UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA DAS DOENCAS
TROPICAIS

INVESTIGACAO DOS GENES Bla spy, Bla teme Bla ctxm PRODUTORAS DE
BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO EM E. coli e Klebsiella spp
ISOLADAS DE GESTANTES COM INFECCAO DO TRATO URINARIO
ATENDIDAS EM UNIDADE BASICA DE SAUDE DE IMPERATRIZ-MA

ADRIANA DOS SANTOS OLIVEIRA

IMPERATRIZ - MA
2012



ADRIANA DOS SANTOS OLIVEIRA

INVESTIGACAO DOS GENES Bla sy, Bla teme Bla ctxm PRODUTORAS DE
BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO EM E. coli e Klebsiella spp
ISOLADAS DE GESTANTES COM INFECCAO DO TRATO URINARIO
ATENDIDAS EM UNIDADE BASICA DE SAUDE DE IMPERATRIZ-MA

Dissertacio de mestrado apresentada a banca
examinadora do programa de pds-graduagdo em
Doencas Tropicais, do Nucleo de Medicina Tropical, da
Universidade Federal do Pard, para obtencdo do titulo
de mestre em Doencas Tropicais.

Orientador: Prof. Dra. Edna Aoba Yassui Ishikawa

IMPERATRIZ — MA
2012



Dados Internacionais de Catalogagdo -na- Publicagdo (CIP) -
Biblioteca do Nicleo de Medicina Tropical/UFPA, Belém-PA

Oliveira, Adriana dos Santos.

Investigagdo dos genes Bla shv. Bla vem, e Bla ctx-m produtoras
de beta-lactamases de espectro estendido em £ coli e
Klebsiella spp isoladas de gestantes com infecgdo do frato
urindrio atendidas em unidade bdsica de salide de Imperatrix-
MA / Adriana dos Santos Oliveira; orientadora, Edna Aoba
Yassui Ishikawa. - 2012

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal do
Pard. Nicleo de Medicina Tropical. Programa de Pés-Graduagdo
em Doengas Tropicais. Belém, 2012.

1. Aparelho urindrio - Doengas. 2. Grdvidas - Imperatriz
(MA). 3. Beta-lactamases. I. Ishikawa, Edna Aoba Yassui,
orient. IT. Titulo.

CDD: 22. ed. 616.6

Ficha catalogrdfica elaborada por Valdenira Moreira, NMT/UFPA



UNIVERSIDADE FDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

ADRIANA DOS SANTOS OLIVEIRA

INVESTIGACAO DOS GENES Bla sy, Bla 1em e Bla ctx:m PRODUTORAS DE
BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO EM E. coli e Klebsiella spp
ISOLADAS DE GESTANTES COM INFECCAO DO TRATO URINARIO
ATENDIDAS NA UNIDADE BASICA DE SAUDE DE IMPERATRIZ-MA

Dissertagdo de mestrado apresentada a banca examinadora do programa de pdés-graduacdo em Doengas
Tropicais, do Ndcleo de Medicina Tropical, da Universidade Federal do Pard, para obtencéo do titulo de mestre
em Doencas Tropicais.

Banca Examinadora

Prof®. Dra. Edna Aoba Yassui Ishikawa

Orientadora— NMT/UFPA

Prof® Dra. Tereza Cristina de Oliveira Corvelo
Membro - NMT/UFPA

Prof® Dra. Marilia Brasil Xavier
Membro - NMT/UFPA

Prof® Dra. Maria da Conceic¢do Nascimento Pinheiro

Membro - NMT/UFPA



AGRADECIMENTOS

Neste primeiro momento gostaria de agradecer a Deus auto e consumador de minha
vida. Obrigada Senhor por mais esta conquista, pois sem Ele este sonho seria impossivel.

Ao meu esposo Natal Dias Pinto Filho, pelo carinho, compressdo e incentivo nos
momentos dificeis.

Agradeco também a Deus por minha filha amada Nicole Pinto que nasceu durante este
processo importante da minha vida, que e um sonho realizado.

A minha orientadora Dra. Edna Aoba Yassui Ishikawa, pelos ensinamentos,
disponibilidade, compreensdo nos momentos complicados que passei, incentivo, apoio,
empenho, carinho e por compartilhar comigo seus conhecimentos, 0S meus mais Sinceros
agradecimentos, que Deus ilumine e abencoe sua vida.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Doencas Tropicais da UFPA e aos professores
pela disponibilidade e ousadia de enfrentar este desafio e repassar seus conhecimentos, muito
obrigada a todos.

A0s pacientes que aceitaram participar desta pesquisa.

Aos meus amigos do Mestrado, pelas as amizades conquistadas, apoio e troca de
experiéncias.

A todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para a execucao dessa

Dissertacdo de Mestrado.



RESUMO

As beta-lactamases sdo produzidas por bactérias gram-positivas e gram-negativas. Cerca de
40% a 50% das mulheres desenvolveram um infeccdo urinaria durante a sua vida adulta. O
objetivo o presente trabalho foi realizar a caracterizacao dos genes Bla spyv, Bla teme Bla crx-m
produtoras de beta-lactamases de espectro estendido em E. coli e Klebsiella spp isoladas de
gestante com infeccdo do trato urinario atendidas na Unidade Bésica de Salde de Imperatriz -
MA no periodo de maio a agosto de 2012. Participaram do presente estudo 50 de mulheres
gravidas maiores de 18 anos, que apresentaram sintomas com caracterizacdo clinica de
infeccdo do trato urinario (ITU), referenciadas no ambulatorio na Unidade Basica de Saude
Imperatriz - MA. Foi coletada urina, para realizagdo da urinocultura e antibiograma,
posteriormente foi realizado a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) detectar a presenca
dos genes Bla spv, Bla tem e Bla ctx-m produtores das enzimas Beta-lactamases. A média de
idade destes pacientes foi de 21 anos, sendo 42% estando na faixa etaria de 18 a 25 anos, 70%
destas tem residéncia fixa em Imperatriz e os outros 30% séo oriundos de outros municipios.
Entre estas, 24% das voluntarias ja apresentaram ITU durante a gravidez e fora do estado
gravidico e 80% delas afirmaram fazer o uso de antibidticos sem prescricdo médica. Das 12
amostras com crescimento microbioldgico positivo, 11 foram positivas para Escherichia coli
com resultados do antibiograma que apresentaram resisténcia para o antibiético cefalotina, em
91,7%. Sendo isolado, uma cepa de Klebsiella ssp, e esta apresentou resisténcia a todos os
antibioticos testados. Pela analise dos resultados da PCR das amostras isoladas, os trés genes
Bla shv, Bla 1em e Bla ctx-m, Ndo foram observadas nas amostras P9, P11 e P12, porém nas
demais amostras houve a ocorréncia de pelo menos um dos genes. Este estudo confirmou a

presenca dos trés tipos de genes (Bla spv, Bla tem € Bla ctx-m) entre as amostras estudada.

PALAVRAS-CHAVES: Beta-lactamases, infec¢do do trato urinario e gestante.



ABSTRACT

Beta-lactamases are produced by gram-positive and gram-negative bacteria. About 40% to
50% of women developed a urinary tract infection during their adult life. The aim of the
present study was the characterization of genes Bla sy, Bla tem e Bla ctx-m beta-lactamase-
producing extended-spectrum E. coli and Klebsiella spp isolated from pregnant women with
urinary tract infection treated at a Basic Health Unit of Empress - MA from May to August
2012. The study included 50 pregnant women over 18 years who presented with symptoms
clinical characterization of urinary tract infection (UTI), referenced in the clinic in the Basic
Health Empress - MA. Urine was collected for urine culture and sensitivity of achievement,
subsequently was performed Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect the presence of
genes Bla spv, Bla teme Bla ctx-m, €nzymes producing beta-lactamases. The mean age of these
patients was 21 years, 42% being aged 18 to 25 years, 70% of these fixed address in Empress
and the other 30% come from other municipalities. Among these, 24% of the volunteers
already had UTI during pregnancy and pregnancy out of state and 80% of them reported using
antibiotics without prescription. Of the 12 samples with positive microbiological growth, 11
were positive for Escherichia coli with the antibiogram results that were resistant to the
antibiotic cephalothin at 91.7%. Being isolated, a strain of Klebsiella spp, and this was
resistant to all antibiotics tested. By analyzing the results of PCR samples isolated three genes
Bla spyv, Bla tem e Bla ctx-m, Were not observed in samples P9, P11 and P12, but in the other
samples was the occurrence of at least one of the genes. This study confirmed the presence of

three types of genes (Bla suv, Bla teme Bla ctx-m) among the samples studied.

KEYWORDS: Beta-lactamases, urinary tract infection and pregnancy.
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1 INTRODUCAO

As beta-lactamases sdo produzidas por bactérias gram-positivas e gram-negativas. As
bactérias gram-negativas apresentam um namero extraordinario de beta-lactamases, sobretudo
cromossomais e plasmidiais. (SOUSA, FERREIRA, CONCEICAO, 2004). Dentre as
bactérias gram-negativas, a producdo de Beta-lactamases € 0 mais importante mecanismo de
resisténcia contra agentes beta-lactdmicos. (Sanders e Sanderes, 1992 apud DALMARCO,
BLATT, CORDOVA, 2005). As beta-lactamases sdo enzimas capazes de clivar o anel beta-
lactdmicos muitas vezes importantes para o tratamento de doencas bacterianas. Geralmente,
essas enzimas sdo codificadas por genes localizados em plasmideos conjugativos, capazes de
se replicar e disseminar entre as bactérias de diferentes espécies, assim como géneros
distintos. E por esse motivo que as beta-lactamases representam o principal mecanismo de
resisténcia a Beta-lactimicos em bactérias gram-negativas. (PICAO E GALES, 2007).

Em 1983, um novo grupo de enzimas logo nomeadas de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) foi detectada em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae
na Alemanha. (Knothe et al., 1983 apud DALMARCO BLATT, CORDOVA, 2005). Mais
tarde, estes enzimas foram mapeadas e classificadas em dois grandes grupos, nao relacionadas
entre si, embora algumas enzimas dos dois grupos, ajam sobre 0 mesmo substrato (antibi6tico
beta-lactdmico), ligando-se a estes antibidticos em sitios complementares distintos.
(Strenburg e Mack, 2003 apud DALMARCO, BLATT, CORDOVA, 2005).

A relacdo fundamental entre as enzimas ESBLs foi mais bem refletida pelo esquema
de Amber, que é baseada na similaridade entre as sequéncias de aminoacidos. (Ambler et
al., 1991 apud DALMARCO, BLATT, CORDOVA, 2005). Outro esquema de classificacdo
utilizado é o modelo descrito por Bush-Jacoby-Medeiros, baseado no perfil do substrato,
caracteristicas fisicas como peso molecular e ponto isoelétrico. (Bush K. et al. 1995; Bush K.,
2001 apud DALMARCO, BLATT, CORDOVA, 2005)

As ESBLs sdo enzimas que conferem resisténcia principalmente as cefalosporinas de
amplo espectro, como a Cefotaxima, Ceftriaxona, Ceftazidima e ao monobactamico
Azetreonam. S8o produzidas, principalmente, por Klebsiella sp. e E. coli e a prevaléncia
crescente destas amostras em hospitais e, em menor escala nas analises ambulatoriais,
representando um impacto significativo nas prescricbes de antibioticos.(SOARES et al.,
2005).

A diferenca de resisténcia das ESBLs as cefalosporinas torna dificil a deteccdo desses

microorganismos, ou seja, essas enzimas nem sempre produzem um fenotipo de resisténcia
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detectavel pelo critério interpretativo do método de disco de difusdo proposto pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS). (Honério et al.,, 2001 apud
SOARES et al., 2005).

Como na maioria dos laboratorios de rotina, especialmente nos laboratérios de
pequeno e médio porte do municipio de Imperatriz, em consequéncia das dificuldades das
técnicas de deteccdo, a prevaléncia de beta-lactamases de espectro estendido geralmente
subnotificada e permanece desconhecida. Desse modo, devido a alta prevaléncia das gravidas
apresentarem ITUs com resisténcia aos antibidticos, sentimos a necessidade em conhecer
,utilizando métodos de Biologia molecular, se genes relacionados a ESBL sdo encontrados
entre as bactérias causadoras de infecgdo nessas mulheres.
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2 JUSTIFICATIVA

A partir da observacéo da disseminacdo de bactérias produtoras de beta-lactamases de
espectro amplo (ESBLs) em pacientes hospitalizados em todo mundo, sabendo que em nossa
regido ndo ha estudos relativos a investigacdo laboratorial acurada com fenotipagem ou
genotipagem a cerca da possivel presenca bactérias consideradas ESBLS, torna-se um fator de
grande relevancia a investigacao e caracterizacdo molecular das mesmas.

A presenca das ESBLs em bactérias envolvidas em infeccdes do trato urinario de
gestantes atendidas na Unidade de Salde Bésica Trés Poderes em Imperatriz-MA, tem sido
um grande desafio na aplicagdo da melhor terapia. O conhecimento da ocorréncia de ESBLs
entre amostras de infeccdes do trato urinario em gestantes é de fundamental importancia para
gue o médico possa estabelecer uma antibioticoterapia adequada.

Embora seja utopico por fim a resisténcia bacteriana, o0 seu controle entre amostras
hospitalares é indispensavel & qualidade da assisténcia a satde. O controle de resisténcia, por
sua vez, depende diretamente da deteccdo do mecanismo de resisténcia e da implementacéao
de uma politica de uso racional dos antimicrobianos. Assim, o perfil epidemioldgico das
instituicOes deve ser estabelecido e utilizado para fundamentar os protocolos terapéuticos,
principalmente entre os hospitais de pequeno porte e médio porte, onde a prevaléncia de cepas
multirresistentes pode ainda ser baixa ou nula. (PICAO e GALES, 2007)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar a presenca dos genes Bla syv. Bla tem e Bla crx-m, produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido em E. coli e Klebsiella spp, isoladas de gestante com
infeccdo do trato urinario atendidas na Unidade Basica de Saude de Imperatriz-MA no

periodo de maio a agosto de 2012.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Detectar a presenca dos genes Bla syy, Bla tem e Bla crx-m, através das técnicas de
PCR, entre as bactérias isoladas das gestantes.

-Determinar a espécie bacteriana mais prevalente como produtora de ESBL entre as
amostras estudadas.

-Observar o perfil de resisténcia antimicrobiana desses microorganismos.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 PATOGENIA DA INFECCAO DO TRATO URINARIO

As infecgdes do trato urindrio sdo responsaveis por cerca de 7 milhdes de consultas
por ano e séo causa ou fator complicador em cerca de 1 milh&o de internag0es por ano nos
Estados Unidos. Cerca de 40% a 50% das mulheres desenvolveram um infeccdo urinaria
durante a sua vida adulta. Devido a sua prevaléncia e potencial morbidade, deve ser
plenamente conhecida pelos médicos. (VERONESI, 2005).

O trato urinario é estéril, com excecdo do meato e uretra distal. Estas regides sdo
colonizadas por estafilococos, difterdides e outros microorganismos comensais. A urina é um
meio de cultura que sofre variacdes. Sabe-se que concentracfes altas de uréia, pH baixo,
hipertonicidade e a presenca de &cidos organicos sdo desfavoraveis ao crescimento das
bactérias. (VERONESI, 2005).

A bexiga possui mecanismos de defesa para eliminar as bactérias que atingiram o
orgdo. A peristalse uretral facilita o fluxo de urina do rim para bexiga, sendo a eficacia do
esvaziamento vesical mantida pela acdo competente da valvula vesico-uretral, que impede a
ascensdo da urina contaminada para ureteres, durante a micgdo. O esvaziamento vesical,
através da miccdo, associado as propriedades antibacterianas da mucosa vesical, impedem a
fixacdo bacteriana. Além disso, a mucosa vaginal é colonizada por lactobacilos que competem
com a flora patogénica. (STAMM, LUCIANO e PERREIRA, 1997).

Infeccdo do Trato Urinario (ITU) é definida como a invasdo de microorganismos,
geralmente bactérias, para as vias urinarias, desde a bexiga até os rins, incluindo a proéstata.
De acordo com o segmento afetado, poder ser dividida em duas categorias anatémicas:
infeccdo das vias urinarias inferiores (uretrite, cistite e prostatite), e infeccdo do trato urinario
superior (pielonefrite e abscessos intrarenais e perinefréticos). (STAMM, LUCIANO e
PERREIRA, 1997).

Em condi¢Bes normais, ha competicdo entre esses uropatdégenos e a flora vaginal,
constituidas principalmente por lactobacilos. A colonizagdo da vagina é facilitada,
principalmente, pelo uso de antibioticos e pela mé higiene perineal. A migracdo para uretra e
bexiga € desencadeada, principalmente, pela atividade sexual, pelo uso de contraceptivos com
espermicida, e pela alteracdo do pH vaginal, que pode ocorrer com alteragédo da flora pelo uso
de antibidticos e pelo hipoestrogenismo que, habitualmente, ocorre na
menopausa.(SCHOOLNIK, 1989)
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De acordo com Brasil (2004), como destacado pelo Manual de Microbiologia Clinica
para o Controle de Infeccdo nos Servigos de Salde, existem trés possibilidades de um
microrganismo alcancar o trato urindrio e causar infeccdo sdo: Via ascendente onde o
microrganismo podera atingir através da uretra, a bexiga, ureter e o rim. Esta via é a mais
frequente, principalmente em mulheres (pela menor extensdo da uretra) e em pacientes
submetidos a instrumentacdo do trato urinario. Via hematogénica onde ocorre devido a
intensa vascularizacdo do rim podendo o mesmo ser comprometido em qualquer infecgéo
sisttmica; é a via de elei¢do para ITU(s) por alguns microrganismos como Staphylococcus
aureus, Mycobacterium tuberculosis, Histoplasma spp., sendo tambeém a principal via das
ITU(s) em neonatos. Via linfatica onde € rara embora haja a possibilidade de microrganismos
alcancarem o rim pelas conexdes linfaticas entre o intestino e o rim e/ou entre o trato urinario
inferior e superior.

A ascensdo dos microorganismos no interior da uretra, a partir de fontes externas,
constitui-se a via mais comum, especialmente para bactérias de origem entérica, como E.coli
e outras enterobactérias. (STAMM, LUCIANO e PERREIRA, 1997).

O fato da infeccdo do trato urinario ser mais comum em mulheres do que em homens
evidencia a importancia da rota ascendente, visto que a uretra feminina € mais curta e esta
mais proxima a &rea densamente colonizada como a regido perianal e vulvar. (VERONESI,
2005)

De acordo com Heilberg e Schor (2003) a ITU é classificada como ndo complicada
guando ocorre em paciente com estrutura e funcdo do trato urinario normal e é adquirida fora
de ambiente hospitalar. As condicdes que se associam a ITU complicada incluem as de causa
obstrutiva (hipertrofia benigna de prostata, tumores, urolitiase, estenose de juncdo uretero-
piélica, corpos estranhos, etc); anatomofuncionais (bexiga neurogénica, refluxo vesico-
ureteral, rim-espongiomedular, nefrocalcinose, cistos renais, diverticulos vesicais);
metabolicas (insuficiéncia renal, diabetes mellitus, transplante renal); uso de catéter de
demora ou qualquer tipo de instrumentacdo ; derivacdes ileais.

De acordo com Brasil (2004), como destacado pelo Manual de Microbiologia Clinica
para o Controle de Infeccdo nos Servigos de Saude, afirma também quanto & presenca de
fatores predisponentes ou agravantes as ITUs sd@o classificadas em dois grupos: a ITU néo
complicada: ocorre primariamente em mulheres jovens sexualmente ativas sem anormalidade
anatdmica ou funcional do aparelho geniturinario. E a ITU complicada: ocorre em individuos
que j& possuem alguma anormalidade estrutural ou funcional do processo de diurese, presenga

de calculos renais ou prostaticos, doengas subjacentes em que haja predisposicdo a infeccédo
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renal (diabetes melittus, anemia falciforme, doenca policistica renal, transplante renal) ou na
vigéncia de cateterismo vesical, instrumentacdo ou procedimentos cirurgicos do trato urinario.
Pelo maior risco, as ITUs em criancas, gestantes, homens e infecgdes do trato urinario alto séo
consideradas infec¢Bes complicadas.

Mulheres cujas mdes tém historia de ITU apresentam um risco de duas a quatro vezes
maior de ter infec¢es de repeticdo. Esses achados sugerem que fatores intrinsecos podem ser
importantes para algumas mulheres. Kallenius e Winberg demonstraram que as células
periuretrais de pacientes com infeccdo de repeticdo eram mais susceptiveis a adesdo
bacteriana. (VERONESI, 2005).

As uretrites caracterizam-se por sintomas progressivos decorrentes da extensdo do
processo inflamatorio na uretra no sentido distal proximal. A passagem da urina acentua estes
sintomas, sendo a disuria sinal caracteristico desta infeccdo. (VERONESI, 2005).

De acordo com Konemam 2008, as infec¢bes das vias urinarias superiores sao
comumente ascendentes, isto €, origina-se na bexiga urinaria e ascendem pelos ureteres para
os rins. Normalmente, a valvula vesicouretral impede o refluxo da urina da bexiga para os
ureteres. As pessoas com anomalias urogenitais, ou com hiperdistensdo da bexiga urinaria por
obstrucdo de efluxo, disfungbes neurogénicas ou pressao de um Utero aumentado durante a
gestacdo sdo particularmente susceptiveis a infec¢do ascendentes de vias urinarias. O resumo
destes fatores que contribuem para infecces do trato urinario provocado por bactérias pode

ser observado no Quadro 1 a seguir.

QUADRO 1: Fatores que contribuem para as infeccdes do trato urinario provocado por
bactérias

Infec¢cbes ascendentes

Obstrucado (por exemplo, por calculos) em qualquer ponto do trato urinario.

Funcionamento anoémalo da bexiga que impede um esvaziamento apropriado, tal como
acontece nas doengas neuroldgicas.

Permeabilidade da valvula entre o ureter e a bexiga, permitindo que a urina e as bactérias
fluam para tréas da bexiga, alcangando possivelmente o0s rins.

Insercdo de um cateter urinario ou de um instrumento, realizada por um médico

Infecgdes do sangue observadas no nascimento

Infeccdo na corrente sanguinea (septicemia).

Infeccdo das valvulas cardiacas (endocardite infecciosa).

Fonte: Manual Merck (2012)
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Segundo Konemam (2008), afirma que as infeccOes da pelve renal (pielite) e rins
(pielonefrite) sdo as complicagbes mais comuns. As infecgfes podem ser agudas ou
recorrentes com dano inflamatorio cronico. As infeccdes de vias urinarias superiores resultam
menos comumente de dispersdo hematogénica de bactérias para o cortex renal em pacientes
com septicemia. Os abscessos multifocais ou a pielonefrite supurativa aguda sao
manifestacdes comuns. A cistite e pielonefrite em homens, criancas, pacientes cronicamente
cateterizados e mulheres com infeccdo recorrente, anomalias neurolégicas ou doenca
subjacente € considerada uma infecgdo complicada.

A cistite é uma inflama¢do comum da bexiga urindria em mulheres. Os sintomas
freqlientemente incluem distria (miccdo dificil, dolorosa, urgente) e pidria (a presenca de
leucdcitos na urina). Em 25% dos casos ndo-tratados, a cistite pode progredir para
pielonefrite, uma inflamacgé@o de um dos rins ou ambos. Os sintomas sao febre e dor no flancor
ou lombar (TORTORA, 2003).

4.2 PATOGENIA DA INFECCAO URINARIA NA MULHER GRAVIDA

Duarte (2004) afirma que, ITU entende-se como a presenca e replicacdo de bactérias
no trato urinario, provocando danos aos tecidos do sistema urinério. No entanto, durante a
gravidez, o entendimento desta definicdo deve ser ampliado, considerando-se 0s riscos
potenciais de complicacfes decorrentes da bacteriuria assintomatica (BA).

Como existem dificuldades para o diagnostico diferencial da ITU oligosintomatica em
gestantes, a quantificacdo de coldnias bacterianas/mL de urina cultivada maior que 10°
continua sendo o padrdo para confirmacgdo desse diagnostico. Entretanto, existem situaces
nas quais estas definicdes precisam ser avaliadas de forma diferenciada, a exemplo das
infeccdes sintomaticas com pidria, nas quais o encontro de 102 colénias/mL de urina cultivada
confirma o diagnostico. Para os casos de puncdo vesical, qualquer quantidade de colénias é
suficiente para confirmar a suspeita diagnostica. Para o diagndstico de BA, necessita-se a
contagem de 10° col6nias bacterianas/mL de urina em cultivos de duas amostras urinarias
distintas, para evitar os resultados falsos-positivos, que podem chegar a 40% quando baseados
em uma Unica urocultura.( MACLEAN, 2001).

As mudancas anatdmicas e fisioldgicas impostas ao trato urindrio pela gravidez
predispdem a transformacdo de mulheres bacteriurias assintométicas em gestantes com 1TU
sintométicas, deixando a impressdo de que o nimero de infec¢Bes urinarias seja maior neste
periodo da vida. (NOWICKI, 2002).
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Dentre estas alteracOes, sobressai a dilatacdo do sistema coletor (compresséo
extrinseca pelo Utero gravidico e pelo complexo vascular ovariano dilatado ao nivel do
infundibulo pélvico; hipertrofia da musculatura longitudinal no terco inferior do ureter; e
reducdo da atividade peristaltica decorrente da progesterona) e 0 aumento do débito urinario.
A associagdo destes fatores a reducdo do ténus vesical favorece a estase urinaria e o refluxo
vesico-ureteral, transformando as infecgBes assintomaticas em sintomaéticas. (GILSTRAP;
RAMIN, 2001)

4.2.1 Patogenia da Infeccdo Bacteriana

A etiologia da ITU apresenta variacbes com sexo, idade, estado geral, uso prévio de
antibidticos e aquisicdo dentro ou fora do ambiente hospitalar. (SOBEL, 1991)

A maioria das infeccdes é causada por aerdbios facultativos, que em geral originam-se
da flora intestinal. A Escherichia coli é o agente mais frequente , sendo responsavel por 80 a
85% das infec¢des urinarias comunitarias. Sdo também encontrados a Klebsiella sp, Proteus
miriabilis, Enterococcus faecalis entre outros. (STAMM, LUCIANO e PEREIRA, 1997).

Para que a infeccdo aconteca, as bactérias devem ter acesso a bexiga, fixa-se e
colonizar o epitélio do trato urinario para evitar serem depuradas com a micgdo, fugir dos
mecanismos de defesa e iniciar a inflamagdo. Muitas ITUs resultam de microorganismos
fecais que ascendem a partir do perineo até a uretra e bexiga, aderindo, depois as superficies
da mucosa. (BRUNNER e SUDADARTH, 2005).

Segundo Veronesi (2005), defini-se fator de viruléncia como estruturas, produtos ou
estratégias que contribuem para que 0s microorganismos consigam se instalar e estabelecer a
relacdo de parasitismo. A adesdo, a invasao, a permanéncia do microorganismo no organismo
do parasitado e a eventual producdo de substancias toxicas que lesam células, tecidos ou
6rgdos do hospedeiro, compdem a maior parte dos chamados fatores de viruléncia.

A Adesdo é a estratégia que as bactérias usam para fixar nas células e tecidos do
organismo. A capacidade de aderir de maneira firme é mediada por estruturas da superficie da
célula bacteriana, definidas coletivamente como adesinas. As adesina por sua vez, somente
funcionam quando interagem com receptores existentes no organismo. De modo geral os
receptores estdo localizados na superficie da célula ou sdo proteinas da matriz extracelular.
(TRABULSI, 2008).

Veronesi, (2005) afirma que as fimbrias ou pili, estruturas filamentosas de natureza

protéica que recobrem toda a superficie da bacteria, funcionam como adesinas de bactérias
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gram-negativas como Escherichia coli, Salmonella, Neisseria gonorrhoeae e Vibrio cholerae,
e algumas gram positivas como Bacillus. Embora ndo se conheca a composicao quimica de
todas as fimbrias, € possivel que na superficie das células ou tecidos haja receptores que
permitam a interacdo da fimbrias com as respectivas células. Outras bactérias desprovidas de
fimbrias tém receptores na parede celular através de suas macromoléculas, como
lipopolissacarideos (LPS) ou &cidos teicoicos.

A invasdo permite que os microorganismos figuem num determinado local e &
exercam suas atividades de crescimento e multiplicacdo, podendo competir pelos nutrientes e,
com isto lesar o organismo parasitado. Alguns microorganismos produzem Hemolisinas (fator
de viruléncia) que rompem hemédcias e liberam ferro. Outro aspecto ligado a invaséo coloca
novamente em disputa as defesa do organismo e a capacidade agressora dos patogenos.
(VERONESI, 2005).

A fagocitose outro mecanismo de invasdo, € um mecanismo de defesa para o qual
existem células especializadas que estdo constantemente exercendo o papel de limpeza e
remocdo de microorganismos e restos celulares. Apds a ingestdo/fagocitose, 0s
microorganismos sao mortos ou degradados, sendo 0s seus componentes apresentados ou nao
as células do sistema imunoldgico. (VERONESI, 2005).

Segundo Trabulsi (2008), o termo toxina tem sido usado para designar qualquer
substancia de origem microbiana capaz de causar danos ao organismo animal. As toxinas
bacterianas podem ser classificadas em endotoxinas e exotoxinas. A endotoxinas mais
estudada corresponde ao lipolissacarideo (LPS) presente na membrana externa da Escherichia
coli e de outros membros da familia Enterobacteriaceae. A molécula do LPS compreende trés
partes: lipideo A, cerne e antigeno O.

De acordo com Veronesi (2005), as exotoxinas sdo dividas em trés tipos de acordo
com suas interacdes com as células do hospedeiro. As do tipo | sdo toxinas que atuam na
superficie das células e podemos citar os superantigenos que se ligam diretamente a
receptores na superficie de linfocitos T e as toxinas ST (termoestaveis) de E. coli. As
exotoxinas do tipo Il lesam a membrana citoplasmatica formando poros, exemplo sdo as
Hemolisinas. As exotoxinas do tipo 11l s&o numerosas, sdo formadas por duas subunidades
designadas A e B. A subunidade B serve como receptora, pois € por meio dela que a toxina
liga-se a célula alvo, e a subunidade A é a que entra na celula e provoca efeito biologico.
Definimos como evasinas alguns fatores de viruléncia e principalmente estratégias usadas

pelas bactérias para contornar ou vencer as defesas inatas e adquirida do organismo, situadas
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abaixo da pele e mucosas. Estas defesas sdo representadas pela fagocitose, complemento,
citosinas, linfécitos citotoxicos e anticorpos. (TRABULSI, 2008)

Segundo Heilbreg e Schor (2003), relatam que as enterobactérias se caracterizam pela
presenca ou ndo das seguintes estruturas: a) flagelo ou antigeno “H”, responsavel pela
motilidade da bactéria; b) capsula ou antigeno “K”, que confere resisténcia a fagocitose; c)
polissacaridios ou antigeno “O” sempre presentes na membrana externa da bactéria, que séo
determinantes antigénicos de anticorpos especificos sendo, portanto, Gteis na tipagem
soroldgica (150 antigenos “O” definidos) e na discriminacdo entre relapso e reinfeccdo; d)
fimbrias ou pili ou adesinas, responsaveis pela adesao da bactéria ao urotélio e transmissdo de
informacdo genética a outras bactérias via DNA dos plasmideos. Existem dois tipos de pili:
tipo I (manose-sensivel) cujos receptores sdo a manose ou a proteina de Tamm-Horsfall e tipo
2 (manose-resistente) cujo receptor é parte de um glicoesfingolipide (Gal-Gal). Os fagocitos
do hospedeiro, incluindo polimorfonucleares neutréfilos e macrofagos, reconhecem os pili
tipo | e sdo capazes de fagocitar e matar a bactéria na auséncia de anticorpo especifico. E
possivel que anticorpos contra pili tipo | diminuam a resisténcia a infeccdo e é por esta razéo
gue este antigeno ndo deve ser incorporado a uma eventual vacina. Bactérias que possuem pili
tipo Il aderem ao urotélio e também a antigenos do grupo sangtiineo tipo P. Isto se deve a
presenca de antigenos do grupo sangliineo P na superficie de uroepitélio. Devido a
similaridade antigénica entre bactérias gram-negativas e este ou outros grupos sangliineos
(Lewis, ABO), a determinacdo de fendtipos relacionados aos grupos sangiiineos serve como

marcacdo de populaces com risco de desenvolverem ITU de repeticdo.

4.2.1.1 Patogenia da Escherichia coli

Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) é o principal agente que ocasiona infec¢oes
no trato urinario (ITU), além de ser uma das fontes mais comuns de bacteremia em individuos
hospitalizados. (PIRES et al, 2007)

Diversas linhagens de Escherichia coli patogénica ou comensais sdo capazes de
colonizar superficies pela expressdo de estruturas de adesdo como flagelo, pili conjugativo,
polissacarideos extracelulares e curli, formando o biofilme bacteriano. (CASTONGUAY et al,
2006)

As UPECs compreendem muitos sorotipos, mas em torno de 75% deles pertencem a
somente seis sorogrupos “O” denominados: O1, O4, 06, 016, 018, 025. As freqiiéncias
destes sorogrupos podem variar. (TRABULSI, 2008).
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Enquanto a adesdo mediada pela fimbria do tipo 1 é importante durante os estagios
iniciais de colonizacdo, a motilidade e quimiotaxia do flagelo bacteriano permitem que a
UPEC se dissemine para novos sitios do trato urinario, tanto para obter nutrientes quando
estes se tornam limitados, quanto para escapar da resposta imune do hospedeiro. (PIRES et al,
2007)

Segundo Trabulsi (2008), as adesinas constituem os principais fatores de viruléncia da
UPEC, pois permitem adesédo e invasdo bacteriana nas células do trato urinario. As adesina
podem ser fimbrias ou ndo, sendo as duas adesinas fimbriais mais importantes tipo 1 e fimbria
P. A fimbria do tipo | é codificada pelo gene fim | e tida como um dos principais fatores de
viruléncia da UPEC. O componente responsavel pela ligacdo da bactéria a uma variedade de
receptores formados por glicoproteinas, contendo manose, € uma subunidade da fimbria tipo |
chamada Fim H. As interacdes bacterianas mediadas por Fim H com as células uroepiteliais
séo criticas para a capacidade das UPECs de colonizar a bexiga e causar doenca.

A adesina das estirpes que infectam os rins é a fimbria P, que estd associada as
pielonefrites (CHEN et al., 2003)

Hemolisinas sdo citotoxinas (HIyA) que conduzem a uma lise osmotica principalmente
de eritrocitos (TRABULSI; CAMPQOS, 1999).

E. coli Uropatogénica podem apresentar a habilidade de adquirir ferro, utilizando
siderdforos, exoproteinas codificadas pelo gene aer plasmidiais. (SAYLERS; WHITT, 1994).
As adesinas mais comumente encontradas em Escherichia coli Uropatogénica podem ser

observadas no Quadro 2 abaixo.

QUADRO 2: Adesinas comumente encontradas em amostras de E coli Uropatogénica-
UPECs

Organela Adesinas

Fimbria tipo 1 FimH

Fimbria P PapG (I, II, lll)
Fimbria SIF1C SfaS, SfaA/FocH
Adesinas Dr Varias

Fonte: TRABULSI (2008, p.48)

Receptores

Glicoproteinas contendo manose
(Ex.: UP1a e CD48), proteina
Tamm-Hosfall, colagenos tipos | e
IV, laminina, fibronectina

GbO3, GbO4, Gb05

Residuos de acido sidlico,
plasminogénio, B-GalNac-1,4-Gal

DAF (CD55), CD66e, colageno
tipo IV, integrina a8,

Reconhecimento celular

Células epiteliais da bexiga e dos
rins, eritrdcitos, mastacitos,
macréfagos, neutréfilos, matriz
extracelular, implantes

Células epiteliais dos rins,
eritrocitos

Células epiteliais da bexiga e dos
rins, eritrécitos, células endoteliais

Células epiteliais da bexiga e dos
rins, eritrécitos, neutrofilos,
compartimentos intersticiais dos
rins

Doengas associadas

Cistite, sepse, meningite

Pielonefrite

Infecgdes ascendentes, sepse,
meningite

Cistite, pielonefrite, diarréia, sepse
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De acordo com Trabulsi (2008), a contribuicdo de antigenos O especificos (e
possivelmente K e H) na viruléncia das UPECs ainda merece estudos, porém sabe-se que
amostras de E. coli que causam UTI diferem das amostras fecais pela expressdao de
determinados antigenos O:K:H. Pode-se afirmar ainda que os polissacarideos capsulares (K)
recobrem toda célula bacteriana interferindo com a deteccdo do antigeno O e protegendo-a
dos mecanismos de defesa do hospedeiro, estes antigenos capsulares bloqueiam a opsonizagao
da bactéria por interferirem com a deposi¢cdo do complemento, contribuindo para resisténcia
ao soro e impedindo a fagocitose bacteriana.

O fator necrotizante citotoxico (NTEC) esta associado com infeccBes extraintestinais
(septicemia e infeccdo do trato urinario) e enterites no homem e animais (SEARS; KAPER,
1996).

De acordo com Trabulsi (2008), a patogenia da UPECs ocorre a partir da migracdo da
E. coli dos intestinos para regides periuretrais. Elas entram pela uretra, sobem para bexiga e
aderem ao epitélio vesical através da fimbrias tipo | e P que reconhecem seus respectivos
receptores. Apds a adesdo, ocorre a invasao, multiplicacdo intracelular, apoptose e esfoliacéo
das células infectadas. Alguns estudos sugerem que algumas células ndo sofrem esfoliacéo,
permanecendo infectadas com as UPECs em estado de dorméncia. Estas células poderiam ser
causa de infecgdes recorrentes. A partir da bexiga a UPEC pode ganhar os ureteres e chegar
aos rins onde adere ao epitélio renal principalmente através da fimbria do tipo P. Segue-se a
adesdo, producdo de toxinas que lesam os glomérulos. Eventualmente, a UPEC pode
atravessar o epitélio e cair na corrente sanguinea. A reacao inflamatéria, freqlientemente
intensa, € mediada por citocinas, cuja producdo é induzida pelo antigeno O, Hemolisinas e
provavelmente por outros fatores de viruléncia. Baseado na seqiiéncia de promocdo e

ascendéncia da UPECs pode observar o0 mecanismo de patogenicidade da UPECs no trato
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urinério nos seus diversos estagios de ocorréncia que pode ser observado na Figura 1 abaixo.

Suprimento de
sangue

410. Formagdo de vactolos,
8. Inducédo pelatoxina Sat, nas células |
de citocinas epiteliais e danos
glomerulares ©

11. E. coli atravessa a barreira de H
células epiteliais tubulares e inicia
a bacteremia

9. Dano epitelial
provado pela
hemolisina

5. Influxo de
leucécitos
polimorfonucleados

Rins

7. Ligagdo da fimbria
P as células epiteliais
dos ttibulos renais

. 6.Ascensé&o de E.
\ ,  colipara os rins

células epiteliais |

I A -~ da bexiga
Ureteres' |
\ | Bexi ‘aJ | - ) 7
3.Invas&o; multiplicaggo - IR S 2. Aderéncia as
intracelular observada e = .2 células uroepiteliais
em algumas amostras SN O e através das. fimbrias
e == dotipo 1eP
i
Uretra | \
4

1. Infecgdio da drea periuretral
com E. coli uropatogénica de
origem intestinal. Ascensdo
para a bexiga

Figura 1. Patogénese da infeccdo do trato urindrio ocasionada por E. coli uropatogénica, onde s&o
ilustrados os diferentes estagios da infeccéo (adaptado de Kaper et al., 2004).

4.2.1.2 Patogenia da Klebsiella spp

Segundo Trabulsi (2005), o género Klebsiella faz parte da familia Enterobacteriaceae
e possui trés espécies, K. oxytoca e K. pneumoniae. A espécie mais isolada é K. pneumoniae.
E encontrada nas fezes de 30% dos individuos normais e, em menor freqiiéncia, na
nasofaringe. E uma bactéria com relevancia crescente nas infeccdes hospitalares e na
condicdo de patogéno oportunista, frequentemente causa infecgdes em pacientes
imunocomprometidos. Neste sentido, as populagdes de maior risco incluem o0s recém-
nascidos (RN), pacientes cirdrgicos, portadores de neoplasias e diabetes. J& a espécie K.
pneumoniae tem facilidade para colonizar as mucosas, infeccbes por esta espécie
comprometem principalmente, o trato urinario e o trato respiratério.

De acordo com Konemam (2008), as Klebsiellae tém tendéncia a abrigar plasmidios
de resisténcia a antibioticos; por conseguinte é possivel antecipar a ocorréncia de infeccbes
por cepas resistentes a multiplos antibidticos.
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A patogenicidade da Klebsiella spp. pode ser atribuida a producdo de enterotoxina
estdvel ao calor; a habilidade de metabolizar a lactose; a presenca de cépsula ou
lipopolissacarideo; a presenca de adesinas com ou sem fimbrias que favorece sua adesao as
mucosas, as celulas epiteliais do trato urogenital, respiratério e intestinal para produzir o
processo infeccioso e proteger a bactéria dos fatores bactericidas do soro acompanhado pela
inibicdo da ativagdo dos componentes do complemento. A maioria dos isolados clinicos de K.
pneumoniae é encapsulada e adere in vitro a células intestinais com padrdo agregativo.
Estudos observaram que K. pneumoniae produtoras de ESBL do tipo SHV-4, possuem
adesinas fimbriais do tipo KPF-28 (MADSON et al, 1994)

A habilidade das K. pneumoniae produtoras de ESBL de escapar da atividade
fagocitica dos polimorfonucleares neutréfilos pode ser responsavel pelo grande potencial
patogénico destas bactérias.(SAHLY et al, 2002).

4.2.2 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS)

Em 1983, um novo grupo de enzimas logo nomeadas de Beta-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) foi detectado em cepas de Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae na
Alemanha (KNOTHE et al., 1983).

Mais tarde, estas enzimas foram mapeadas e classificadas em dois grandes grupos, néo
relacionados entre si, embora algumas enzimas dos dois grupos ajam sobre o mesmo substrato
(antibiotico beta-lactamico), ligando-se a estes antibidticos em sitios completamente distintos.
Este grupo de enzimas foi primeiramente referido como resultado de genes presentes em
plasmideos, como o TEM-1, TEM-2 e SHV1, os quais sofreram mutacGes semelhantes,
resultando em substituicbes no aminoacido terminal e no sitio ativo destas enzimas. Estas
alteracdes (mutagdes) causam modificaces estruturais no sitio ativo, causando acréscimo de
sua acdo sobre as cefalosporinas. Como resultado, sua acdo ndo se restringe apenas as
penicilinas e cefalosporinas de primeira e segunda geracdo mas, também, sobre as oxiamino-
cefalosporinas (Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona) e monobactans (Aztreonam).
(STURENBURG e MACK, 2003).

As ESBLs estdo inseridas em dois principais esquemas de classificacdo das Beta-
lactamases: a classificagdo molecular de Ambler (1991) e a classificagdo funcional de Bush-
Jacoby-Medeiros. (Oliveira, C. F., 2009 apud BUSH, 1995). O esquema de Ambler divide as
Beta-lactamases em quatro classes maiores (A a D). A base de esquema de classificagéo

reside sobre a homologia protéica (similaridade de aminoacidos) e ndo nas caracteristicas
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fenotipicas. A classificacdo de Bush-Jacoby-Mederios usa as propriedades funcionais da
enzima mais a estrutura molecular e a sequéncia de nucleotideos dos genes para classificar as
Beta-lactamases em grupos funcionais. (Oliveira, 2009 apud BRAFORD,2001; BUSH,1995).

O termo ESBL provavelmente signifique que estes beta-Lactamases do grupo 2be
Bush-Jacoby, Medeiros e o grupo 2d compartilha a maioria das propriedades fundamentais
da grupo 2be enzimas. O 2be mostra designagédo de que essas enzimas séo derivadas do grupo
2b beta-lactamases (por exemplo, TEM-1, TEM-2, e SHV-1), e para o 2be denota que as beta-
lactamases tém um espectro alargado. Grupo 2b tem enzimas que hidrolisam penicilina e
ampicilina, e em uma menor intensidade carbenicilina ou cefalotina. (BUSH; JACOBY e
MEDEIROS, 1995).

TEM-1 é a beta-lactamase mediada por plasmideo mais comum dos bacilos gram-
negativos entéricos resistentes a ampicilina (por exemplo, E.coli), enquanto SHV-1 é
produzida pela vasta maioria de Klebsiela penumoniae. (Oliveira, C. F., 2009 apud
LIVERMORE, 1995).
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5 METODOLOGIA

5.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho apresenta estudo descritivo tipo série de casos, envolvendo
pacientes gravidas maiores de 18 anos com infeccdo urinéria referenciada ao laboratério com

diagnostico provavel de ITU no periodo de maio a agosto de 2012.

5.2 CARACTERIZACOES DA AMOSTRA

Participaram do presente estudo 50 de mulheres gravidas maiores de 18 anos, que
apresentaram sintomas com caracterizacdo clinica de ITU (infeccdo do trato urindrio),
referenciadas no ambulatério da Unidade Bésica Saide em Imperatriz-MA e que foram
atendidas pela equipe médica do ambulatério.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo abordados foram: mulher gravida em qualquer periodo
gestacional que apresente infeccdo do trato urindrio maiores de 18 anos, atendidas no
ambulatorio na Unidade Basica Saude de Imperatriz - MA, no periodo de maio a agosto de

2012, e que aceitaram participar da pesquisa ap0s a assinatura do TCLE.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Mulheres gestantes, maiores de 18 anos, cujos prontudrios estiverem incompletos, ndo

fornecendo dados para o preenchimento adequado da ficha-protocolo.
5.5 METODOS LABORATORIAIS
5.5.1 Urinocultura

e Técnica de coleta de urina (amostra bioldgica):

Foi colhido o jato medio apos a limpeza dos genitais externos com agua e sabdo neutro,

retirado o0 excesso de sabdo com gaze Umida, foi aberto o frasco com cuidado para ndo tocar
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o interior, desprezado o primeiro jato e coletado diretamente no frasco apropriado (estéril e de
boca larga) a por¢édo intermediéria. O armazenamento da amostra de urina foi em temperatura
ambiente até 2 horas ap0s a coleta e depois disto armazenadas sob 20° C. O seu transporte foi
realizado em caixas isotérmicas, com gelo reciclavel, mantendo temperatura entre 13° C e
23,5°C.

e Semeadura e Isolamento ( amostra biolégica):

Apb6s homogeneizagdo da amostra de urina colhida, foi feito a microscopia do material
através da realizacdo da coloragcdo de gram e posteriormente a isto o material foi semeado em
placa de agar MacConkey e agar Cled, com alca calibrada 0,001 (1:1000) pela técnica de
inoculacdo semiquantitativamente que constou inicialmente de uma estria central na
superficie do &gar, seguido de um estriamento perpendicular & estria inicial. As placas
semeadas foram incubadas por 18-24 horas a 35°C (+/- 2°), decorrido este tempo foi analisado
as caracteristicas das colénias no meio de cultura e feito a identificacdo através de provas
bioquimicas, utilizando os meios de TSI (Triple Sugar Iron) e a série bioquimica (glicose,
sacarose, lactose, motilidade, indol, Vermelho de Metila, Voges Proskauer, lisina, ornitina,
uréia, fenilalanina, H2S).

O nOmero de UFC/mL foi dado pela contagem das colbnias com as mesmas
caracteristicas na placa contendo o meio Agar Cled, multiplicado pelo fator de diluicdo
(1000).

As cepas bacterianas foram submetidas a prova de suscetibilidade antimicrobiana pelo
método da difusdo do disco, onde discos especiais de papel de filtro com concentracdo
padronizada dos antibidticos foram testados para o tipo de infeccdo que esta em avaliacdo
foram colocados sobre placa de agar Mueller- Hinton, previamente semeado com uma
suspensdo padronizada do microorganismo. Apo0s a inoculacdo as placas foram incubadas por
18 a 24h a temperatura de 37°C, o halo de inibicdo foi medido e interpretado como sensivel
ou resistente, de acordo com critérios estabelecidos no documento do NCCLS. Foi usado
como controle de cepas E.coli e K.pneumoniae .

Os microorganismos isolados foram transportados ao laboratério da Universidade

Federal do Para onde foram realizados os testes moleculares.

5.5.2 Caracterizacdo molecular das cepas bacterianas

Apos a identificacdo, as bactérias foram lavadas com solugdo salina fosfatada (PBS
2,5 mM NaH;PO,4. 7,4 mM Na;HPO,. 14,0 mM NacCl) por 3 vezes, sendo submetidas a
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centrifugacdo de 5.000 rpm por 10 minutos. Apos a ultima lavagem sera adicionado ao
sedimento solucdo de LISE (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 mM Tris, 1% SDS) e
adicionadas proteinase K (numa concentracdo final de 50 ug/mL), seguida de incubacdo a
42°C durante 2 horas.

EXTRACAO DE DNA

O DNA foi obtido por meio de extracdo utilizando o fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1), conforme Sambrook et al.(1989) e precipitado com 1/10 do seu volume
pela adicdo de solucdo de acetato de sodio 3M, pH 7,0 e 2 % volumes de etanol absoluto
gelado. O material foi mantido a -20°C por 8 horas ou mais, depois disto foi centrifugado a
10.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Todo o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento seco, depois suspenso em 30 uL de tampédo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH
8,0) e mantido a 4°C até o momento do uso. Um microlitro (1uL) da amostra foi utilizado em

cada reacao de PCR.

bla bla bla

5.5.3 Detecgdo dos genes ~“tem, ~“shv e ~“ctx-m1

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Cada reacdo de PCR foi preparada em um volume final de 25 uL contendo 2,5 U/uL
de Taq DNA polimerase (Invitrogen®, catalogo10966-030), 200 uM de cada dNTPs, 1,5 mM
de MgClI2, 50 mM de KCI, 100 mM de Tris-HCI, pH 8,5, com 50 ng dos oligonucleotideos
sintéticos (iniciadores) por reacdo e 1 uL de DNA extraido.

As reacdes em cadeia de polimerase foram realizadas em termociclador (Biocycler
MJ-96G) sendo submetidas a 94°C por cinco minutos para a desnaturacédo inicial, seguido de
35 ciclos nas seguintes condigcdes de temperatura e tempo para cada par de primers descritos

na tabela 01 e 72°C por 10 minutos para a extensao final.



QUADRO 03: Temperatura e tempo utilizados na PCR para os primers dos genes

Gene "*TEM

Gene "SHV

Gene "2CTX-M1

Desnaturacéo
Ligacédo

Extensédo

94°C/1 minuto

52°C/ 1 minuto

72°C/1 minuto

94°C/1 minuto

52°C/ 1 minuto

72°C/1 minuto

94°C/1 minuto

52°C/1 minuto

72°C/1 minuto

Fonte: Producéo pessoal
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O produto da PCR foi fracionado em eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5%
(CONDA®-catalogo8012) em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA). O
fragmento amplificado de DNA foi corado com brometo de etidio em concentracéo final de

0,5 ng/ml e as bandas visualizadas em transluminador de UV. As imagens foram capturadas

pelo fotodocumentador de géis (Vilber Loumart) para analises.

Os primers utilizados para amplificagdo foi dos genes que codificam B-lactamases,
“BTEM, que amplifica fragmento de 867pb, "®SHV que amplifica 930pb e "*CTX-M1 que
amplifica 544pb. Todos os marcadores foram produzidos pela Invitrogen® .

QUADRO 04: Primers usados para amplificar genes que codificam ESBL

Gene Sequéncia (5> — 3°) Referéncia
"*TEM ATAAAATTCTTGAAGACGAAA JAIN, 2008
GACAGT TACCAATGCTTAATCA
PESHV GGGTTATTCTTATTTGTCGC JAIN, 2008
TTAGCGTTGCCAGTCCTC
"RCTX-M1 TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA EDELSTEIN, 2003
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

Fonte: Producédo Pessoal
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6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina
Tropical da UFPA (Anexo A). Previamente, todos os que participaram do estudo foram
informado sobre a pesquisa, de maneira acessivel e esclarecidos da importancia do estudo,
sendo solicitada a permissao, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo B), autorizando sua participacao nesta pesquisa, possibilitando a coleta de

material bioldgico.

6.1 RISCOS E BENEFICIOS

A participacdo nesse estudo trouxe riscos minimos, referente a colheita da urina que
foi realizada pela propria paciente com orientacfes especificas sobre o procedimento,
seguindo todas as normas de biosseguranca. Foi mantido o sigilo em todos os procedimentos,

seguindo a ética profissional.
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7 RESULTADOS

Na Tabela 1 tras a caracterizacdo dos pacientes estudados, onde participaram deste
estudo 50 mulheres voluntérias gravidas maiores de 18 anos com provavel diagndéstico de ITU
(infeccdo do trato urinario). A média de idade destes pacientes foi de 21 anos, sendo 42% com
faixa etaria de 18 a 25 anos.

TABELA 1: Caracterizacdo dos pacientes estudados.

VARIAVEIS N (%)

Idade (anos)

18-25 21 (42)
26-35 15 (30)
36-45 7 (14)
Acima de 46 7 (14)
Naturalidade

Imperatriz 35 (70)
Outros municipios 15 (30)
Estado civil

Casada e Unido estavel 29 (58)
Solteira, divorciada e viluva 21 (42)

ITU(infeccdo do trato
urinario) durante a gravidez
e fora do periodo gravidico

Nenhuma

11TU 18 (36)

21TU 4 (8)

3I1TU 9 (18)

4 ou mais ITU 7 (14)

12 (24)

Uso de antibidticos sem

prescricdo médica

Sim

Nao 40 (80)
10 (20)

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre estas 50 voluntérias estudadas, 70% destas tem residéncia fixa em Imperatriz e

0s outros 30% s&o oriundos de outros municipios.
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Baseado nos dados coletados a partir da populacdo avaliada pode-se afirmar que 24%
(12) das voluntéarias avaliadas j& apresentaram ITU durante a gravidez e fora do estado
gravidico, sendo que estas notificaram que tiveram 4 ou mais ITU. Entretanto 36% (18) das
voluntérias informaram que nunca desenvolveram ITU.

Quanto ao uso de antibidticos sem prescricdo médica, 80% das entrevistadas
afirmaram fazer o uso de antibidticos sem prescricdo médica enquanto 20% das voluntarias
afirmaram néo ter esta conduta.

A identificacdo das cepas e antibiogramas analisados, representados no Quadro 5,
demonstram resultados diferenciados entre as cepas isoladas, onde as 12 amostras com
crescimento microbiolégico positivo, destas 11 foram positivas para Escherichia coli com
resultados do antibiograma apresentam significativa resisténcia para o antibiotico cefalotina
de 91,7% das cepas analisadas. Foi isolado 1 cepa de Klebsiella ssp ja para esta todos os
antibidticos testados apresentaram resisténcia, sendo esta a bactéria que mais encontrou-se o

perfil de resisténcia para os antibioticos analisados.

QUADRO 5: Caracterizacao do perfil microbioldgico e antibacteriano das cepas isoladas

Aigﬂieorltiig | AMP | CIP | COT | AMC | TET | AMI | CFL| GEN | CPM | CAZ | ATM | CLO | CRO | PEP | CEF | CFO IESSE%AA
P1 R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|RI|R NT|NT|NT E. coli
P2 R|R|NT|[R|R|R|R|R|R|R|RI[R NT|[NT| R Klebsiella ssp
P3 R|s|NT| s |s|s|RrR|s|s|s]|s]|s NT|NT| s E. coli
P4 s|s|s|s|RrR|s|RrR|s|s|s]|s|s|nNT|s]|RI|NT E. coli
P5 R|s|s|s|R|R|R|s|s|s]|s|s|NT|]s]|s]|[nNT E. coli
P6 R|s|NT|{NT|S|R|R|R|sS|s|R|R/|sS/|INT|NT E. coli
p7 R|RINT|R|R|[sSs|R|s|s|s|R|R/| s |NTINT|IR E. coli
P8 s INT|R| R |[s|s|RrR|s|s|RrR|s|NT|s|NT|]R|NT E. coli
P9 R|R|[R|s|R|R|R|R|INT|R|S|R/| s |NTINT|R E. coli
P10 R|s|s|RrR|R|s|R|R|s|s|s|RrR|NT|sSs]|s]|s E. coli
P11 R|s|R|R|R|R|R|R|NT| S| s | s |NT|NT|NT]| S E. coli
P12 RIR|RINT|RINT| S| s|s|s| s |RrR|NT|INT|R]| S E. coli

R= RESISTENTE; S=SENSIVEL; NT=NAO TESTADO
Das 50 amostras coletadas, 12 apresentaram crescimento microbiologico, sendo que
destas 91,7% (11) foram identificadas como Escherichia coli e 8,3% (Grafico 1) foi

identificada com Klebsiella ssp.
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GRAFICO 1: Perfil microbioldgico das cepas isoladas

100,00% -

91,7%

90,00% -
80,00% |
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% |
20,00% |

8,3%
10,00% =

0,00% -

E. coli Klebsiella sp

Fonte: Dados da pesquisa

Realizando a analise do perfil do antibiograma das amostras identificadas e isoladas,
representado no Quadro 6, foi possivel encontrar um perfil de resisténcia variado, sendo que o
antibidtico que mais apresentou o perfil de resisténcia entre as cepas isoladas foi a cefalotina
com 91,7%.

QUADRO 6: Perfil de resisténcia entre as cepas isoladas para os antibioticos analisados

- N° Total de I\.IO de .
ANTIBIOTICOS Resistentes | % Resistentes
Sl dos Isolados

AMPICILINA AMP 12 10 83,3%
CIPROFLOXACINO=CIP 12 5 41,7%
COTRIMOXAZOL = COT 12 5 41, 7%
AMPICILLNA + AC

CLAVULANICO= AMC 12 6 50,0%
TETRACICLINA =TET 12 9 75,0%
AMICACINA= AMI 12 5 41,7%
CEFALOTINA= CFL 12 11 91,7%
GENTAMICINA= GEN 12 6 50,0%
CEFEPIMA ->CPM 12 2 16,7%
CEFTADIZIMA = CAZ 12 4 33,3%
AZTREONAM =ATM 12 4 33,3%
CLORAFENICOL =CLO 12 7 58,3%
CEFTRIAXONA =CRO 12 3 25,0%
PEPIMEDICO= PEP 12 0 0,0%
CEFUROXIMA =CEF 12 3 25,0%
CEFOXITINA= CFO 12 3 25,0%

Fonte: Dados da pesquisa
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Pela andlise dos resultados da PCR das amostras isoladas, os trés genes Bla sy, Bla
TeEm e Bla crx-m. (Figura 2), ndo foram observadas nas amostras P9, P11 e P12. Nas demais
amostras estavam presentes um, dois ou os trés genes conforme pode ser observado no
Quadro 7.

QUADRO 7: Caracterizacdo dos genes, Blasuy, Blatem € Bla
ctx-m de resisténcia para as diferentes cepas isoladas.

Amostra Gene Bla sy Gene Gene Bla ctxm

P1 -
P2 +
P3 -
P4 -
P5 -
P6 -
P7 +

P8 -

P9 - - -
P10 -
P11 - - -
P12 - - -

+ |4+ +

+ |+
1

+
1

Fonte: Dados da pesquisa

« aprox.544 pb

FIGURA 2: Gene Bla CTX-M. Coluna 1: amostra P2; coluna 2: amostra P3; coluna3:
amostra P4; coluna 4: amostra: P6; coluna 5: Marcador de peso molecular de 100pb; coluna 6
e 7: controle positivo e coluna 8: controle negativo.
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8 DISCUSSAO

As ESBLs sdo as grandes causadoras de resisténcia para antibidticos beta-lactamicos
em especies da familia Enterobactereciae. (NOGUERA, et al, 2006).

A idade é um fator epidemioldgico relevante para o presente estudo, pois expde o
perfil etario do grupo avaliado e nos leva a visualizar de maneira significativa a faixa etéria
onde pode esta ocorrendo a gestacdo, que é um dos fatores significativos para o
desenvolvimento de infeccdo do trato urinario como afirma McDermott S. et al, 2000. No
presente estudo as mulheres avaliadas apresentam uma média de idade de 21 anos sendo que a
maioria encontrava-se na faixa etéria de 18 a 25 anos.

Quando se analisa o desenvolvimento de ITU durante a gravidez e fora do periodo
gravidico, pode-se observar no presente estudo que a maioria das pacientes ja apresentou ITU
em algum momento. Fator que ndo estd apenas condicionado a gravidez como também a
alteracbes anatdbmicas, ma higiene perineal. Entretanto a migracdo para uretra e bexiga é
desencadeada, principalmente, pela atividade sexual, pelo uso de contraceptivos com
espermicida, e pela alteracdo do pH vaginal, que pode ocorrer com alteracdo da flora pelo uso
de antibioticos e pelo hipoestrogenismo que, habitualmente, ocorre na menopausa.(GK,
1989).

Quanto as informacdes dadas sobre o uso de antibidticos sem prescricdo médica, 80%
das 50 pacientes avaliadas afirmaram fazer o uso de antibiGticos sem prescricdo médica.
Entende-se que 0 uso de antibidticos sem prescricdo médica levam ao desenvolvimento de
resisténcia a antibioticos em microorganismos. Concordando com os resultados de outros
trabalhos realizados nos estados brasileiros, pode-se observa que os pacientes que tem este
tipo de pratica geralmente apresentam microorganismos com um perfil de resisténcia variado,
e esta variacdo também se da de cidade para cidade para uma mesma espécie bacteriana.
(MOHAMMED, 2007)

Os estudos realizados sobre o perfil microbioldgico e antibacteriano das cepas
isoladas, poderam revelar que, das 12 amostras com crescimento microbiol6gico positivo, 11
foram positivas para Escherichia coli com o resultado do antibiograma apresentando uma
significativa resisténcia para o antibiotico cefalotina, onde 91,9% das cepas analisadas
apresentaram tal caracteristica. Na avaliacdo realizada por Tankhiwale et al (2003), tras
resultados semelhantes aos apresentados no presente estudo para a cepa de maior frequéncia

isolada para este tipo de infecgdo que é E. coli.
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Entretanto das doze amostras positivas para crescimento microbioldgico somente foi
encontrado uma cepa de Klebsiella ssp, esta cepa apresentou resisténcia a todos o0s
antibioticos testados. Resultado semelhante foi encontrado por Lal et al (2007), nos isolados
de Kebsiella ssp que também apresentaram multipla resisténcia no teste do antibiograma,
onde 86% dos isolados apresentaram esta maltipla resisténcia.

Todavia para a pesquisa molecular dos trés tipos de genes que hidrolisam antibiéticos:
Bla syv, Bla tem € Bla crx-m. entre as amostras isoladas, ocorreu uma diversidade expressiva.
Podemos observar que das 11 amostras com crescimento microbiolédgico para E. coli, 8 destas
amostras apresentaram um ou mais genes investigados com exececdo de 3 amostras ( P9, P11
e P12) que ndo apresentaram nenhum dos genes pesquisados.

Baseado nestes resultados acima, em comparacdo com 0s resultados apresentados no
quadro 3, onde se avalia o perfil do antibiograma destes isolados, pode-se justificar a
presenca da resisténcia expressiva nos resultados, visto que
cada gene desse esta relacionado com algum tipo de antibidtico ou grupo de antibiéticos.
Quase todos os pacientes de acordo com o Quadro 4, apresentaram resisténcia a cefalotina
(91,7%), quando comparamos com o Quadro 5, podemos perceber a presenca do gene Bla tem
em 59% dos pacientes, sabe-se que o gene Bla tem pode induzir a resisténcia a varios
antibioticos, sendo um deles a Cefalotina, o que justifica o achado.

Para as amostras (P9, P11 e P12) que ndo apresentaram nenhum tipo dos genes (Bla
snv, Bla tem € Bla crx-m) testados, podemos interpretar que possivelmente eles possuam a
presenca de devem possuir outro tipo de gene, visto que nos resultados do antibiograma dos
respectivos pacientes observou-se a resisténcia a um ou mais antibioticos testados.

Entretanto paciente P2, apresentou um resultado diferenciado, onde todos 0s genes
(Bla suv, Bla t1em € Bla crx-m) testados, foram positivados. Quando realizamos uma
comparacdo deste achado com o resultado do antibiograma, deste mesmo paciente, no
Quadro 3, podemos observar que 0 paciente apresenta resisténcia para todos os antibioticos
testados. A bactéria isolada deste paciente foi Klebsiella ssp, a qual possui um perfil de
resisténcia diferenciado das demais cepas isoladas. Lal et al, (2006), afirma em seus estudos
que a Klebsiella ssp em 86 % dos isolados sempre apresentam multipla resisténcia, tanto para
0s antibiogramas quanto para os testes moleculares, o que pode ser confirmado no presente
trabalho.
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9 CONCLUSAO

e Foi observada a presenca de bactérias produtoras de ESBL’s, circulando entre as
gestantes com ITU na cidade de Imperatriz- MA.

e Foram encontrados os trés tipos de genes (Bla suv, Bla tem € Bla ctx-m) nas amostras
analisadas.

e A E. coli foi a bactéria mais prevalente entre as amostras isoladas de pacientes com
ITU.

e Kilebsiella ssp isolada, apresentou um perfil de multirresisténcia aos antibidticos

testados.
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APENDICE A - QUESTIONARIO

1) QUAL A SUA IDADE?

A) Entre 18 e 25 anos B)Entre de 26 e 35 anos C) Entre 36 e 45 anos

D)Acima de 46 anos

2) QUANTAS GESTACOES VOCE JA TEVE?

A)l gestagdo B) 2 gestacOes C) 3 gestaces D)4 gestacbes ou mais

3)QUANTOS ABORTOS VOCE JA SOFREU?

A) laborto B) 2abortos C)3 abortos ou mais

4)VOCE JA TEVE INFECCAO URINARIA DURANTE A GRAVIDEZ?

A)SIM B)NAO

5VOCE JA TEVE INFECCAO URINARIA EM OUTRO MOMENTO FORA DA
GRAVIDEZ?

A)SIM B)NAO

6) QUANTAS INFECCOES URINARIAS VOCE JA TEVE DURANTE A GRAVIDEZ?
A)Nenhuma B)1ITU C)2ITU D) 3I1TU E) 4 ou mais ITU

7) QUANTAS INFECCOES URINARIAS VOCE JA TEVE DURANTE A FORA DA
GRAVIDEZ?

A)Nenhuma B)1ITU C)2ITU D) 3I1TU E) 4 ou mais ITU

8) VOCE TEM O HABITO DE TOMAR ANTIBIOTICO SEM PRESCRICAO MEDICA?

A)SIM B)NAO
9) HOJE VOCE ESTA INGERINDO ALGUM TIPO DE ANTIBIOTICO?
A)SIM B)NAO

10) TODA VEZ QUE VOCE SOFRE DE INFECCAO URINARIA VOCE TEM O HABITO
DE PROCURAR O MEDICO PARA UM DIAGNOSTICO MAIS PRECISO?

A)SIM B)NAO

11) QUANDO VOCE VAI AO MEDICO COM SUSPEITA DE ITU, ELE SEMPRE
SOLICITA CULTURA DE URINA?
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A)SIM B)NAO

12) QUANDO VOCE ESTA COM ITU E PROCURA O MEDICO, ELE TEM O HA

DE PRESCREVER O ANTIBIOTICO SEM UMA AVALIACAO LABORATORIAL?
A)SIM B)NAO

13) VOCE A TRATOU DE ITU E LOGO APOS O TRATAMENTO DURANTE A
MESMA GESTACAO VOCE TEVE OUTRA ITU?

A)SIM B)NAO

14) VOCE SABE SE POSSUI ALGUMA ALTERACAO ANATOMICA NO SEU TRATO
URINARIO?

A)SIM B)NAO

15) VOCE JA PASSOU POR ALGUM PROCEDIMENTO MEDICO QUE TEVE A
NECESSIDADE DO USO DE SONDA URETRAL?

A)SIM B)NAO

16) SE SIM, VOCE PERCEBEU QUE LOGO APOS O USO DA SONDA URETRAL
VOCE DESENVOLVEU ITU?

A)SIM B)NAO

17) VOCE JA FOI HOSPITALIZADA PARA TRATAR DE INFECCAO URINARIA,
DURANTE A GRAVIDEZ?

A)SIM B)NAO

18) VOCE JA FOI HOSPITALIZADA PARA TRATAR DE INFECCAO URINARIA FORA
DO PERIODO DA GRAVIDEZ?

A)SIM B)NAO
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ANEXO A - PARECER DE ETICA

ey
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N° 038/2011-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE E. coli e Klebsiella spp
PRODUTORAS DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO
ESTENDIDO ISOLADAS DE GESTANTES COM INFECCAO
DO TRATO URINARIO ATENDIDAS NA UNIDADE BASICA
DE SAUDE DOS TRES PODERES DE IMPERATRIZ-MA.

Pesquisador Responsavel: Adriana dos Santos Oliveira.
Instituicdo / Unidade: NMT- UFPA. *

Data de Entrada: 10.06.2011.

Data do Parecer: 28.06.2011.

o o W

PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo
em tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-
CNS/MS. Portanto, manifesta-se pela sua aprovagao.

Parecer: APROVADO.
Belém,27 de janeiro de 2012.

Prof®. Dro.4 elz\; Thais Fuzii
Coordenadora do CEP-NMT/UFPA.

Helien Thais Fuzii
Coordenadora do Comitd ge Etica
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Titulo do projeto de pesquisa: Caracterizagdo molecular de E. coli e Klebsiella spp produtoras de
beta-lactamases de espectro estendido isoladas de gestantes com infec¢do do trato urinario no hospital
publico de Imperatriz-Ma

Autora: Adriana dos Santos Oliveira

Orientadora: Dra. Edna Aoba Yassui Ishikawa

Instituicdo: Universidade Federal do Para

Telefone e endereco para contato: (099-96493516)- Rua Benedito Leite n?955, centro, Imperatriz- MA

Vocé esta sendo convidada para participar desta pesquisa (titulo acima) que tem como objetivo
identificar as bactérias que causam infeccdo do trato urinario e se elas sdo muito resistentes a alguns
antibioticos utilizados no tratamento dessas infeccoes

Pediremos 10ml de urina em frasco apropriado (estéril). Esta urina sera encaminhada ao laboratério
para realizagdo de testes para a confirmagdo do diagndstico de infecgdo urinaria, e depois saber que
bactéria esta causando a infeccéo.

Esta pesquisa oferece riscos minimos, pois pediremos para vocé trazer apenas uma amostra de urina,
que é um procedimento simples, mas que deve ser coletado conforme orientagdo correta de um
profissional da satide. Os seus dados serdo anotados de maneira cuidadosa, mantendo a sua identidade
em sigilo.

A pesquisa fornecera beneficios para vocé e também para os profissionais de salde, pois todos terdo
melhor conhecimento sobre as bactérias que podem causar infec¢do do trato urinério e a utilizagéo de
medicamentos corretos para o tratamento. VVocé tera liberdade para se retirar da pesquisa no momento
que desejar, sem ter nenhum prejuizo do acompanhamento médico, no Hospital Regional Materno
Infantil. VVocé também ndo terd gastos financeiros na participagdo desta pesquisa e também ndo
recebera pagamento por sua participacao.

Estaremos a disposicdo para qualquer esclarecimento.

DECLARACAO
Declaro que compreendi as informacdes que li ou que me explicaram sobre a pesquisa em
questdo, ficando claros para mim, os objetivos desta pesquisa e que minha participacdo nédo terd
despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, podendo retirar meu consentimento a
qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que possa ter adquirido ou no meu atendimento neste hospital.

Imperatriz de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de testemunha





