Ambas
Provincias possuem uma area total de 26 404 Km? e com uma populagio total estimada em
3 341 448 habitantes em 2020, segundo os dados estatisticos do Instituto Nacional de

Estatistica.

Todos os participantes do estudo, buscavam servicos no Centro de Exames Médicos de Maputo
(CEM), que € uma instituicdo designada para realizar exames medicos ocupacionais, emitir
certificados de salide (como para carteiras de motorista e viagens internacionais) e administrar
vacinas obrigatdrias, em conformidade com o Regulamento Sanitério Internacional (RSI). Uma
parte dos exames solicitados no CEM (deteccdo de Salmonella spp., de Shigella spp., Vibrio
spp. e Bacilos de Kock.), sdo realizados na Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade
Eduardo Mondlane (UEM), Laboratério de Microbiologia/Departamento Académico de
Microbiologia, sita na Av. Salvador Allende, no recinto do hospital central de Maputo, cidade
de Maputo, sendo este o local onde foi feito o recrutamento dos participantes do estudo e a
posterior selec¢do, administracdo do consentimento informado, recolha de dados de interesse

e a recepcdo de amostras dos participantes do estudo.

9.3. Periodo de Estudo
O estudo, recolha de dados, foi realizado num periodo de 8 meses que compreendeu dentre

Novembro a Dezembro de 2023 e Janeiro a Junho de 2024.
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9.4. Populacéo do Estudo
A populacdo de estudo foi constituida por individuos saudaveis provenientes do CEM que

procuravam servigos nesta instituicao de utilidade publica durante o periodo de estudo.

9.5. Amostragem
A amostragem foi probabilistica por conveniéncia, tendo seguido os critérios de incluséo e
exclusdo. De modo a garantir representatividade amostral, o universo amostral previamente

planificado era de pelo menos quatrocentos (400) participantes.

Para o célculo do tamanho amostral, teve-se por base o erro padréo de 5% (margem de erro) e
admitindo a populacdo total estimada em 2020 de 3 341 448 habitantes, de acordo com o

Instituto Nacional de Estatistica, tendo-se padronizado para as seguintes formulas:

1. no=§ Onde: no = tamanho amostral inicial; € = margem de erro.
Substituindo: no = 1/ (0.05)2 = 400

2. oo Onde: no = tamanho amostral inicial; N = populacdo total da provincia e
no+N

cidade de Maputo.

400+* 3341448
———————= 400.
400+3341448

Substituindo: n =

9.5.1. Critérios de Inclusao e Exclusao

Os critérios de inclusdo dos participantes do estudo foram os seguintes:

> Individuos saudaveis (sem infeccdo gastrointestinal activa) residentes na cidade e
Provincia de Maputo;

> Individuos com a requisicdo passada pelo Centro de Exames Médicos de Maputo
(CEM);

> Foi considerada apenas uma Unica amostra por participante;

» Individuos com idade igual ou superior a dezoito anos
Os critérios de exclusdo dos participantes do estudo foram os seguintes:

> Individuos que se encontravam a medicarem, com antibioticos, num periodo superior a
14 dias;

» Individuos que se apresentavam ao CEM com sintomas de doenga gastrointestinal.
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9.6. Recolha de Dados

Os participantes que atenderam aos critérios de inclusdo foram recrutados a participar do estudo
ap6s uma clara e breve explicacdo dos objectivos e relevancia do estudo. Os participantes que
aceitaram participar do estudo foram-lhes administrados o consentimento informado, e apds a
assinatura do mesmo lhes foi administrado um questionario para recolha de dados

sociodemograficos e outros dados de interesse, conforme consta dos anexos.

9.7. Procedimentos Laboratoriais

9.7.1. Colheita de Amostras

A colheita de amostras de fezes nos participantes consisitiu na entrega de frascos de colecta de
amostras e zaragatoas a cada participante e em seguida os participantes foram orientados a
executar o procedimento nas suas respectivas casas, sendo que foram instruidos a defecar em
um papel limpo e de seguida efectuar o depdsito da amostra no respetivo frasco com a ajuda
da zaragatoa, com amostra do tamanho da cabeca do palito de fosforo (1g), e aconselhou-se a

levar ao Laboratorio no mesmo dia da colheita.

9.7.2. Cultura e Identificacdo de Escherichia coli

Apds a recepcdo das amostras de fezes, estas foram cultivadas em agar MacConkey (MCA)
com cristal violeta (meio pelo qual distingue os fermentadores e ndo fermentadores de lactose)
e incubadas na estufa a 37°C durante 18 a 24h (Procop et al., 2018). Apds esse periodo a cultura
foi examinada, sendo gque nos casos em que houve crescimento de mistura bacteriana foi
necessaria uma subcultura de isolados sugestivos para E. coli novamente em meio MCA com

0 intuito de purificar a cultura.

Nos casos em que ndo se verificou o crescimento bacteriano de coldnias sugestivas, para E.
coli, a cultura foi considerada negativa. Por outro lado, nos casos em que houve crescimento

de colonias sugestivas para E. coli a cultura foi considerada positiva.

A identificagdo das coldnias bacterianas susgetivas de E. coli foi feita por meio de subcultura
desses isolados, ja purificados, em meio cromogénico (CPSE) e em meio agar citrato de
Simmons, seguidos de incubacdo a 37°C por 18 a 24h, sendo que isolados citracto negativos e
CPSE positivos foram identificadas como sendo Escherichia coli comensal (Procop et al.,
2018). Isolados purificados identificados como E. coli foram preservados em meio Skim milk

a -80° C para procedimentos adicionais (Rappelli et al., 2005)

24

Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de Fezes de Individuos
Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024




9.7.2. Confirmacéo de Escherichia coli

Os isolados de E. coli foram confirmados usando técnicas moleculares antes do TSA, que
consistiram em extraccdo de ADN pelo método de fervura (boiling) e posterior reacgdo em
cadeia da polimerase (PCR) para o gene uidA (623 pb), marcador molecular cuja enzima (B-
glucuronidase) esta associada ao metabolismo de agucares complexos em E. coli (Pavlovic et
al., 2010). Os iniciadores oligonucleotideos usados neste estudo foram uidA Forward 5'-
CCAAAAGCCAGACAGAGT -3' e uidA Reverse 3- GCACAGCACATCAAAGAG -5
(Rappelli et al., 2005).

A extraccdo de ADN e as condicGes da PCR foram realizadas de acordo com o protocolo
descrito por Rappelli et al. (2005) e apresentado nos anexos (Anexo V). A mistura de PCR para
amplificagdo do gene uidA consistiu de um volume final de 25 pL, em que 12,5 pL
correspondeu ao tampdo supermix [1x] (tampdo de reac¢do contendo 0,05 Taqg polimerase de
ADN, 4 mM de MgCly; 0,4 mM da mistura de dNTPs) que foi misturado com 12,5uL. agua
bidestilada, iniciadores ¢ ADN da seguinte maneira: 9,5 uL. de agua bidestilada (ddH20); 0,5
uL de cada iniciador (uidA F e uidA R) e 2 uL. do ADN molde. No criotubo de controlo
negativo foram adicionados 2 Ml de dd H20 (agua desionizada estéril/agua livre de nucleases)
e no de controlo positivo foi adicionado 2 uL. do ADN conhecido, previamente positivo para
uidA. Seguidamente, os criotubos foram inseridos no termociclador e, finalmente configurou-

se as condicdes de PCR.

Tabela 1: Composicdo da mistura de PCR para amplificacdo do gene uidA (623bp)

Reagentes Concentracdo Volume

final final
(pL)

Tampao 1X 12,5

Supermix [2X]

Primer 0,2uM 0,5

F(uidA)[10pM]

Primer 0,2uM 0,5

F(uidA)[10pM]

ddH20 - 9,5

DNA molde - 2

Total - 25
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Tabela 2: Condigdes de amplificacdo do gene uidA (623bp)

Etapa Objectivo Temperatura (°C) Tempo N°de
(s) ciclos

1 Desnaturacdo inicial 94 300 1

2 Desnaturacéo 94 60

3 Anelamento 58 60 35

4 Extensao 72 60

5 Extenséo final 72 300 1

Terminada a PCR, os amplicons (num volume de 7 uL) foram misturados com 2 pL de tampao
de carregamento (Loading Dye), em seguida foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1%; submerso em tampdo TAE em concentragdo final 1X e 5 pL de Gel Red (2M). As
condi¢bes de migracdo electroforética foram a 100V, 400 mhA por 1lh. Utilizou-se, um
marcador de peso molecular de 100 pb como padrdo de peso molecular. Os amplicons
detectados (bandas de 623 pb) foram visualizados e analisados em transiluminador de luz

ultravioleta (UV), com auxilio de éculos de proteccdo e fotografados com recurso a cdmara

profissional.

Figura 3: Visualizacdo de bandas do gene uidA (623pb), confirmativas para E. coli, em gel de agarose

apos eletroforese.

Legenda: Fig 3A. Electroforese em gel de agarose (1%; TAE 1X). 1- Marcador de peso molecular 100
pb; 2-Amostra 3 (+); 3-Amostra 5 (+); 4-Amostra 10 (+); 5-Amostra 27 (+); 6-Amostra 41 (+); 7-
Amostra 67 (+); 8-Amostra 70 (+); 9- Controlo Positivo (+); 10- Sem Amostra; 11-Controle negativo
ddH,O (-); 12- Marcador de peso molecular 100 pb. Fig 3B. Electroforese em gel de agarose (1%;
TAE 1X). 1- Marcador de peso molecular 100 pb; 2- Amostra 4 (+); 3-Amostra 6 (+); 4- Amostra 12
(+); 5-Amostra 19 (+); 6- Amostra 27 (+); 7- Sem Amostra; 8- Amostra 31 (+); 9- Amostra 53 (+); 10-
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Sem Amostra; 11- Amostra 88 (+); 12- Amostra 93 (+); 13- Controlo Positivo (+); 14- Sem Amostra;
15- Controlo Negativo ddH:O (-); 16- Marcador de peso molecular 100 pb.

Fonte: o autor.

9.7.3. Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

Os isolados de E. coli foram testados para a susceptibilidade antimicrobiama. O teste de
susceptibilidade antimicrobiana (TSA) foi realizado para treze (13) antibioticos incluindo
ampicilina (10ug), amoxicilina/clavulanato (20/10 ug), piperacilina/tazobactam (100/10 pg),
ceftriaxona (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg), imipeném (30 pg), meropeném (30
ug), amicacina  (30ug), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg),
sulfametoxazole/trimetoprima (23.75/1.25 ug) e tetraciclina (30 pg), usando o método disco-
difusdo de Kirby-Bauer. Para o efeito, usou-se 0 método de suspensdo directa de coldnias
morfologicamente similares em soro fisiologico de modo que se obteve uma suspensdo com
densidade equivalente ao padrdo de turbidez 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, uma
zaragatoa estéril foi saturada na suspensdo e depois inoculada uniformemente por toda a
superficie do meio Agar Miieller-Hinton (MHA). Os discos de antibi6ticos seguidamente
foram firmemente aplicados sob a superficie do meio. Em seguida, as placas foram incubadas
a 37° C por 24h (Madigan et al., 2022; Tortora et al., 2017).

Os didmetros dos halos de inibigdo foram mensurados e interpretados de acordo com as
recomendag0es do Clinical and Laboratory Standards Institute edigéo de 2024 (CLSI, 2024).

A OMS classifica os antibioticos em trés grandes categorias no modelo AWaRe:

* Access (Acesso) - Primeira linha: antibidticos com menor risco de seleccdo de
resisténcia, indicados para a maioria das infec¢des comuns (ampicilina,
amoxicilina/clavulanato, sulfametoxazole/trimetoprima, tetraciclina, amicacina e
gentamicina).

*  Watch (Vigilancia) - Maior potencial de selec¢do de resisténcia. Uso mais restrito
(piperaciclina-tazobactam, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, meropenem, imepenem,
ciprofloxacina).

+ Reserve (Reserva) - Ultima linha: para infec¢des multirresistentes. Uso limitado e

criterioso.

O fendtipo de multidroga-resisténcia (MDR) foi definido como resisténcia adquirida a pelo

menos um agente em trés ou mais classes antimicrobianas (Magiorakos et al., 2012).
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9.8. Variaveis, Gestao e Analise de Dados

9.8.1. Variaveis do estudo
Constituiram variaveis de interesse do presente estudo: os dados sociodemograficos, os habitos

e comportamentos e as condi¢des sanitérias dos participantes de estudo (Tabela 3).

Tabela 3: Variaveis de estudo

Variaveis Categorizacao
Dados Sexo Masculino/Feminino
Sociodemograficos Idade Faixas etarias:
( < 20anos/ 21-30
anos/31-40anos/41-50
anos/>50anos)
Proveniéncia Maputo cidade/
Provincia
Nivel de escolaridade Nenhum/primario/secun

dario/superior

Histrico de medicagio Consumo de antibidticos nos ultimos 14 dias | Sim/Néo

Habitos e comportamentos | Consumo de alimentos de rua Sim/Néo
Contacto com animais de estimacao Sim/Néo
Condic¢bes Sanitarias Tipo de casa de banho/latrina Convencional/moderno

Perfil de susceptibilidade | Sensivel/intermediario/resistente

antimicrobiana

Perfil de Multidroga- | Presente/ausente
Resisténcia (MDR)
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9.8.2. Plano de Gestéo e Analise de dados

A andlise dos dados, incluindo a criacdo e categorizacdo de variaveis, bem como a limpeza de
dados, foi feita através do Microsoft Office Excel 2013. Seguidamente, os dados foram
exportados ao pacote estatistico Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS®, Inc.
Chicago, Illinois. Versdo 21) para verificagdo de frequéncias de colonizagéo e isolamento de
E. coli em funcéo das variaveis sociodemograficas. A verificacdo das frequéncias foi extensiva
ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana e ao perfil MDR de E. coli. O teste y*> (Qui-
quadrado) de Pearson / Exato de Fischer, conforme apropriado, foram usados para verificar a
associacdo entre a multidroga-resisténcia (MDR) de E. coli e as variaveis de interesse. As
inferéncias foram feitas ao IC (intervalo de confianga) de 95% e um valor de P menor ou igual

a 0,05 (P <0,05) foi considerado estatisticamente significativo

Todos os dados, foram langados num computador, com senha de entrada para protec¢do dos
dados, do Departamento de Microbiologia da FM-UEM. As bases de dados secundarias sdo
controladas pelo investigador exclusivamente e tem acesso a base de dados primaria os
supervisores do estudo. A base de dados primaria e formularios de recolha de dados serdo
mantidos e arquivados no Departamento de Microbiologia da FM-UEM por um periodo

maximo de 5 anos.

9.9 Aspectos éticos
Este estudo, foi conduzido com consentimento informado e foi aprovado pelo Comité Nacional
de Bioética para a Saude (CNBS) a 01 de Julho de 2025 (Ref: 345/CNBS/25).
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Fase Pré-’__ { Recrutamento dos } [DepartamentodeM'crobiologia} ¢ Selcgio
Aralfic s (DM +Consentimento informado
v \ + Recolha de dados e
Positiva (caracteristicas Cultura de amostres defees + Recepcio de amostas
preventivas) o Agar MacConkey \ )
V
/ \ / \
Obtenco de colGnias puras | | Subculuraem Agar MacConkey v Negativa (sem caracteristicas presuntivas|
\
Fase | Isolados citracto negativos Subcultura em Agar Citratoe |
Analitica e CPSE positvos \ meio cromogénio CPSE)
¥
’ 3\
Eitracgio de DNA (Boling Echeriia ol
‘ ( \
v . * PCR dogene uidA
( , £ ol idhs *Inicador F: CCAAAAGCCAGACAGAGT
Método de difusdo em Agar | | + Iniciador R: GCACAGCACATCAAAGAG
3 \ y,
- | [ Leitura e interpretacao de acordo com o CLSI \
(2024)

\

N
Lista de Antibioticos: Ampicilina (AMP}, Amoxicilinaclavulanato (AMC], Piperacilina/Tazobactam TZP), Ceftriaxona (CRO), Ceftazidima (CAZ), Cefepime (CEF)
Impenem (IMP), Meropenem (MEM), Amicacina (AMK), Gentamicina (GEN), Ciproflokacina (CIP), Tetraciclina (TE) e Sulfametoxazole/Trimetroprima (SXT).

Figura 4: Representacdo esquematica resumida dos procedimentos aplicados no estudo.

O estudo esteve divido em duas fases: a primeira fase, pré-analitica, que consistiu no recrutamento e
selec¢do dos participantes do estudo e a segunda, analitica, que consistiu no processamento das
amostras: cultura, identificacdo, confirmac&o e teste de susceptiblidade antimicrobiana das estirpes de

E. coli comensal.

Fonte: O autor.

30

Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de Fezes de Individuos
Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024




10. Resultados e Discussao
10.1. Resultados

10.1.1. Distribuic&o de Escherichia coli
De um total de 158 participantes seleccionados para o estudo, a taxa de colonizagdo e
isolamento de E. coli foi de 100% (158/158).

A distribuicdo de estirpes de E. coli obtidas de amostras de fezes de individuos saudaveis em
Maputo revelou uma predominancia de participantes do sexo masculino (61,4%; 97/158), da
faixa etaria dos 31-40 anos (31,6%; 50/158), residentes em Maputo Cidade (23,9%; 101/158).

Em relacdo aos habitos e comportamentos, a maior proporcéo de participantes referiu ndo
consumir alimentos vendidos na rua (60,8%; 96/158), ndo ter tido contacto com animais de
estimacdo (60,8%; 96/158) ver a tabela 4.

Variaveis tais como: nivel de escolaridade (55,1%; 87/158), consumo de antibi6ticos nos
altimos 14 dias 51,9%; (82/158), tipo de casa de banho/latrina 55,1%; (87/158) foram

classificadas como "Sem Informag&o" por conter informacdes incompletas ou inexistentes.

Tabela 4: Distribuicdo de Escherichia coli em funcdo das caracteristicas sociodemogréaficas,
habitos e comportamentos, historico de uso prévio de antibidticos e condi¢cfes sanitarias dos

participantes do estudo.
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Distribuicdo de isolados de Escherichia coli em funcdo do sexo

Categorizacéo n de particpantes Frequéncia (%)
Masculino 97 61,4
Feminino 61 38,6

Total 158 100
Distribuicdo de isolados de Escherichia coli em funcéo da faixa etaria

Categorizacéo n de particpantes Frequéncia (%o)
21-30 Anos de idade 39 24,7
31-40 Anos de idade 50 31,6
41-50 Anos de idade 47 29,7

>50 Anos de idade 22 13,9

Total 158 100
Distribuicdo de isolados de E. coli em funcéo da proveniéncia

Categorizacao n de particpantes Frequéncia (%)
Maputo Cidade 101 63,9
Maputo Provincia 57 36,1

Total 158 100
Distribuicdo de isolados de E. coli em funcdo do nivel de escolaridade

Categorizagao n de particpantes Frequéncia (%o)
Nenhum 3 1,9
Primario 7 4.4
Secundario 42 26,6
Superior 19 12,0

Sem informacao 87 55,1

Total 158 100

Distribuicao de isolados de E. coli em func¢do do consumo de alimentos de rua

Categorizacéo n de particpantes Frequéncia (%o)
Sim 62 39,2
Né&o 96 60,8
Total 158 100

Distribuicao de isolados de E. coli em funcdo do contacto com animais de estimagéo

Categorizacéo n de particpantes Frequéncia (%)
Sim 62 39,2
Né&o 96 60,8
Total 158 100

Distribuicdo de isolados de E. coli em funcdo do consumo de antibi6ticos nos ultimos 14 dias

Categorizacéo n de particpantes Frequéncia (%o)
Sim 14 8,9
Né&o 62 39,2
Sem informag&o 82 51,9
Total 158 100

Distribuicdo de isolados de E. coli em funcéo do tipo de casa de banho/latrina

Categorizacéo n de particpantes Frequéncia (%)
Convencional 23 14,6
Moderna 48 30,4
Sem informagéo 87 55,1
Total 158 100
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10.1.2. Perfil de Susceptibilidade Antimicrobiana de Escherichia coli

O teste de suscepibilidade antimicrobiana (TSA) em isolados de E. coli, revelou elevadas taxas
de resisténcia a ampicilina (42,4%), sulfametoxazol/trimetoprima (40,5%), amoxicilina-
clavulanato (32,9%), tetraciclina (27,2%). Por outro lado, altas taxas de sensibilidade de
estirpes de E. coli comensal foram constatadas para imipenem (99,4%), cefepima (98,7%),
piperacilina/tazobactam e meropenem (98,1%), ceftriaxona (94,3%), ceftazidima (80,4%),

amicacina e gentamicina (74,7%), ver figura 4.

No presente estudo, sobre a caracterizacdo fenotipica de estirpes de E. coli isoladas de amostras
de fezes de individuos saudaveis, constatou-se, também alto percentual de isolados de E. coli
comensal com perfil de susceptibilidade intermedidria a ciprofloxacina (54,7%).
Adicionalmente, determinou-se o perfil de MDR das estirpes de E. coli isoladas de amostras
de fezes de individuos saudaveis (45/158, 28,5 %).

Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli comensal
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Figura 5: Frequéncia de susceptibilidade antimicrobina de E. coli comensal de isolados de amostras de

fezes de individuos saudaveis em Maputo.
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10.1.3. Factores Associados a Multidroga-Resisténcia em E. coli

No presente estudo, também foi feito o teste Qui-quadrado (y?) para estabelecer possiveis
associacOes entre a presenca de perfil MDR nas estirpes de E. coli e as caracteristicas de

interesse nos participantes do estudo.

Constatamos maior prevaléncia de MDR estatisticamente significativa (p <0,05) em relagéo a
variavel faixa etéria, sendo que a maior proporcao foi observada nos individuos dos 41-50 anos
de idade (44,7%) comparado com as demais categorias (y*> = 11,478; p = 0,009); e na variavel
contacto com animais de estimacdo em que uma proporc¢do significativa foi observada nos
individuos que tiveram contacto (46,8%) comparado com 0s que ndo tiveram contacto (> =
16,764; p <0,001), ver tabela 5.

Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a prevaléncia do perfil
MDR em relagdo as varidveis sociodemogréaficas tais como como sexo, proveniéncia, nivel de
escolaridade. Similarmente, em relacdo as variaveis sobre o histérico de consumo prévio de
antibidticos, comportamento de consumir alimentos de rua e sobre as condic¢des sanitarias dos

participantes do estudo, ver tabela 5.

Em algumas variaveis, como é o caso do nivel de escolaridade, consumo de antibidticos e tipo
de casa de banho/latrina, uma frac¢do dos dados foi classificada como “Sem Informacdo” o

que pode ter limitado a nossa interpretacdo de dados.
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Tabela 5: Associagéo entre o perfil multidroga-resisténcia de E. coli com as caracteristicas de

interesse dos participantes do estudo.

Legenda: n-namero total dos participantes do estudo cujas amostras foram positivas para E.

coli; MDR-multidroga-resisténcia; %-percentagem; x2- valor de teste Qui-quadrado de

Pearson/ teste Exato de Fischer (conforme apropriado); P value- valor de P.

Variaveis Perfil Multidroga-Resisténcia
Sociodemograficas MDR N&o MDR Total a P value
n (%) n (%) n (%)
Sexo Masculino 25 (32,8) 72 (74,2) 97 (100) 0,904 0,342
(n=158) Feminino 20 (25,8) 41 (67,2) 61 (100)
Faixa etaria 21-30 10 (25,6) 29 (74,4) 39 (100)
(n=158) 31-40 7 (14) 43 (86) 50 (100) 11,478 0,009
41-50 21 (44,7) 26 (55,3) 47 (100)
> 50 7 (31,8) 15(68,2) 22 (100)
Proveniéncia Maputo 26 (25,7) 75 (74,3) 101 (100)
(n=158) Cidade 1,031 0,310
Maputo 19 (33.3) 38 (66.7) 57 (100)
Provincia
Nivel de Nenhum 1(33,3) 2 (66,7) 3 (100)
Escolaridade Primério 0 (0,0 7 (100) 7 (100)
(n=158) Secundario 12 (28,6) 30 (71,4) 42 (100) 3,621 0,451
Superior 7 (36,8) 12 (63,2) 19 (100)
Sem 25 (28,7) 62 (71,3) 87 (100)
informacao
Consumo de Sim 17 (27,4) 45 (72,6) 62 (100)
alimentos de 0,056 0,812
rua P
(n=158) Nao 28 (29,2) 68 (70,8) 96 (100)
Consumo de Sim 7 (50,0) 7 (50,0) 14 (100)
antibioticos
nos Gltimos 14 Na&o 15(242)  47(758)  62(100) 3596 0,175
dias Sem 23 (28,0) 59 (72,00 82 (100)
(n=158) informacao
Contacto com Sim 29 (46,8) 33(53,2) 62 (100)
animais de
eiﬁ'ﬂ"f;%a;o N&o 16(167)  80(833) 96(w00) 0704 <0001
Tipodecasa Convencional 6 (26,1) 17 (73,9) 23 (100)
de
banho/latrina ~ Moderna 14 (29,2) 34(70,8)  48(100) 0079 0,961
(n=158) Sem 25(28,7)  62(7L3)  87(100)
informacao
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10.2. Discussao

10.2.1. Distribuicgdo de Escherichia coli

Uma elevada taxa de colonizacdo e isolamento de E. coli foi observada no presente estudo
(100%), sendo que os nossos achados se mostraram superiores a de outro estudo anterior
conduzido em Mogambique, em E. coli isolada da comunidade, por Chirindze e colaboradores
(2018), que reportou 20%. Esta diferenca pode ser atribuida ao facto destes Gltimos autores
terem focado exclusivamente no estudo de estirpes previamente resistentes a cefalosporinas de
terceira geracdo (ceftriaxona) com objectivo de caracterizar mecanismos fenotipicos e
moleculares associados. Contudo, nossos dados corroboram com varios autores, tais como
Clements e colaboradores (2012) e Blount (2015), que enfatizam que E. coli coloniza o trato
intestinal de humanos e animais de sangue quente como um comensal benéfico, contribuindo

para a sintese de vitamina K e competi¢cdo contra patdgenos.

A taxa de colonizacgdo e isolamento de E. coli em individuos saudaveis (sem infeccdo activa)
de Maputo revela padrdes sociodemograficos e comportamentais criticos para a compreensao
da epidemiologia bacteriana na regido. A predominancia de isolados de E. coli em participantes
do sexo masculino em relagéo aos do sexo feminino, pode ser explicada provavelmente pela
ndo representatividade da populacao de estudo, e, consequentemente um viés de recrutamento
e seleccdo dos participantes do estudo, o que ndo nos permite a generalizacdo dos resultados
para a populacdo total de Maputo, especialmente em contextos onde factores culturais ou
geogréficos influenciam praticas de salde, fenémeno bem elucidado por George e
colaboradores (2014).

A faixa etaria mais representativa (31-40 anos), reflecte possivelmente a populagédo
economicamente activa enquanto a sub-representacdo de individuos >50 anos limita
inferéncias sobre riscos especificos a essa faixa etaria, com maior vulnerabilidade a infec¢des
ou padrbes diferenciados de uso de antibidticos, um padrdo ja documentado em estudos
microbiologicos urbanos por Van Spall e colaboradores (2007). Por outro lado, ndo houve neste
estudo, participantes com idade igual ou inferior a 20 anos (18-20 anos) o que impossibilitou

qualquer andlise para este grupo etario restrito.

A maior concentracdo de participantes em Maputo Cidade versus Maputo Provincia evidencia
um viés urbano de recrutamento, comum em pesquisas de saude publica de acordo com

Bonevski e colaboradores (2014). Nessa ordem de ideia, levando em conta o local de
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recrutamento e seleccdo dos participantes do estudo, essa diferenca deveu-se, provalvelmente

ao facto de existir outro Centro de Exames Médicos na Matola (Maputo Provincia).

Dados educacionais apresentaram lacunas significativas, dificultando analises sobre a relacdo
entre escolaridade e colonizacdo microbiana. Contudo, o nivel secundario destacou-se entre 0s
registados. Por outro lado, a baixa frequéncia de participantes sem escolaridade pode indicar
exclusdo de grupos vulneraveis, um desafio metodoldgico recorrente bem elucidado por
Braveman & Gottlieb (2014).

Em suma, os nossos achados destacam a necessidade de uma amostragem estratificada para
equilibrar sexo e representatividade rural-urbana, seguindo diretrizes de estudos
epidemioldgicos. Além disso, é crucial a implementacéo de protocolos rigorosos para reduzir
dados ausentes, especialmente em variaveis criticas como uso prévio de antibidticos, utilizando

métodos validados, tal como referenciado por Van Spall e colaboradores (2007).

10.2.2. Perfil de Susceptibilidade Antimicrobiana de Escherichia coli

E. coli, membro integrante da microbiota normal intestinal humana, tem sido amplamente
utilizada como bioindicador para monitorar a disseminagdo de RAM em comunidades,
refletindo pressdes selectivas ambientais e clinicas (van Schaik, 2015). Em Mocambique, Pais
com desafios socioecondmicos e sanitarios, a RAM representa uma ameagca crescente a salde
publica (Mandomando et al., 2010). Este estudo, realizado em individuos saudaveis em
Maputo, identificou altas taxas de resisténcia de E. coli a antibidticos de primeira linha
como ampicilina, amoxicilina/clavulanato, e sulfametoxazol/trimetoprima e uma prevaléncia

consideravelmente alta de perfil multidroga-resisténcia (MDR).

A resisténcia a ampicilina relatada nesse estudo € inferior a média de 72% reportada em uma
meta-analise de 12 paises africanos por Nji e colaboradores (2021), mas aproxima-se a de
estudos conduzidos na Republica Democratica do Congo (57%) por Mfoutou Mapanguy e
colaboradores (2021). Esta variacdo, pode reflectir diferencas no acesso a antibioticos, em
Mocambique a automedicacdo ¢ comum devido a venda ndo regulamentada, enquanto em
paises com sistemas de sadide mais estruturados, como Africa do Sul, a resisténcia a ampicilina

é menor (cerca de 25%) como referenciado por Essack e colaboradores (2017).
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A frequéncia de resisténcia de isolados de E. coli no presente estudo, para
sulfametoxazol/trimetoprima (40,5%), aproxima-se aos achados de Nji e colaboradores
(2021), em uma meta-analise realizada em varios paises de média e baixa renda, em E. coli
comensal, entre 1989 e 2019, com idades variando de 0 a 77 anos, em que reportaram uma taxa
de resisténcia de 63% para este antibiotico.

O wuso indiscriminado de sulfametoxazol/trimetoprima para infec¢bes urinarias e
gastrointestinais incluindo a profilaxia em paciente vivendo com HIV, em Mocambique, esta
associado a altas taxas de resisténcia bacteriana, reflectindo a pressao selectiva causada pelo
uso excessivo de antibioticos de amplo espectro, facto referenciado por van der Meeren e
colaboradores (2013).

Em Mocambique, a alta prevaléncia de RAM em E. coli isolada de individuos saudaveis para
antibidticos de primeira linha, como ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprima, de acordo com
0s autores Mshana e colaboradores (2013) e Elton e colaboradores (2020), pode ser o reflexo
das pressOes selectivas associadas ao uso inadequado de antimicrobianos e a fragilidade dos
sistemas de vigilancia caracteristicos dos paises de baixa e média renda (PBMRIS).

A sobrecarga no uso de fluoroquinolas € um factor provavel do alto indice de susceptibilidade
intermediaria & ciprofloxacina reportado neste estudo, fenémeno comumente observado em
PBMRIs e descritos por Elton e colaboradores (2020) e Mshana e colaboradores (2013).
Portanto, este fendmeno é preocupante na medida em que a persisténcia de estirpes de E. coli
com susceptibilidade intermediaria no microbioma intestinal representa um risco evolutivo,
pois mutagBes adicionais podem levar & resisténcia plena, comprometendo tratamentos
terapéuticos futuros, tal como enfatizado por de Lastours e colaboradores (2020) e van Schaik
(2015).

Ao contrério da alta taxa de resisténcia observada aos antibioticos de primeira linha, alta taxa
de sensibilidade aos antibioticos de vigilancia foi observada neste estudo, com destaque para o
grupo dos carbapenémicos (imipenem e meropenem). Estes achados corroboram com outros
estudos em Mocambique, em isolados comunitarios, conforme reportado por Chirindze e
colaboradores (2018), bem como clinicos de E. coli, descritos por Mahaluca e colaboradores
(2019) e Estaleva e coloboradores (2021). Nossos achados séo, ainda consistentes com os de
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outros estudos feitos na regido da ASS em E. coli isolados da comunidade, por Fleece e
colaboradores (2019) e Mfoutou Mapanguy e colaboradores (2021), reforcando a continua

vigilancia e uso racional destes antibioticos.

Os carbapenémicos sdo antibioticos usados para tratar infec¢es graves causadas por bacilos
Gram-negativos produtores de ESBLs e/ ou com alto grau de MDR (Wilson & To6rok, 2018).
Os antibioticos carbapenémicos sdo de uso com vigilancia de acordo com a OMS (2023), e 0
uso irracional como a automedicacdo e seu uso na veterinaria podem aumentar a pressao
selectiva e emergéncia de estirpes resistentes. Desde modo, € crucial que a eficacia desse grupo

de antibidticos seja preservada.

Referente a alta sensibilidade das cefalosporinas de terceira geracdo (ceftriaxona e
ceftazidima), reportadas neste estudo, verificou-se um enorme contraste em relagcdo ao estudo
conduzido em estirpes de E. coli isoladas na comunidade por Chirindze e colaboradores (2018)
em que reportou-se taxa alta de resisténcia de E. coli a esses antibiéticos (ceftazidima 71%;
ceftriaxona 100%). Estas diferencas podem ser explicadas pelo facto desses ultimos autores
terem estudado exclusivamente estirpes previamente resistentes a ceftriaxona e
fenotipicamente positivas para ESBL (enzimas R-lactamase de espectro estendido). Sendo que,
de acordo com os autores Bush & Jacoby (2010), as enzimas B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) exibem actividade hidrolitica significativamente aumentada contra este

grupo de antibidticos.

Nossos achados, ainda em relacdo as cefalosporinas de terceira geragdo, contrastam também a
de estudos realizados na ASS como € o caso o estudo conduzido por Mfoutou Mapanguy e
colaboradores (2021), na Republica Democréatica do Congo, em que 65% das estirpes de E.
coli comensal foram resistentes a ceftazidima. Esta diferenca pode estar relacionada a menor
pressdo selectiva a cefalosporinas de terceira geracdo em Mogambique, onde 0 acesso a esses

antibidticos € limitado, tal como destacado por van der Meeren e colaboradores (2013).

O perfil combinado intermediario-resisténcia a amicacina e a gentamicina superior a 25% nas
estirpes de E. coli do nosso estudo, sugere uma emergéncia de mecanismos de resisténcia a esta
classe de antibidticos, possivelmente mecanismos moleculares associados a producdo de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS) entre bactérias comensais e patogénicas.
Esses mecanismos geralmente encontram-se localizados em plasmideos conjugativos,

permitindo a disseminagédo horizontal, conforme enfatizado por Ramirez e Tolmasky (2017).
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Entre os B-lactdmicos em combinagdo com inibidores de -lactamase testados no nosso estudo,
aE. coli apresentou um perfil de resisténcia distinto, com alta resisténcia a
amoxicilina/clavulanato, mas alta sensibilidade a piperacilina/tazobactam. Mfoutou Mapanguy
e colaboradores (2021) ao estudarem o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli
isolada em amostras de fezes de estudantes saudaveis, na Republica Democratica do Congo,
reportaram uma taxa de apenas 1% para a amoxicilina/clavulanato. Portanto, os nossos dados
sugerem uma maior sobrecarga na administracdo e uso da amoxicilina/clavulanto em Maputo,
facto que pode ser fundamentado por varios autores, Levy e Marshall (2004); Dadgostar
(2019); Klein e colaboradores (2019), ao enfatizarem que quanto maior for a exposicao, maior

sera a pressdo selectiva para as bacterias resistentes.

Uma frequéncia consideravelmente alta (28,5%) de MDR em estirpes de E. coli, foi constatada
no nosso estudo. Estes resultados corroboram com um estudo anterior conduzido por Chirindze
e colaboradores (2018), onde reportou uma elevada taxa MDR (88%) em estirpes de E. coli
fenotipicamente ESBL, em Mocgambique, sendo que o perfil elevado de MDR sugere a

necessidade do uso e gestédo racional dos antimicrobianos.

A colonizagéo intestinal por estirpes de E. coli MDR em individuos assintomaticos, representa
um reservatério para infecgdes clinicas. Estaleva e colaboradores (2021) e Santona e
colaboradores (2022) reportaram 32,6% e 71% de MDR, respectivamente, em E.
coli patogénica extra-intestinal (EXPEC), fenotipicamente positivas para producdo de ESBL,
no Hospital Central de Maputo (HCM). Embora, 0 nosso estudo, tenha-se focado em estudar
estirpes de E. coli em individuos saudaveis em Maputo, nossos dados sdo preocupantes, iSso
levando em conta que estirpes comensais podem evoluir para patdgenos invasivos em

hospedeiros vulneraveis, tal como enfatizado por Kaper e colaboradores (2004).

A RAM em bactérias incluindo E. coli, representa um desafio global de satde publica,
especialmente em Paises de baixa e média renda, como Mogambique, onde factores
socioecondémicos e sanitarios podem amplificar sua disseminacdo, fendmeno descrito por
Cassini e colaboradores (2019).

A automedicagdo impulsionada pela venda ndo regulamentada de antibioticos, tal como
reportado pelos autores Mate e colaboradores (2019); Rodrigues (2020) e Torres e

colaboradores (2020), e a terapia empirica, decorrente da escassez de diagndsticos
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microbiologicos, enfatizados por Mandomando e colaboradores (2010) e Van der Meeren e

colaboradores (2013), constituem factores criticos para 0 aumento da RAM no Pais.

A continua vigilancia de bactérias comensais € essencial para além de compreender a dindmica
da resisténcia antimicrobiana, detectar precocemente 0s mecanismos de resisténcia emergentes
como blaNDM , reportado pela primeira vez por Sumbana e colaboradores (2021), em EXPEC,
afim de orientar politicas de gestdo antimicrobiana.

Em suma, intervencBes multissetoriais alinhadas as directrizes da OMS, para preservar a
eficacia de antimicrobianos essenciais, incluindo educagdo comunitaria, reforgo da vigilancia
epidemioldgica, investimentos no saneamento, e investimento em diagnosticos sao urgentes

para conter a disseminacdo de bactérias multidroga-resistentes (WHO, 2017; WHO, 2022).

10.2.3. Factores Associados a Multidroga-Resisténcia em Escherichia coli

A maior frequencia de MDR de isolados de E. coli, observada no presente estudo,
principalmente na faixa etéria de 41-50 anos de idade, sugere que os factores relacionados a
exposicao acumulada a antibidticos ao longo da vida podem influenciar a selec¢do de estirpes

resistentes Dadgostar (2019).

A idade esta correlacionada com o aumento do uso de antibi6ticos, especialmente para
condicdes cronicas, 0 que pode promover a pressao selectiva de bactérias resistentes, fenémeno
descrito por Dadgostar (2019). Adicionalmente, alteracGes no microbioma intestinal associadas
ao envelhecimento, como redugdo da diversidade microbiana e disbiose, podem criar um
ambiente propicio a colonizacdo por patdgenos resistentes a antimicrobianos, especialmente
em individuos expostos a antibidticos ou hospitalizacBes frequentes, fendmenos bem descritos
por Biagi e colaboradores (2016); Buffie e Pamer (2013). Contudo, outros factores
desconhecidos podem provavelmente explicar o padrdo de sensibilidade observado na faixa

etaria acima de 50 anos.

A associacdo significativa entre o contacto com animais de estimagéo e a MDR ressalta o papel
potencial dos animais como reservatorios de bactérias resistentes. Os autores Lindahl e
Magnusson (2020) e Rocha-Gracia e colaboradores (2015) afirmam que individuos com
exposicdo frequente a animais apresentam maior risco de coloniza¢do por E. coli e outras

Enterobactérias MDR, facto constatado neste estudo. Evidéncias recentes, demonstram ainda
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que animais domésticos podem carregar estirpes de E. coli MDR, compartilhando genes de
resisténcia via transmissao zoonatica, conforme reportado por Rocha-Gracia e colaboradores
(2015) e Belas e colaboradores (2020).

Este fendmeno é particularmente relevante em regides com praticas inadequadas de higiene,
onde o contacto proximo entre humanos e animais € comum. A presenca de genes de resisténcia
na comunidade, como CTX-M/pAmpC genes, ja foi documentada em estudos comparativos
conduzidos em Mocambique por Chirindze e colaboradores (2018), reforcando a necessidade

de politicas de educacdo sanitaria para reduzir riscos.

A auséncia de associacdo entre MDR e varidveis como sexo, proveniéncia e consumo de
alimentos de rua, pode refletir caracteristicas especificas da populacdo estudada ou limitac6es
metodoldgicas. Por exemplo, a ndo significancia da variavel sexo contrasta com estudos
conduzidos por Brandl e colaboradores (2021), que associam diferengcas hormonais ou
comportamentais a coloniza¢do bacteriana. No entanto, a homogeneidade sociocultural da
amostra (todos provenientes de Maputo), pode ter minimizado as varia¢bes geograficas ou
socioecondémicas mais amplas. De acordo com os autores, o consumo de alimentos vendidos
em ambientes informais esta significativamente associado a contaminacdo
por Enterobacteriaceae MDR em paises de baixa e média renda, com taxas acima de 30% em
analises microbioldgicas. Contudo, ndo foi verificada associacdo significativa entre esses

factores no presente estudo.

O presente estudo, sobre a caracterizacao fenotipica de estirpes de E.coli, isoladas de amostras
de individuos saudaveis em Mputo, a auséncia de informacdo foi constatada para variaveis
referentes ao nivel de escolaridade e uso prévio de antibioticos. Estas limitacGes impediram
andlises robustas sobre a relacdo entre educacdo, medicacao prévia e colonizagdo por estirpes
MDR de E. coli. Além disso, os autores Auta e colaboradores (2019), ressaltam que falhas
metodoldgicas na colheita de dados, como amostragem ndo representativa (viés de selec¢ao),
fadiga do respondente, e dificuldade de interpretacdo das perguntas sdo desafios criticos em

ambientes de baixa e média renda.
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11. LimitacGes do Estudo

No presente trabalho, foram constatadas as seguintes limitacoes:

e A falta de informacdes sobre o consumo de alimentos de rua e das condicGes
sanitérias, limitaram a compreensdo dos mecanismos de transmissibilidade de E. coli.

e O periodo que antecedeu este estudo, foi marcado por uma pandemia devastadora, onde
as atencOes do executivo, estavam viradas na mobilizagdo de recursos, materiais e
reagentes para dar resposta a esta pandemia tendo os laboratérios, passado por um
momento de falta de reagentes e consumiveis para o seguimento de pesquisas; e, por
outro lado, muitas empresas declararam faléncia o que comprometeu a seleccdo de

participantes anteriormente definidos na busca da representatividade amostral.

Apesar das limitagbes aqui listadas, este trabalho, contribui para a base de dados
epidemiolégicos em Mocambique sobre padrfes de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli
comensal no ambiente comunitario. Os nossos achados apoiam a reformulacéo de politicas de
salde puablica, destacando a urgéncia de intervencdes multissetoriais alinhadas as directrizes
da OMS para preservar a eficAcia de antimicrobianos essenciais, incluindo educacéao
comunitéria, reforco da vigilancia epidemioldgica, investimentos no saneamento, e

investimento em diagndsticos para conter a disseminacdo de bactérias MDR.
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12. Conclusdes e Recomendactes
12.1. Conclusdes:

e O nosso estudo, revelou a frequéncia de individuos adultos de sexo masculino,
residentes na cidade de Maputo.

e Observou-se altas taxas de resisténcia a antibidticos de primeira linha e um
consideravel padrdo de susceptibilidade intermediéria a ciprofloxacina; constatou-se,
ainda, uma resisténcia de antibioticos da classe dos carbapenémicos, pese embora néo
na proporcao verificada aos antibidticos de primeira linha. Esta classe de antibidticos
trata infecgBes bacterianas Gram-negativas, altamente resistentes aos antibidticos de
primeira linha, bem como infeccBes intra-hospitalares de patdgenos resistentes e
MDR, sendo importante a preservacdo da sua eficacia .

e Aidade mais avangada e o contacto com animais de estimacao foram as variaveis
significativamente associadas ao perfil MDR em E. coli comensal isolada de

individuos saudaveis em Maputo.
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12.2. Recomendac0es

De acordo com as nossas conclusdes recomendamos:
1. Ao Ministério de Saude:

= Reforcar a regulamentacdo da venda de antibidticos e implementacao de sistemas de
monitoramento de RAM em zonas urbanas e rurais, seguindo o modelo One Health;

= Promover mais campanhas de vigilancia nas comunidades sobre a adquisicdo dos
antibidticos, o seu consumo, preservacdo do ambiente e das medidas a tomar em conta

com o contacto com animais de estimacao para conter a RAM.

2. Aos Investigadores/pesquisadores:
Fortalecimento de pesquisa

= Que sejam feitos mais estudos similares para sustentar a questao de caréncia de dados
sobre a RAM em bactérias comensais do tracto gastrointestinal em Mogambique
envolvendo uma amostra maior que pode assegurar a representatividade demografica,
a diversidade geogréfica e socioecondmica seleccionada probabilisticamente;

» Incluir andlises gendmicas para mapear e identificar mecanismos especificos de

resisténcia e viruléncia emergentes em Enterobactérias comensais.
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Apéndices

ANEXO I: Formuléario de Consentimento Informado para os Participantes do Estudo

UNIVERSIDADE

EDUARDO
MONDILANE

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA OS PARTICIPANTES
DO ESTUDO

TITULO DO ESTUDO: Caracterizagio Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de
Amostras de Fezes de Individuos Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024

Investigador principal: Ventura Relvas Elisa Jaime Azarias Chongo
Outros Investigadores: Alice Afonso Manjate e Jeronimo Langa

Este formulario tem como finalidade fornecer-lhe informacdes sobre o estudo, de modo a ajuda-
lo (a) a decidir se quer ou ndo participar nele. Por favor, leia-o com toda atencdo e pergunte se
tiver alguma davida sobre este estudo.

1. Objectivo do estudo:

No Mundo e em paises em desenvolvimento tem-se verificado muita resisténcia aos antibiéticos
por bactérias do estomago. O estudo ndo tem fins lucrativos e enquadra-se na pesquisa no ambito
da Dissertacdo para candidatura a obtencdo de grau de mestre. Pretendemos neste estudo avaliar
individuos ndo doentes da provincia e cidade de Maputo se existem esses factores que sdo
indicados pelos estudos como os causadores dessa resisténcia aos antibioticos

2. O gue significa participar neste estudo:

A sua participacdo neste estudo é voluntaria, caso vocé decida ndo participar ndo ira-lhe acontecer
nada. Se vocé aceitar em participar no estudo, vamos-lhe pedir o seguinte:

e Assinar a ficha do consentimento informado

e Dar informacdes sobre a idade, morada entre outras informacdes que serdo pedidas no
questionario e que sera fornecido pelos investigadores;
e Fazer a colheita de fezes em casa: defecar numa folha limpa e transferir a amostra para o
frasco uma quantidade igual ao tamanho da cabeca do palito do fosforo (1g de fezes) com
a ajuda duma zaragatoa.
3. Custos na participacéo neste estudo:

N&o ha nenhum custo para vocé participar neste estudo. Os custos dos exames laboratoriais por
realizar serdo cobertos pelos fundos do estudo.
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4. Risco possivel se vocé participar neste estudo:

O estudo ndo preveé riscos elevados para os participantes, um dos potenciais riscos estaria ligado
ao mau procedimento na colheita e transporte das amostras. Como forma de minimizar este risco,
0s participantes serdo instruidos a embrulharem devidamente com papel higiénico o frasco e fazer
assepsia das mdos no momento, igualmente os frascos a serem entregues aos participantes terdo
uma colherinha junto a tampa. O estudo prevé algum desconforto aos participantes durante o
inquérito e como forma de minimizar, o inquiridor ira interromper o questionario ou entdo, deixar
em branco a pergunta que terd causado desconforto. Em caso de se interromper o questionario, o
consentimento previamente assinado seré desconsiderado e anulado, sem prejuizo ao participante.

5. Os beneficios da participacdo neste estudo:

Em relacdo aos beneficios, estes podem ndo ter um impacto imediato aos participantes. Os
beneficios para o presente estudo tém efeitos a medio e longos prazos na medida em que irdo
depender dos fazedores e decisores de politicas nacionais na criacdo de modelos de orientacéo
pratica sobre o0 uso de antibidticos e tratamento de infecdes bacterianas nas comunidades.

6. O que poderd acontecer se vocé decidir interromper (desistir) a sua participacdo neste
estudo:

Nada. Qualquer participante estara livre de interromper a sua participacdo em qualquer momento,
sem nenhum problema. O que pedimos é que informe que gostaria de desistir de participar no
estudo. VVocé pode dizer isso a qualquer membro da equipe de pesquisa e a qualquer hora. A sua
desisténcia ndo terd nenhuma implicacao nos resultados Laboratoriais. VVocé sera atendida e tratada
sempre que se apresentar nesta ou noutro Centro de Salde.

7. Pessoas a contactar em caso de duvidas ou qualquer esclarecimento sobre o estudo:

Vocé tem o direito de tirar qualquer davida ou pedir qualquer esclarecimento, bastando para isso
entrar em contacto com o Sr. Jeronimo Langa pelo telefone: +258 867803888, a Sra. Alice Afonso
Manjate pelo telefone: +258 82 41 84 600 ou +258 84 06 84 84 6 ou com o Comité Nacional de
Bioética para Saude no Ministério da Saude pelo nr +258 84 40 66 350 e ainda pode falar com a
Sr. Ventura Relvas Elisa Jaime Azarias Chongo pelo telefone: +258 842305000.

8. Confidencialidade da informacéo recolhida:

Esforcos serdo envidados para proteger a informacao dos seus resultados das analises laboratoriais.
A informacdo serd mantida confidencial atraves do sistema de codificacdo. Quando os resultados
deste estudo forem divulgados e partilhados em conferencias, toda a informacao identificadora dos
participantes sera removida ou alterada para que vocé e, outros participantes ndo possam ser
identificados. Porém, antes desta divulgacgdo o participante sera informado detalhadamente sobre
os resultados da pesquisa em que participou.

9. Registo do seu consentimento:

Uma cépia do formulario de consentimento sera guardada juntamente com os resultados do estudo
num armario e trancado a chave na Faculdade de Medicina, em que s6 0s membros da equipa terdo
acesso, outra cdpia ser-lhe-a entregue.
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DECLARACAO DO CONSENTIMENTO INFORMADO

1. Titulo do Protocolo: Caracterizacdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas
de Amostras de Fezes de Individuos Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024

Eu li esta declaragdo de consentimento para participacdo na pesquisa e/ou foi-me lido o
consentimento e explicados os propositos da pesquisa. Todas as minhas perguntas e duvidas foram
respondidas e livre e voluntariamente aceito em participar nesta pesquisa.

Assinatura do participante

Data e hora Impressédo digital
do participante
que ndo possa
assinar

Nome do participante (em maiudsculas)

Assinatura da pessoa que realizou a explicacdo do consentimento
Data

Nome (em mailsculas) da pessoa que realizou a explicagdo do consentimento

Data

Se o participante/representante legal ndo souber ler, uma testemunha imparcial deve também
assinar este formulério:

Assinatura da testemunha imparcial

Data
Nome da testemunha imparcial (em maiusculas)
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ANEXO I1: Formulario de Recolha de Dados

UNIVERSIDADE

EDUARDO
MONDILANE

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
FORMULARIO DE RECOLHA DE DADOS
. Identificacdo do Participante

1. NOdo Participante: ............ 12023............... Data: ....... [ 1202....
2. Sexo: M F

3. ldade............... anos

4. Endereco: Provincia................... Cidade/Distrito.........ccocervrrnnnne Bairro..............

5. Nivel de escolaridade? Nenhum.......Primério......... Secundario.......... Superior.............

Factores Predisponentes

A. Historico de uso de Antibidticos

a) Consumo de antibidticos nos ultimos 14/30 dias? Sim..... Nio.....
B. Habitos e exposi¢cbes comportamentais

a) Consumo de Alimentos vendidos nas ruas? Sim..... Ndo.....

b) Portagem ou contacto com animais de estimac¢éo? Sim..... Néo.....
C. Condic0es sanitarias

a) Tipo de casa de banho/latrina? Convencional ............ Moderno............
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ANEXO I11: Formulario de Dados de laboratorio

<
> |

UNIVERSIDADE
E D UARDO
MONIDIATNES

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
FORMULARIO DE DADOS DE LABORATORIO

TITULO DO ESTUDO: Caracterizagio Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de
Amostras de Fezes de Individuos Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024

I Dados Microbiolégicos e TSA
D U e BaCIerIaN g, POV L T A —.

Caracteristicas

2. ldentificacdo e confirmacao bacteriana

3. Teste de Susceptibilidade aos Antibioticos:

Antibiético [Concentracéo] Halo de Inibicéo S | R
Amoxicillin/Clavulanic acid (AUG) 30, ..coee.els mm
Piperacilim/Tazobactam (TZP) 1109 .ooeeeel. mm
Ampicilin (AMP) 10l g mm
Ceftazidime (CAZ) 309 mm
Ciprofloxacin (CIP) 564 . mm
Imepenem (IMP) 10l mm
Meropenem (MEM) 10, mm
Amikacin (AK) 0ug mm
Tetracycline (TE) 0ug mm
Sulphamethoxazole/trimethoprim (STX) 25ug  ............ mm
Cefepime (CEF) 0ug mm
Gentamicina (GN) 30ug mm
Ceftriaxone (CRO) 0ug mm
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ANEXO IV: Materiais e Equipamentos Utilizados no Estudo
Material Laboratorial

Bico de Bunsen

Fosforo

Ansas de inoculacdo de 10pL;
Amostras de fezes;
Crondmetro;

Descartex;

Luvas de latéx;

Luvas térmicas;

Maquina fotografica;
Micropipetas ajustaveis de 10, 50,
100, 200 e 1000 pL;

Oculos contra UV;

Papel toalha;

Craveira;

Pente de espessura;

Agua peptonada;

Meio cromogénico CPSE;
Alcool (70%);

Caldo Luria Bertani;

Agar MacConkey;
Agar Citrato Simmons;

Skim milk;

DNA Away;

PBS 1X;

Buffer[10X] (com MgCL,);
dNTP’s [10 mM];

Soro fisioldgico 85%;
Discos de antibidticos;

Papel de parafilm;

Placas de Petri (20 x 150mm);
Pontas estereis com filtro de 10
1000 pL;

Proveta graduada de 100 mL;
Sacos de Ziplock;

Suportes para tubos;

Tubos eppendorf de 1.5 mL;
Tubos eppendorf de 0.5 mL;
Tubos de Falcon de 15-45 mL,;
Tubos de PCR,;

Weighing boats e Espatula.

Meios de cultura e reagentes

Iniciador uidA[10 pM];
Taq DNA polimerase;
Agua desionizada;
Controle positivo (UidA+);

DNA molde;

Agarose;

DNA gel loading dye (6X);
DNA ladder (100pb);

Gel red [10.000X];

TAE (1X);
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Equipamentos

= Agitador tipo vortex;

= Banho-maria;

= Balanga analitica;

= Cabine de Biosseguranca de classe
= Céamara de PCR;

= Centrifuga;

= Geleira -80°C;

Termociclador Gene Amp
System 9700;
Incubadora;

Congelador;

Fonte e cuba para eletrofores
Micro-ondas;
Transiluminador UV.

PCR
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ANEXO V: Protocolo de Extrac¢do de DNA
A extragcdo de ADN foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rappelli et al.

(2005), tendo seguido os seguintes passos:

1.

Subcultivou-se uma colénia de E. coli em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo Luria
Bertani (LB) e incubou-se a 37°C por 24h;

2. Pipetou-se 300 pL da solucdo bacteriana em tubos Eppendorf com auxilio de uma
micropipeta;

3. Colocou-se os tubos de Eppendorf na centrifuga a 6000 rpm, por 5 minutos, 20°C para
sedimentacéo;

4. Descartou-se 0 sobrenadante cuidadosamente por inversao dos tubos no papel toalha, e
ressuspendeu-se o pellet (sedimento das células) em 300 uL de PBS, agitou-se por 10s
e levou-se ao banho-maria, onde incubou-se durante 7 min a 95°C;

5. Retirou-se os tubos do banho-maria, limpou-se, e centrifugou-se a 12000 rpm por 5min,
20°C;

6. Retirarou-se 50 pL do sobrenadante (ADN), cuidadosamente com auxilio de
micropipeta para novos tubos Eppendorf;

7. Guardou-se o sobrenadante na geleira a -20°C para posterior uso.

ANEXO VI: Etapas de Preparacdo do Gel de Agarose para Electroforese

Pesou, com auxilio de uma balanca analitica, 1 g de agarose e dissolveu-se em 100 mL
do tampéo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) num frasco de vidro esterilizado;

A solucdo foi fundida no microondas por 3 min, tendo sido evitada a fervura da mesma
por meio da visualizagéo;

Foram adicionados 5 pL do gel Red [10.000X] no frasco e fez-se a mistura completa
da solugdo por meio de movimentos circulares;

A solucéo foi colocada lentamente num suporte eletroforético com pente de espessura
colocado para formacéo dos pogos para carregamento dos amplicons;

A solucdo do gel foi deixada solidificar durante 30 min;

No final, o pente de espessura foi retirado e o gel foi imerso na cuba eletroforética

contendo o tampé&o TAE 1X.
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ANEXO VII: Aprovacio Etica do Estudo

Titulo: Caracterizagdo Fenotipica de Estirpes de Escherichia coli Isoladas de Amostras de

Fezes de Individuos Saudaveis em Maputo no Periodo de 2023-2024

¥R

REPUBLICA DE MOCAMBIQUE
MINISTERIO DA SAUDE
COMITE NACIONAL DE BIOETICA PARA A SAUDE
TRB0O0002657

Exmo. Senhor
Dr. Ventura Relvas
Faculdade de Medicina

Ref:345/CNBS/25 Data 01 de Julho de 2025

Assunto: Renovagdo da aprovacdo do protocolo de estudo intitulado: “Caracterizacao
fenotipica e molecular de estirpes de Escherichia coli isoladas de fezes de individuos

saudaveis em Maputo no periodo de 2023-2024".

O Comité Nacional de Bioética para Saude (CNBS), analisou o relatorio de progresso do
estudo intitulado: “Caracteriza¢do fenotipica e molecular de estirpes de Escherichia coli
isoladas de fezes de individuos saudaveis em Maputo no periodo de 2023-2024". ¢, sobre o
mesmo, chegou a seguinte conclusdo:

Nao havendo nenhum inconveniente de ordem ética que impega a continuagao do estudo. o
CNBS da a sua devida aprovagio ao estudo, salientando que:

e A presente aprovagio tera a validade de um ano, terminando esta a 01 de Julho de
2026. Os investigadores deverao submeter o pedido de renovagao da aprovacdo um
més antes de terminar o prazo.

e Qualquer alteragdo a ser introduzida no Protocolo, incluindo os seus anexos deve ser

submetida ao CNBS para aprovagao.
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Sem mais de momento queiram aceitar as

"eSt %1 Iltt,

a&»@* =

1A seu0t

Endereco: C.Postal: 264
Ministério da Saude - 2° andar dto Telefone: +258 82 406 6350
Av. Eduardo Mondlane, N° 1008 / Salvador Allen E-mail: cnbsmocambique@gmail.com
Maputo - Mogambique NUIT: 700 253 481
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