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Resumo

A Resisténcia Antimicrobiana (RAM) é um desafio global para a salde publica e a bactéria
comensal Escherichia coli (E. coli) € utilizada como microrganismo sentinela para a vigilancia
da RAM especialmente em ambientes como o trato intestinal. Embora a maioria das estirpes de
E. coli comensais sejam inofensivas, em casos de imunidade comprometida, elas podem causar
infeccOes e estdo entre 0s nove agentes patogénicos de maior preocupacdo em termos de
resisténcia aos antibidticos. O objectivo deste estudo é analisar o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de E. coli comensal isolada em amostras de fezes de individuos saudaveis em
Maputo. O estudo analisou 162 isolados de E. coli comensal obtidos no Biobanco do Laboratério
de Microbiologia da Faculdade de Medicina (FAMED) da UEM, obtidos de amostras de fezes de
individuos saudaveis em Maputo entre Novembro de 2023 e Junho de 2024. O Teste de
Susceptibilidade Antimicrobiana (TSA) foi realizado pelo método de disco-difusdo. Um total de
162 isolados de E. coli comensal foi testado e revelou uma prevaléncia elevada de resisténcia a
ampicilina (42,0%), sulfametoxazol-trimetoprima (41%), amoxicilina + acido clavulanico (33%),
tetraciclina (27%), amicacina (17%). A ciprofloxacina revelou-se intermediaria em 55% das
amostras. Os isolados de E. coli apresentaram sensibilidade para imipenem (99%), cefepima
(99%), meropenem (98%), piperacilina — tazobactam (98%) e ceftriaxona (94%). A prevaléncia
de MDR situou-se em 29%. Os carbapenémicos e as cefalosporinas mantem uma alta
sensibilidade contra os isolados de E. coli comensal analisados, o que é consistente com a sua
classificacdo como antibidticos de reserva. Estes dados sdo cruciais para orientar as politicas de

controlo e tratamento de infec¢cbes em Mocambique.

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

Maputo.
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1. Introducéo

Escherichia coli (E. coli) € um uma bactéria gram-negativa, anaerdbio facultativa, comensal, que
habita no intestino de humanos, animais, aves e existe também no ambiente (Nji et al., 2021;
Tawfick et al., 2022). E. coli é uma das bactérias comensais mais prevalentes que coloniza o
trato gastrointestinal de humanos e animais e sdo também conhecidos por ter uma relagéo
simbidtica com o seu hospedeiro, facilitando um estado equilibrado e mutuamente benéfico
(Yamba et al., 2024). A microbiota intestinal mantém a nutri¢do e a satde humana, auxiliando na
producdo de vitaminas, na digestdo de alimentos e proporcionando protecdo contra
microrganismos exogenos (Bailey et al., 2010).

A maioria das estirpes destas espécies sdo comensais inofensivas que vivem numa associacao
mutuamente benéfica com os seus hospedeiros e raramente causam doenca. No entanto, em caso
de imunidade do hospedeiro prejudicada ou de violacdo das barreiras gastrointestinais, a E. coli
comensal pode causar infecdes gastrointestinais e/ou do trato urinario do seu hospedeiro e esta
entre 0S nove agentes patogénicos de maior preocupacdo em termos de resisténcia aos
antibidticos (OMS, 2020).

A transferéncia horizontal de genes promoveu a difusdo de genes de resisténcia a antibidticos
entre esta espécie e outras comensais, particularmente em ambientes como o trato intestinal,
onde a diversidade de espécies e a densidade populacional bacteriana sdo elevadas. Portanto, E.
coli tem sido utilizado como microrganismo sentinela para a vigilancia da resisténcia

antimicrobiana (Ramos et al., 2020; Tawfick et al., 2022).

Resisténcia de E. coli comensal em individuos saudaveis foi demonstrado pela primeira vez ha
quase meio século (Bailey et al., 2010) e muitos estudos mais recentes tém destacado a elevada

ou crescente incidéncia de resisténcia aos antibioticos em comensais (Ramos et al., 2020).

Os programas de vigilancia da RAM realcaram a importancia de avaliar os padrdes de resisténcia
nas bactérias intestinais comensais para estimar as tendéncias da RAM nas comunidades
(Bombangi et al., 2022).

Estudos sobre a resisténcia de E. coli comensal em Mogambique sdo escassos, sendo necessaria a

vigilancia continua para a melhor orientacdo do tratamento antimicrobiano. O presente relatério



de estagio analisa o perfil de susceptibilidade de E. coli comensal isolado em amostra de fezes

em individuos saudaveis.



1.1 Problema

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa um dos desafios globais de saude mais
significativos deste século. As infecGes por bactérias multirresistentes a antibioticos tém
aumentado a um ritmo alarmante devido a ampla disseminacédo de determinantes de resisténcia a
antibidticos (Bailey et al., 2010).

A RAM ameaca a eficacia dos tratamentos médicos essenciais e corre o risco de reverter décadas

de progresso no controlo de doencas infeciosas.

A crescente prevaléncia de agentes patogénicos resistentes na regido reflete a adaptacdo
microbiana, bem como as desigualdades estruturais enraizadas relacionadas com o0 acesso a

salde, saneamento, governacdo e regulamentacdo farmacéutica (Adebsi et al., 2025).

A RAM afecta desproporcionalmente grupos como as pessoas que vivem com o HIV, as
comunidades deslocadas, os residentes rurais, 0s idosos e as criancas. Estas populacdes
enfrentam frequentemente barreiras estruturais ao diagnostico atempado, ao tratamento

antimicrobiano adequado e aos servigos de prevencéo de infecdes (Adebsi et al., 2025).

Com a escassez de dados sobre a vigilancia da resisténcia de E. coli comensal em Mogambique,
levanta-se a seguinte questdo: Qual é o perfil de sensibilidade de Escherichia coli comensal
isolado em fezes de individuos saudaveis na cidade de Maputo?



1.2 Justificativa

Devido as grandes repercussdes sociais da resisténcia a mdltiplos medicamentos e ao
desenvolvimento significativamente reduzido de medicamentos, é obrigatorio determinar os
microrganismos que necessitam de mais atencdo do que outros para o desenvolvimento de

medicamentos (Tacconelli et al., 2018).

A crescente resisténcia de bactérias e fungos aos antimicrobianos é um dos maiores desafios para
a saude global. Essa resisténcia compromete o tratamento eficaz de infec¢bes, aumenta a
mortalidade e os custos hospitalares, e impacta negativamente na qualidade de vida dos

pacientes.

A realizacdo deste estudo na FM da UEM permitira obter dados especificos sobre a situacéo
local, contribuindo para a criacdo de politicas de controlo de infecgdes mais eficientes e
personalizadas.



2. Objectivos
2.1 Objectivo geral

Analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de Escherichia coli comensal isolado em

amostras de fezes de individuos saudaveis na cidade de Maputo

2.2 Objectivo especifico
v'Identificar as estirpes de E. coli comensal;

v Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana aos isolados de E. coli comensal;

v Determinar a frequéncia de estirpes multidroga resistentes em isolados E. coli comensal.



3. Revisao bibliogréafica

3.1 Historial de Escherichia coli

Escherichia coli foi descoberta pelo médico pediatrico germanico Theodor Escherich em 1885
tendo sido atribuido o género Escherichia em sua homenagem. O epiteto especifico coli é devido
ao colon que é o habitat natural. A maioria das estirpes crescem inofensivas no trato

gastrointestinal de muitos animais homeotérmicos incluindo humanos (Maloy, 2011).

Actualmente, E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, classe Gammaproteobacteria e tem
sido uma das bactérias mais estudadas. Cresce numa temperatura entre 18 e 44°C sendo 37°C a

temperatura 6ptima (Tenaillon et al., 2016).
3.2 Caracteristicas microbioldgicas de Escherichia coli

E. coli tal como as outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, ndo formam esporos e podem
crescer rapidamente em meios nédo selectivos como agar sangue e o0s selectivos como Agar
MacConkey. Possui necessidades nutricionais simples, fermenta glicose, reduz nitrato, € catalase

positivo e oxidase negativo (Murray et al., 2022).

Em meio 4gar MacConkey, é fermentadora de lactose alterando a coloragcdo do meio para rosa ou
rosa avermelhado, embora algumas estirpes fermentem tardiamente a lactose, em meios sélidos
geralmente as unidades formadoras de colonias apresentam cerca de 1 a 3mm de didmetro com
aspecto rugoso ou liso e consisténcia ndo mucoide, entretanto algumas estirpes intermediarias
sdo mucoides. Os contornos das colonias lisas sdo regulares, convexas e brilhantes, enquanto as
colonias rugosas apresentam contornos irregulares e planos (Guastalli et al., 2018; Murray et al.,
2022)

3.3 Patogenicidade de Escherichia coli

A maioria das estirpes desta espécie enterobacteriana sdo comensais inofensivas que vive numa
associagdo mutuamente benéfica com os seus hospedeiros e raramente causam doenca. A E. coli
é, no entanto, uma espécie particularmente complexa, tendo-se diversificado em estirpes
patogénicas. Com base no tipo de fator de viruléncia presente e nos sintomas clinicos do
hospedeiro, as estirpes de E. coli sdo classificadas em patotipos de E. coli patogénica intestinal
zoondtica (IPEC) ou E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (Ramos et al., 2020).



Dentro do IPEC, os grupos de E. coli diarreogénica (DEC) incluem E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAQQEC), E. coli difusamente aderente (DAEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli
produtora de citotoxina Vero (VTEC) ou E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) (Ramos et al.,
2020; Singh et al., 2018).

O grupo EXPEC inclui E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli meningocécica neonatal (NMEC) e
E. coli patogénica aviaria (APEC), que estdo frequentemente associadas a infecdes hospitalares e
comunitarias (Eltai et al., 2020; Ramos et al., 2020).

As estirpes de E. coli podem ser divididas em comensais e patogénicas e apresentam variantes
fenotipica e geneticamente diversos. Tradicionalmente, podem ser classificadas baseando-se em
3 (trés) antigenos: somatico (O), capsular (K) e flagelar (H), igualmente podem ser classificado
em 7 (sete) grupos filogénicos distintos (A, B1, B2, C, E, F) e clado 1 de E. coli (Clermont et al.,
2013).

3.4 Epidemiologia

E. coli estd maioritariamente presente no trato gastrointestinal e € comumente causadora de
sepse, meningite neonatal, infec¢Bes do trato intestinal e gastroenterites, sendo a causa mais

importante de gastroenterites em paises em desenvolvimento (Murray et al., 2022).

E importante ressaltar que a capacidade de E. coli ser patogénica é associada ao facto de ser o
bacilo gram-negativo mais frequentemente isolado em pacientes com sepses ou responsavel por
mais de 80% de infec¢bes do trato urinario adquiridas na comunidade como as infecgdes
hospitalares. E. coli é ainda a causa mais comum de gastroenterites em paises em vias de
desenvolvimento. Sabe-se ainda que muitas infec¢des causadas por E. coli, tem causas
enddgenas, exceptuando as meningites e gastroenterites neonatais, visto que E. coli faz parte da
microbiota normal do individuo ou paciente (Murray et al., 2009). A colonizacéo por E. coli
comensal no trato gastrointestinal pode variar entre 0 a 100% dependendo do hospedeiro, sendo
que em humanos, a prevaléncia de E. coli comensal estd acima de 90%(Clermont et al., 2013;
Maloy, 2011).



3.5 Tendéncias da resisténcia antimicrobiana a Escherichia coli

A presenca de elementos genéticos moveis, como plasmideos, sequéncias de insercdo e
transpos@es, contribui para a plasticidade de E. coli. A transferéncia horizontal de genes
promoveu a difusdo de genes de resisténcia a antibidticos entre esta espécie e outros comensais
(Raimond et al., 2019), particularmente em ambientes como o trato intestinal, onde a diversidade
de espécies e a densidade populacional bacteriana sdo elevadas. Portanto, E.coli tem sido
utilizado como microrganismo sentinela para a vigilancia da resisténcia antimicrobiana,

especialmente no caso dos antibidticos p-lactamicos (Nyirabahizi et al., 2020).

As estirpes de E. coli resistentes aos antimicrobianos estdo amplamente distribuidas na Europa,
tanto em humanos como em animais. Conforme relatado no Relatorio Anual de 2018 da Rede
Europeia de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana (EARS-Net), mais de metade de E.coli
isolados na Europa foram resistentes apelo menos uma classe de antimicrobianos. A resisténcia a
aminopenicilina, seguida da resisténcia as fluoroquinolonas, cefalosporinas de terceira geracéo e
aminoglicosideos, foram os mais prevalentes (CDC, 2018). Além disso, a taxa de reducdo de E.
coli resistente aos antimicrobianosna Europa foi muito baixa ou inexistente entre 2015 e 2018,
com E. coli sendo o principal fardo da resisténcia antimicrobiana tanto no nimero de casos como
no namero de mortes (CDC, 2018; EFSA, 2019).

3.6 Sensibilidade aos antibidticos

Intrinsecamente E. coli é sensivel aos antibiéticos comumente usados (Poirel et al., 2018; CLSI,
2021), entretanto a exposicdo continua aos antibidticos causa a pressdo selectiva, tornando-lhe
resistente a antibiéticos consumidos pelo hospedeiro. Adicionalmente, os grupos filogenéticos
especificos de E. coli apresentam diferentes niveis de resisténcia aos antibioticos,
independentemente da aquisicdo da resisténcia, o que sugere que o histdrico genetico de E. coli

afecta a sua resisténcia aos antibidticos padrdo (Torres et al., 2020).

Ademais, genes que codificam para a resisténcia sdo frequentemente associados aos elementos
geneticos moveis, tais como: plasmideos e transposons, podendo ser transferidos entre bactérias

de diferentes linhagens filogenéticas. VVarios estudos tém reportado estirpes de E. coli



multirresistente, tanto nos isolados no meio ambiente e em animais homeotérmicos. Este

fendmeno representa um possivel risco a satde publica (Sartorius et al., 2024).

3.7 Mecanismos de accao dos antibioticos

Os mecanismos de acc¢do dos antibidticos sdo diversos, entretanto existem cinco (5) mecanismos
mais comuns que representam os principais sitios alvo da acc¢do antibacteriana. Os antibioticos
podem actuar na sintese da parede celular, sintese proteica, sintese de &cidos nucleicos, vias
metabolicas e na fungdo da membrana celular (Babakhani & Oloomi, 2018).

3.7.1 Inibidores da sintese da parede celular

Um dos mecanismos de ac¢cdo dos antibidticos € a interferéncia na sintese da parede celular
bacteriana, actuando sobre o peptidoglicano causando a lise celular e consequente morte da
célula. As classes envolvidas nesse mecanismo sdo as penicilinas, cefalosporinas e

carbapenémicos (Cassini et al., 2019; Murray et al., 2022).

3.7.2 Inibidores da sintese de proteinas

Este mecanismo esta envolvido na inibigdo da sintese proteica interferindo na traducéo do
ARNmM (Murray et al., 2022). As classes envolvidas sdo os aminoglicosideos, tetraciclinas e
macrolideos. Os aminoglicosideos influenciam a producéo prematura da cadeia peptidica a partir
da subunidade 30S do ribossoma. As tetraciclinas previnem o alongamento do polipeptideo na
subunidade 30S do ribossoma, enquanto os macrolideos evitam o alongamento do polipeptideo
na subunidade 50S do ribossoma (Cassini et al., 2019).

3.7.3 Inibidores da sintese de acidos nucleicos

Compreende aos antibidticos que interferem na sintese dos acidos nucleicos, com as quinolonas
actuando na actividade de ADN girase e topoisomerase nas bactérias, onde se ligam a
subunidade alfa («) de ADN girase(Cassini et al., 2019; Murray et al., 2022).



3.7.4 Inibidores das vias metabolicas

Este mecanismo actua inibindo as vias metabdlicas das bactérias, que sdo produtoras dos
precursores para a sintese dos acidos nucleicos. As sulfonamidas e trimetoprima actuam inibindo

a dihidropteroatosintase e interrompe a sintese do acido folico (Murray et al., 2022).
3.8 Mecanismos de Resisténcia a Antibidticos

A resisténcia a antibioticos surge quando bactérias apresentam ou desenvolvem habilidades para
neutralizar os efeitos desses medicamentos, podendo manifestar-se de trés formas: intrinseca,
adquirida e adaptativa (Christaki et al., 2020; Lee, 2019). A eficacia intrinseca de um antibidtico
depende de fatores como a especificidade do farmaco em relacdo ao sitio de acao, a quantidade
de estruturas celulares que precisam ser blogueadas e a presenca de compostos adjacentes ao

alvo que podem interferir na atividade terapéutica (Lee, 2019).
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4. Local de estagio

4.1 Descricdo da unidade de estagio

O estagio foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina (FAMED) da
UEM, localizada na cidade de Maputo, distrito municipal KaMpfumo, e cita entre as avenidas

Eduardo Mondlane, Salvador Allende, Agostinho Neto e Tomas Nduda.
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Figural:Mapa de localiza¢do da FM-UEM na Cidade de Maputo, distrito municipal Kampfumu
Fonte: ArcGis, 2023, versdo 10.4.

4.1.1 Breve Historial do Laboratério de Microbiologia da FAMED-UEM.

A FAMED foi fundada em 1963 e é a mais antiga e prestigiada faculdade de medicina de
Mocambique. A faculdade tem desempenhado um papel fundamental na formacgédo de
profissionais de saude no pais, tendo formado milhares de médicos que actuam em diversas areas

da medicina.

O Laboratorio de Microbiologia (LM) da FAMED é um sector crucial para o ensino, pesquisa e

diagndstico de doencas infecciosas em Mogambique.
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4.1.2 Fung0es

Ensino: O laboratério oferece suporte pratico para o ensino de microbiologia aos estudantes de
medicina, e areas afins, permitindo que eles aprendam técnicas de identificacdo de
microrganismos, diagndstico de doencas infecciosas e interpretacdo de resultados de exames

laboratoriais.

Pesquisa: O laboratorio desenvolve pesquisas cientificas na area de microbiologia, a destacar, o
estudo de resisténcias antimicrobianas, infec¢des fangicas e virais, contribuindo com evidencias

cientificas para o conhecimento e prevencao de doengas infecciosas em Mogambique.

Diagnostico: O laboratério realiza diversos exames microbiolégicos para auxiliar no diagnostico
de doencas infecciosas, identificando os agentes causadores de infeccdes e determinando a

sensibilidade aos antibi6ticos, o que é fundamental para o tratamento adequado dos pacientes.
4.1.3 Sectores

O Laboratério de Microbiologia, esta dividido em 4 sectores: sector de Bacteriologia,
Sorologia, Micologia, laboratério de aguas e sector de Biologia Molecular. Comporta ainda a
sala escura de imunofluorescéncia, sala de frio, sala de preparacdo de meios, sala de lavagem e

esterilizacdo de material.

O sector de Bacteriologia é especializado em identificar bactérias em amostras clinicas. Essas
amostras podem incluir urina, sangue, fezes, secrecdes e tecidos. O objectivo principal deste
sector é a investigacdo de RAM, entretanto, presta apoio a diversas unidades de salde em

exames clinicos como meios auxiliares de diagnostico e orientacdo de tratamentos.

O sector de Sorologia é responsavel por investigacdo na area de diagnostico imunoenzimatico,
especialmente para os diagnostico de microrganismos ndo cultivaveis, a partir de amostras de

sangue humano.

O sector de micologia faz a investigacdo em infecces fungicas, e auxilia no diagnostico de

infecOes fungicas em amostras clinicas e orientar o tratamento adequado, ao HCM.

Laboratério de Biologia Molecular, dedicado a andlise do DNA, Extracdo, purificacdo e
manipulacdo do DNA para confirmagdo de especies, identificacdo de genes de resisténcia,

variagdes genéticas, e outras informacdes importantes através da pesquisa.
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Na sala de frio faz-se a conservacdo de amostras e reagentes, em congeladores funcionando em
diferentes temperaturas, comegando de -80°C até 2-8°C.

Na sala de lavagem, faz-se a lavagem dos diversos materiais, e a sua desinfec¢éo e esterilizacao,
pois encontram-se na mesma sala materiais de limpeza e equipamentos de desinfecgéo (estufa), e

de esterilizagdo (autoclave). Segue abaixo 0 organograma do Laboratorio de Microbiologia.
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Figura 2: Organograma do Departamento de Microbiologia, FAMED, UEM
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4.2 Programa de estagio

a) Actividades diarias

1.

Laboratdrio de bacteriologia

v" Acompanhar e auxiliar no isolamento e identificacdo de bactérias patogénicas em
amostras que d&o entrada no laboratorio, vindas de diferentes unidades sanitéarias.

v' Acompanhar a auxiliar no processamento de amostras colhidas no ambito de

pesquisas cientificas;

Laboratério de Serologia
v" Acompanhar e auxiliar na realizacdo de testes para deteccdo de antigenos ou
anticorpos de microrganismos patogénicos ndo cultivaveis com finalidades

académicas cientificas;

Laboratorio de Micologia
v Auxiliar na colheita, recepcdo e processamento de amostras de lavado bronco-
alveolar. LCR provenientes do HCM, e raspados de pele, unhas e cabelos com

finalidade de diagndstico de infec¢des fungicas;

Laboratério de Biologia Molecular
v' Acompanhar e auxiliar na caracterizacdo molecular de microrganismos ndo
cultivaveis, ou de crescimento lento e pela deteccdo de genes de resisténcia,

viruléncia e outros marcadores moleculares de importancia clinica.

b) Actividades Semanais

v" Acompanhar e auxiliar nas actividades de rotina, limpeza e descontaminacéo de

bancadas e equipamentos, processamento de amostras e emissao de resultados;

c) Actividades Mensais

v" Acompanhar e auxiliar nas actividades de rotina, limpeza e descontaminacdo de

bancadas e equipamentos, processamento de amostras e emissao de resultados;
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Apoio Concedido

Os técnicos e funcionarios mostraram-se disponiveis, dedicando o seu tempo, paciéncia e
motivacdo durante a realizagdo do estdgio, no esclarecimento de duvida e por terem-me

enquadrado em todas actividades da instituicdo como membro da equipe do laboratdrio.

Oportunidade de estagio e conciliagdo de conhecimento teorico e pratico adquirido durante a

formacéo

5. Metodologia

5.1 Amostragem

Os isolados de E. coli foram obtidos do Banco de amostras bioldgicas do laboratério de
microbiologia da FAMED. A E. coli foi isolada em amostras de fezes de individuos saudaveis
que buscavam servicos no Centro de Exames Médicos de Maputo (CEM), que é uma instituicdo
que realiza exames médicos ocupacionais, para emissdo de certificados de salde. Parte dos
exames solicitados no CEM séo realizados na Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade
Eduardo Mondlane (UEM), Laboratério de Microbiologia/Departamento Académico de
Microbiologia. Estes isolados foram obtidos entre Novembro de 2023 a Junho de 2024 e

conservados em leite desnatado (Skim milk), congelados a uma temperatura de -80°C.
5.2 Material

Os materiais necessarios foram fornecidos pelo Laborat6rio de Microbiologia do DM-FM.

Equipamentos Instrumentos Reagentes
> Geleira 2° C — 8°C; » Ansas bacterildgicas. » Testes bioquimicos
» Incubadora (O.); > EPI, (galerias e reagentes de
> \ortex; » Tubos de ensaio; API 20E);
» Densitometro MacFarland; > Pipetas de Pasteur; » Discos de antibidticos;
> Bico de Bunsen; > Placas de petri; » Agar MacConkey;
» Congelador -86°C. » Pingas e Ansas » Agar Mueller-Hinton;
» Bloco de notas » Soro fisioldgico.
» Marcadores
> Zaragatoas estéreis;
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5.3 Cultura bacteriana em meios sélidos

< S X

<X

N N N N SR NN

Usar o Equipamento de Protecdo Individual (EPI)

Acender o bico de Bunsen ou lamparina;

Trabalhar proximo a chama para criar uma zona estéril;

Etiquetar a parte inferior da placa (fundo), com: nome da amostra, data, tipo de meio e

iniciais/codigo do paciente;

Flambar a ansa de platina na chama até ficar incandescente;

Deixar esfriar por alguns segundos antes de tocar na amostra (para ndo matar 0s

microrganismos);

Abrir o tubo com a amostra e flambar as bordas;

Com uma ansa estéril, retirar uma pequena porcao da suspensao bacteriana

Abrir levemente a tampa da placa de Petri (sem remover completamente);

Fazer estrias no primeiro quadrante da placa (movimentos em ziguezague);

Esterilizar a ansa novamente;

A partir do final do 1° quadrante, estrie 0 2° quadrante;

Repetir o processo para o 3° e 4° quadrantes (Isso permite que as bactérias se separem

gradualmente, formando col6nias isoladas);

Inverter a placa de Petri (4gar para cima, tampa para baixo); incubar na estufa a 35-37 °C

por 18-24 horas(condi¢cdo padrao);

Apds o periodo de incubacdo, retirar as placas para analisar:

e A existéncia do crescimento bacteriano;

e Observar a morfologia das coldnias (forma, cor, bordas, elevacdo, superficie, brilho,
consisténcia.)

e Fermentacdo ou ndo da Lactose (+/-) na placa de agar MacConkey.

5.4 Teste de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de Escherichia coli

O Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (TSA) foi realizado através do método de disco

difuséo descrito por Kirby e Bauer. Os Isolados de E. coli, comensal, foram obtidos do Biobanco

do laboratorio de microbiologia da FAMED, conservados a -80°C em meio skim milk. Foram

subcultivados em Agar MacConkey para obter-se coldnias frescas.
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Preparou-se um inoculo transferindo-se 1 a 3 colonias para soro fisiologico, foi homogeneizado
até resultar numa suspensdo com turvacao 0,5 da escala de McFarland. Uma zaragatoa estéril foi
saturada na suspensdo e depois inoculado por toda a superficie do meio Agar Mieller Hinton
(MHA) em placa de Petri de 90mm de didmetro. Os discos de antibidticos foram distribuidos

uniformemente sobre a superficie do meio de cultura (Tortora et al., 2017).

O TSA foi feito para avaliar a susceptibilidade de isolados de E. coli comensal a 13 antibidticos,
nomeadamente: Amoxicilina — Acido Clavulanico (30 pg), Piperacilina — Tazobactam (110 pg),
Ampicilina (10 pg), Ceftazidima (30 pg), Cefepima (30 pg), Ceftriaxona (30 pg), Imipenem (10
ng), Amicacina (30 pg), Gentamicina (10 pg), Sulfametoxazol — trimetoprima (25 ug),
Ciprofloxacina (5 pg), Tetraciclina (30 pg) e Meropenem (10 ug)(CLSI, 2024).

As placas foram incubadas a 37° C por 24h. A interpretacdo dos resultados dos antibiogramas foi

realizada medindo o didmetro do halo de inibi¢éo do crescimento do microrganismo.

5.4.1 Interpretacdo dos resultados de teste de susceptibilidade antimicrobiana
O perfil de sensibilidade foi interpretado e categorizado em:

v Sensivel — quando ndo ha crescimento do microrganismo proximo ao disco de
antibidtico, apresentando sensibilidade ao antibi6tico;

v Intermediario — quando o halo de inibicdo esta entre a medida de resisténcia e de
sensibilidade ao antibidtico, exceptuando o Cefepima;

v Resistente — quando ha crescimento do microrganismo proximo ao disco de antibiético,

apresentando resisténcia e comprometendo a eficacia do antibidtico.

As concentragdes dos antibioticos bem como o critério de interpretacdo seguiram as

recomendac0es da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024).
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6. Resultados

6.1. Identificacéo de estirpes Escherichia coli comensal

A identificacdo de estirpes de E. coli comensal, consistiu no subcultivo dos isolados guardados

em skim milk a -80°, em agar MacConkey (MCA) e incubadas na estufa a 37°C durante 18 a 24

horas. As placas com coldnias de cor rosa avermelhada, textura lisa e contornos circulares foram

consideradas sugestivas a E. coli comensal e confirmadas através do método bioquimico padréo

API 20E (Procop et al., 2018). Foram identificados um total de 162 isolados de E. coli.

6.2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de Escherichia coli

Um total de 162 isolados de E. coli comensal foram submetidos ao TSA que revelou uma

resisténcia elevada para ampicilina, sulfametoxazole-trimetoprima, Amoxicilina + Acido

Clavulanato, Tetraciclina. Antibidticos como Imepenem, Cefepime, Meropenem, Piperaciclina —

Tazobactam e Ceftriaxona mostraram-se altamente eficazes. Como se pode verificar no grafico

abaixo (Figura 3).

Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli comensal
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Figura 3. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli comensal isolado de fezes de
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6.3. Frequéncia de estirpes multidroga resistentes em isolados Escherichia coli comensal

A frequéncia de estirpes de E. coli multidroga-resistente foi de 29%. O MDR foi considerado

para as estirpes resistentes a pelo menos um antibiotico de trés ou mais classes distintas.

7. Discusséo
7.1. Identificacio de Escherichia coli

Os isolados de E. coli conservados em meio skim milk a -80°C foram subcultivados em agar
MacConkey (MAC), incubadas em condigdes de aerobiose a 37°C durante 18 a 24 horas (Procop
et al., 2018). De um total de 162 amostras testadas a positividade para E. coli foi de 100%
(162/162). Os dados deste estudo estdo proximos dos dados encontrados pelo Yamba et al.,
(2024) que reportou 94% (272/290) de prevaléncia de E. coli num estudo em que avaliou 0s
padrbes de prescri¢do de antibidticos em unidades de cuidados de saude primarios e os perfis de
RAM de E. coli e de enterococos comensais isolados de gravidas e criangas com menos de 5
anos de idade, nos distritos de Lusaka e Ndola na Zambia. Ainda na Zambia, Bumbagi et al.,
(2022), enquanto explorava a ocorréncia, dos padrdes e dos possiveis factores determinantes da
resisténcia antimicrobiana em E. coli isolada de criangas com menos de cinco anos na Zambia,
obteve 100% (1020/1020) de prevaléncia de E. coli. Importa referir que 565 eram criangas com

diarreia e 455 saudaveis.

Singh et al., (2018) na india enquanto estudava a prevaléncia de resisténcia a antibiéticos em E.
coli comensal presente em adultos e identificar varios fatores demogréaficos associados a sua
colonizacdo ou disseminacgdo, reportou 100% (550/550) de colonizagdo por E. coli comensal.
Enquanto Tawfick et al., (2022) reportou 77,8% (56/72) de prevaléncia de E. coli comensal, num
estudo que teve como objetivo rastrear isolados de E. coli comensal intestinal de individuos
adultos saudaveis quanto a suscetibilidade antimicrobiana e genes codificadores de resisténcia
antimicrobiana mediada por plasmideos, em Cairo, Egipto. Embora com pequenas varia¢oes
estes dados mostram a tendéncia de que a colonizacdo por E. coli comensal em humanos esta
acima de 90% (Ramos et al., 2020).
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7.2. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana aos isolados de Escherichia coli comensal

Os resultados do presente estudo mostram uma elevada taxa de resisténcia de E. coli para a
classe das penicilinas de uso comum tais como ampicilina (42%), amoxicilina-clavulanato
(33,5%) e mantem uma alta sensibilidade para a piperaciclina-tazobactam (98,2%). Estas taxas
de resisténcia, embora altas, sdo inferiores aos resultados relatados em muitos estudos de
comunidades em paises de baixo e médio rendimento (LMICs—LowandMiddle-Income
Countries) (Nji et al., 2021).

Numa revisao sistematica realizada por Nji et al., (2021), sobre alta prevaléncia de RAM em E.
coli comensal em individuos saudaveis, que incluiu 33 artigos dos quais 10 de paises africanos,
foi reportada 72% de estirpes resistentes para ampicilina. A mesma tendéncia é relatada por
Tawfick et al., (2022) no Egipto, num estudo em que rastreou E. coli comensal intestinal para
susceptibilidade antimicrobiana e deteccdo de genes de resisténcia, obteve 75% de resisténcia
para ampicilina, 66% de resisténcia para amoxicilina-clavulanico. Uma resisténcia de E. coli
comensal a ampicilina (73%) e piperaciclina-tazobactam (1%) é reportada no estudo de Yamba
et al., (2024), na Zambia, que avaliou os padrdes de prescricdes de antibidticos e os perfis de

RAM de E. coli e enterococos.

Na Republica Centro Africana (Congo), estudando a RAM em E. coli em estudantes congoleses,
reportou-se uma resisténcia de 51% para piperaciclina-tazobactam (Mapanguy et al., 2021); e
Bumbagi et al., (2022) em Lusakae Ndola na Zambia, estudando E. coli comensal em criangas de
menos de 5 anos de idade, reporta uma resisténcia a Ampicilina de 78%. A diferenca entre estas
taxas, podem ser atribuida ao facto destes estudos terem sido realizados, em paises diferentes,
momentos e faixas etarias diferentes e provavelmente com tamanho da amostra também
diferentes. Porém, os estudos aqui mencionados tem uma semelhanca, que é o facto de terem

estudado E. coli em individuos saudaveis.

Quanto as sulfonamidas, neste estudo registamos uma resisténcia de 40,7% para cotrimoxazol,
gue € uma taxa preocupante por este também ser um antibiotico de uso comum e muitas vezes de
primeira escolha para tratamento de infec¢des do trato urinario, gastroenterites e até otite-media
(Ramos et al., 2020).
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Na revisdo sistematica de Nji, et al., (2021), reportou-se 63% de resisténcia para cotrimoxazol.
Num estudo realizado por Chirindza et al., (2018), sobre colonizacdo fecal por E. coli e
Klebsiella, reporta uma resisténcia de E. coli de 70% para cotrimoxazol. Adicionalmente, uma
resisténcia de 76% ¢é reportada por Yamba et al., (2024) na Z&mbia. Enquanto Bumbangi et al.,
(2022) em Lusaka na Zambia em criancas de menos de 5 anos de idade, reporta uma resisténcia

de 70,4% para 0 mesmo antibidtico.

Na classe dos aminoglicosideos registamos uma resisténcia de 16,7% para Amikacina e 5,6%
para Gentamicina. Estes dados coroboram com Yamba et al., (2024) na Zambia que reporta 10%
de resisténcia para Amikacina e 8% para Gentamicina. Mas o Mapanguy et al., ndo reporta

nenhuma resisténcia para gentamicina, contra os 5,6% verificados neste estudo.

Tawfick et al., (2022), no Egipto reporta uma taxa de resisténcia a Gentamicia de 42.9% e
Amikacina de 32,1%. Enquanto em Lusaka, Bumbangi et al., (2022) reporta 20% de resisténcia a

gentamicina.

Na classe das cefalosporinas registamos altas taxas de sensibilidade, sendo 80,3% para
Ceftazidima, 94,4% para Ceftriaxona e 98,8% para Cefepime. Estes dados ndo corroboram com
Chirindza et al., (2021) que reportou resisténcia de 63% para Ceftazidima e Mapanguyet al.
(2021) reporta 65% de resisténcia para Ceftazidima. As taxas ainda mais altas sao reportadas por

Tawfick et al., (2022) com uma resisténcia para ceftazidima (71.4%) e ceftriaxona (73,2%).

Os carbapenémicos (meropenem e imipenem), mostraram se eficazes contra as estirpes de E. coli
comensal com ao apresentar uma susceptibilidade de 98,2% e 99,4% respectivamente. Estes
dados coincidem com os achados de Yamba et al., (2024), que reporta 1% de resisténcia a
imipenem, na Zambia. Em Congo, Mapanguy et al., (2021), igualmente ndo reporta nenhuma
resisténcia ao Imepenem e Meropenem. Esta tendéncia pode ser justificada porque, no nosso
Pais, tal como evidenciado nos artigos comparados, estes medicamentos sdo opgdes para casos
de infecgbes invasivas e/ou para tratamento de MDR, para além de serem de reserva e
exclusivamente injectaveis. Apesar disso, Bumbagi et al., (2022) reporta uma resisténcia de 62%

para Imepenem em Lusaka, dado que contrasta desta forma com os resultados deste estudo.

Relativamente as fluoroquinolonas, os resultados deste estudo evidenciaram uma baixa taxa de

resisténcia (4,9%) para a ciprofloxacina, acompanhada por um alto indice de sensibilidade
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intermediaria (55%). Em termos comparativos, Mupanguy et al., (2021) reportaram, no Congo,
uma resisténcia de 4% para a ciprofloxacina, enquanto Yamba et al. (2024) registaram, na
Zambia, uma taxa de 12%. Este elevado indice de sensibilidade intermediaria pode ser um
indicador de intensa pressdo seletiva sobre as fluoroquinolonas, o que podera sugerir um uso
indiscriminado do antibidtico, seja por automedicacdo, seja por prescricdo empirica, dada a sua

ampla utilizacdo no tratamento de infe¢des respiratorias e urinarias em Mocambique.

Tawfick et al. (2022) reportam uma resisténcia a ciprofloxacina de 62,5%, uma taxa
significativamente superior a verificada neste estudo. As diferencas observadas nestes dados
podem ser atribuidas ao facto de os estudos terem sido realizados em paises diferentes, bem
como a disparidade no acesso aos antibioticos nessas regides.

A tetraciclina apresentou uma resisténcia de 27,2% neste estudo, enquanto Nji et al., (2021)
reportam uma resisténcia de 67%. Uma resisténcia elevada é igualmente reportada por Chirindza
et al. (2018), com uma taxa de 70%. Adicionalmente, Yamba et al. (2024) também registaram

uma taxa de resisténcia de 64% na Zambia.

No Egipto, Tawfick et al. (2022) reportam uma taxa de 55,4% de resisténcia a tetraciclina. De
forma similar, Bumbangi et al. (2022), em Lusaka, na Zambia, reportam uma resisténcia de

62,8% ao mesmo antibidtico em criangas com menos de 5 anos de idade.

A andlise da susceptibilidade aos antibidticos no presente estudo revelou uma taxa de resisténcia
relativamente baixa para a Ciprofloxacina e a Tetraciclina quando comparada com as elevadas
taxas reportadas na literatura regional, como as de Tawfick et al. (2022) e Nji et al. (2021). No
entanto, a alta prevaléncia de susceptibilidade intermediaria (55% para Ciprofloxacina) é um
achado critico que ndo deve ser negligenciado. Este resultado sugere que as fluoroquinolonas,
embora actualmente ainda eficazes, j& se encontram sob intensa pressao seletiva no contexto
mocambicano, possivelmente devido ao uso indiscriminado por automedica¢do ou prescri¢cdo
empirica. Torna-se imperativo, portanto, que as autoridades de saude implementem medidas
rigorosas de vigilancia antimicrobiana e promovam o uso racional destes farmacos para mitigar o
risco de transicdo rapida para a resisténcia total, garantindo a preservacdo destas opcoes

terapéuticas essenciais.
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7.3. Frequéncia de estirpes multidroga resistentes de Escherichia coli comensal

Neste trabalho, 68% (110/162) de isolados de E. coli comensal foi resistente a pelo menos um
antibidtico testado. Uma taxa acima da encontrada por Mapanguy et al., (2021), estudando RAM
nos estudantes em Congo, reportou uma prevaléncia 51% de isolados resistente a pelo menos um
antibiotico. A diferenca nas taxas reportadas pode associar-se a espacgos geograficos bem
destintos onde os estudos foram realizados, a diferenca do tamanho da amostra e &s politicas

publicas de acesso aos antibioticos de cada pais.

Ainda neste estudo, 29% (47/162) foi multidroga resistente, revelando um perfil MDR bastante

preocupante, principalmente por se tratar de individuos saudaveis.

Na Zambia, em um estudo onde se explorou a ocorréncia e os padres de E. coli resistente a
antimicrobianos isolados de criangas com menos de cinco anos, reportou 82,2% (845/1020) de
MDR (Bumbagi et al., 2022). Outro estudo realizado na Zambia por Yamba et al., (2024) que
avaliou os padrdes de prescricGes de antibioticos e os perfis de RAM de E. coli e enterococos
comensais isolados de mulheres gravidas saudaveis e criancas até 5 anos de idade também

saudaveis, encontrou uma multidroga resisténcia de 75% para os isolados de E. coli comensal.

Esta tendéncia foi também observada por Tawfick et al., (2022) no Egipto, enquanto estudava a
RAM em adultos saudaveis, reportou MDR para 64,3% dos isolados. Singh et al., (2018)
estudou a prevaléncia de RAM para E coli comensal em criancas no Nordeste da india e obteve
41% de MDR.

Estes estudos usaram metodologias similares, diferem-se na idade dos participantes porque
alguns trabalharam somente com criangas, outros com criangas e adultos e outros apenas com
adultos. A grande semelhanca é o facto de todos trabalharem com E. coli comensal. Todos 0s
estudos aqui trazidos revelam taxas de multirresisténcia acima da taxa encontrada neste estudo.
As diferencas existentes podem se justificar tomando em conta que os estudos foram realizados
em locais diferentes, tempos diferentes, e paises com politicas diferentes em termos de acesso

aos antibidticos.

Mas uma meta-analise realizada por Nkansa-Gyamfi et al., (2019), em paises de baixa e média
renda, reporta MDR de cerca de 27% para E. coli comensal. Na meta-analise de Nkansa-Gyamfi

et al a idade variou de 3 meses a 77 anos. Esta frequéncia é mais préxima da encontrada neste
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estudo e Mocambique é um pais de baixa e media renda. Essa percentagem elucida que o cenério
de multirresisténcia em E. coli comensal € critico e muito preocupante pelo facto de se observar

em individuos saudaveis.
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8. Andlise critica dos processos de trabalho na unidade de estagio

Salienta-se que parte das amostras processadas neste laboratorio é colhida pela unidade sanitaria
requisitante. Consequentemente, os técnicos do laboratorio detém um controlo limitado sobre a
qualidade pré-analitica da amostra, nomeadamente no que concerne ao método, ao tempo de
colheita e as condicdes de transporte. Este factor representa uma limitacdo metodologica, uma

vez que tais variaveis podem influenciar significativamente a qualidade dos resultados emitidos.

Os métodos de cultura bacteriana apresentam limitagdes inerentes a sua dependéncia da
viabilidade microbiana, dado que ndo sdo capazes de detectar microrganismos nao cultivaveis ou
aqueles que exigem condi¢des especificas e complexas. Além disso, 0s custos operacionais sao
elevados, uma vez que requerem o stock de diversos meios de cultura, equipamentos como
incubadoras e cabines de fluxo laminar, e um espaco fisico consideravel. Embora o laboratorio
disponha de técnicas moleculares e até seroldgicas, estas sdo frequentemente reservadas para
estudos de investigacdo, dado que a sua sustentabilidade para exames de rotina é comprometida

pelo elevado custo dos reagentes.

A coloracdo de Gram constitui uma técnica relativamente econdmica e rapida, fornecendo
resultados preliminares cruciais para a tomada de decisdes terapéuticas iniciais. Contudo, a sua
interpretacdo depende fortemente da experiéncia e do treinamento do técnico. A qualidade dos
resultados emitidos esta directamente ligada & execuco rigorosa de todos os procedimentos. E
importante referir que esta técnica apenas permite a categorizacdo das bactérias, ndo a
identificacdo a nivel de espécie. Por fim, uma coloragdo de Gram mal-executada ou
incorretamente interpretada pode resultar na escolha inadequada de meios de cultura para exames

subsequentes.

Os testes de susceptibilidade aos antibi6ticos por meio do método de difusdo em disco
constituem a principal metodologia utilizada no pais para orientar as opcdes terapéuticas no
tratamento de agentes etioldgicos especificos. Contudo, a interpretacdo dos resultados depende
intrinsecamente da habilidade do técnico responsavel pela medi¢do dos halos de inibi¢do. Isto
deve-se ao facto de uma variagdo minima, por exemplo, de 1 mm, poder alterar a classificacdo da
sensibilidade. A titulo de ilustragdo, para a cefoxitina, um halo > 25 mm é classificado como

sensivel, enquanto um halo < 24 mm é considerado resistente.
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9. Concluséo

v Os isolados de E. coli comensal apresentam um perfil de resisténcia preocupante perante
0s antibidticos de uso comum e de primeira linha, destacando-se a resisténcia
significativa a ampicilina, ao sulfametoxazol-trimetoprima e & amoxicilina-acido
clavulanico. A Tetraciclina também exibiu uma frequéncia de resisténcia consideravel.

v' Os carbapenémicos (imipenem e meropenem), a piperacilina-tazobactam e as
cefalosporinas de terceira e quarta geragdes (Cefepima e Ceftriaxona), se mantém
altamente eficazes, representando, assim, opgOes terapéuticas robustas e cruciais para a
regiao.

v' A frequéncia de E. coli multidroga resistente foi alta, reforcando a necessidade de
vigilancia continua e de promocdo do uso racional de antibidticos para preservar a

eficacia destas classes de farmacos.
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