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IMPACTO DA INFECCAO SUBCLINICA POR Escherichia  coli
ENTEROAGREGATIVA E COINFECCOES NA BARREIRA INTESTINAL E
CRESCIMENTO: UM ESTUDO INFANTIL MULTICENTRICO.

RESUMO

INTRODUCAO: A Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) é reconhecida como
importante patégeno que pode causar infecgcdes subclinicas, diarreia aguda e
persistente, com historico de surtos entre criangas e adultos, casos de diarreia do
viajante e em pacientes infectados com o HIV. Essa infeccdo vem ganhando
destaque nos ultimos anos especialmente pela associacdo com disfuncdo entérica
ambiental, resultando na reducdo do crescimento infantil. OBJETIVO: Avaliar os
fatores de risco, a integridade da barreira funcional gastrointestinal, indicadores de
inflamacdo e de resposta imune inata associada com ECEA isolada ou em
combinacdo com outros patdégenos entéricos utilizando diagndstico molecular
(TagMan array) e o impacto no crescimento infantil aos seis meses de vida em uma
coorte de criangas. MATERIAL E METODO: Foi realizado um estudo caso-controle
aninhado a partir de estudo coorte multicéntrico (rede MAL-ED). Para avaliar a
infeccdo por ECEA isolada e codetecc¢éo, a coorte foi organizada em 7 grupos da
seguinte forma: criancas sem deteccdo de patdgenos nas fezes coletadas no
periodo do estudo; criancas com ECEA nas fezes em qualquer coleta; criancas com
ECEA e 1 outro patégeno; criancas com ECEA e 2 outros patdgenos; criangcas com
ECEA e 3 ou mais outros patdégenos; criancas com 1 ou 2 patégenos diferentes de
ECEA; e criancas com 3 ou mais patdgenos diferentes de ECEA. As principais
variaveis de desfecho foram delta Z-escores: comprimento-por-idade (LAZ); peso-
por-idade (WAZ), peso-por-comprimento (WLZ), para desfecho secundario incluiu-se
marcadores para avaliagdo da barreira funcional gastrointestinal, inflamacdo e
resposta imune inata nos primeiros 6 meses de idade entre os grupos de estudo. Os
marcadores utilizados foram a excrecado urinaria de lactulose (L) e manitol (M), alfa-1
antitripsina (AAT), mieloperoxidade (MPO), neopterina (NEO). RESULTADOS: A
menor escolaridade da mé&e, renda, assim como higiene e saneamento
inadequados, inseguranca alimentar, além da maior propor¢do de dias de uso do
antibiético foram associados com Infec¢bes causadas por ECEA e 3 ou mais co-
patdgenos comparacdo com todos os outros grupos de criancas (p<0,001; p<0,001,
p<0,001, p=0,001, p<0,001 respectivamente). A funcao intestinal medida pela taxa
de excrecéo urinaria de L/M foi alterada, impulsionada pelos escores z ajustados das
porcentagens de lactulose excretado na urina, sendo significativamente maior no
grupo ECEA com 3 ou mais patdogenos em relacdo ao grupo 1 e 2 patdgenos sem
ECEA (p=0,010). Maior inflamacéo através da MPO pode ser vista no grupo ECEA
com 3 ou mais patégenos em comparagado com 0S grupos 3 ou mais patdogenos sem
ECEA e com o grupo sem patogenos (p<0,001; p=0,013). A infeccao subclinica no
grupo ECEA com 3 ou mais co-patdégenos influenciou em menores déficits de
crescimento conforme evidenciado pelo escore-Z de comprimento para idade
(p=0,004). CONCLUSAO: Esta analise aponta que danos mais severos na barreira
funcional gastrointestinal e a subsequente reducédo no crescimento infantil estéo
associados com a disfuncdo entérica ambiental (DEA), e sdo frequentemente
associados com a presenca de ECEA combinado com outros enteropatégenos
nessa populacéo infantil estudada.

Descritores: Escherichia coli. Fatores de Risco. Infec¢cbes assintomaticas. Técnicas
de Diagnéstico Molecular. Crescimento.



IMPACT OF SUBCLINICAL ENTEROAGGREGATIVE Escherichia coli
INFECTION AND CO-INFECTIONS ON THE INTESTINAL BARRIER AND
GROWTH: A MULTICENTRIC CHILDREN STUDY.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Enteroaggregative Escherichia coli (ECEA) is recognized as an
important pathogen that can cause subclinical infections, acute and persistent
diarrhea, with a history of outbreaks among children and adults, cases of traveler's
diarrhea and in patients infected with HIV. This infection has gained prominence in
recent years, especially due to its association with environmental enteric dysfunction,
resulting in reduced child growth. OBJECTIVE: To evaluate risk factors, the integrity
of the gastrointestinal functional barrier, indicators of inflammation and innate
immune response associated with CEEA alone or in combination with other enteric
pathogens using molecular diagnosis (TagMan array) and the impact on infant
growth at six months of age in a cohort of children. MATERIAL AND METHODS: A
nested case-control study was carried out from a multicenter cohort study (MAL-ED
network). To evaluate isolated ECEA infection and co-detection, the cohort was
organized into 7 groups as follows: children without detection of pathogens in feces
collected during the study period; children with ECEA in feces in any collection;
children with CEEA and 1 other pathogen; children with CEEA and 2 other
pathogens; children with CEEA and 3 or more other pathogens; children with 1 or 2
different ECEA pathogens; and children with 3 or more pathogens other than ECEA.
The main outcome variables were delta Z-scores: length-for-age (LAZ); weight-for-
age (WAZ), weight-for-length (WLZ), for secondary outcome, markers were included
to evaluate the functional gastrointestinal barrier, inflammation and innate immune
response in the first 6 months of age between the study groups. The markers used
were urinary excretion of lactulose (L) and mannitol (M), alpha-1 antitrypsin (AAT),
myeloperoxidase (MPO), neopterin (NEO). RESULTS: Lower maternal education,
income, as well as inadequate hygiene and sanitation, food insecurity, in addition to a
higher proportion of days of antibiotic use were associated with infections caused by
ECEA and 3 or more co-pathogens compared to all other groups of children
(p<0.001; p<0.001, p<0.001, p=0.001, p<0.001 respectively). Intestinal function
measured by the urinary excretion rate of L/M was altered, driven by the adjusted z-
scores of the percentages of lactulose excreted in urine, being significantly higher in
the ECEA group with 3 or more pathogens compared to the group 1 and 2 pathogens
without ECEA (p=0.010). Greater information through the MPO can be seen in the
ECEA group with 3 or more pathogens compared to the groups 3 or more pathogens
without ECEA and the group without pathogens (p<0.001; p=0.013). Subclinical
infection in the ECEA group with 3 or more co-pathogens influenced smaller growth
deficits as evidenced by the length-for-age Z-score (p=0.004). CONCLUSION: This
analysis indicates that more severe damage to the gastrointestinal functional barrier
and subsequent reduction in infant growth are associated with environmental enteric
dysfunction (EASD), and are often associated with the presence of ECEA combined
with other enteropathogens in this studied infant population.

Descriptors: Escherichia coli. Risk factors. Asymptomatic infections. Molecular
Diagnostic Techniques. Growth.
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16

1 INTRODUCAO

1.1 Definicdo e aspectos epidemiologicos das infecgcdes por Escherichia coli

enteroagregativa

A Escherichia coli € a espécie tipo do género Escherichia que contém bacilos
gram-negativos moveis que se enquadram na familia Enterobacteriaceae. E um
anaerobio facultativo predominante da flora intestinal humana, que coloniza o trato
gastrointestinal infantil dentro de algumas horas de vida e, posteriormente, confere e
recebe do hospedeiro beneficios por décadas (KAPER et al., 2004).

Enquanto essas bactérias ndo adquirirem elementos genéticos que codificam
fatores de viruléncia, elas permanecem comensais benignas. As cepas que
adquirem DNA codificando enterotoxinas, adesinas ou fatores de invasao tornam-se
virulentas, aumentando sua capacidade de adaptacdo a novos nichos e permitindo
assim um amplo espectro de doencas, como episodios de diarreia aquosa simples
ou disenteria inflamatoria (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006). Trés
sindromes clinicas gerais podem resultar da infeccdo por cepas patogénicas de E.
coli: doenca entérica/diarreica, infeccdo do trato urinario e sepse/meningite
(NATARO; KAPER, 1998).

As E. coli diarreiogénicas (ECDs) apresentam-se como um dos principais
agentes infecciosos nos casos de diarreia e desnutricdo infantil. Atualmente as
ECDs séo classificadas em seis categorias ou patétipos, considerando seus
diferentes mecanismos de viruléncia, sindromes clinicas que causam, sorotipos e 0s
tipos de interagdo com linhagens celulares, sendo: E. coli enterotoxigénica (ETEC);
E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli produtora da toxina Shiga (STEC); E. coli
enteropatogénica ou padrdo de adesdo localizado (EPEC); E. coli difusamente
aderente (DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC) (LIMA; MEDEIROS; HAVT,
2018).

Em 1987, Nataro e colaboradores realizaram um estudo com cepas de E. coli
isoladas de fezes de criancas chilenas com quadro clinico de doenca diarreica
aguda, cepas em que se observaram distintos padrdes de aderéncia em células de
carcinoma cervical humano (HEp-2): localizado, difuso aderente e agregativo. As
cepas com a habilidade de produzir o padrdo de aderéncia agregativa (AA)

indicavam uma nova classe das ECDs (Figura 1), posteriormente denominada como
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EAEC. O padrédo AA caracteriza-se como a ligacdo de bactérias as células epiteliais
de uma maneira de tijolos empilhados (NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998).

Figura 1- Padrdo de aderéncia agregativa (AA)

Padrao de adesédo agregativo em células HEp-2 infectadas com a cepa 042, prot6tipo de EAEC.
Fonte: Elias, 1999.

Desde a primeira descricdo em 1987, ECEA tém sido cada vez mais
reconhecida como patégeno que causa infeccdo subclinica, diarreia aguda e
persistente (maior de 14 dias) em paises em desenvolvimento e com surtos de
diarreia em paises desenvolvidos em criancas e adultos (NATARO; STEINER,;
GUERRANT, 1998).

Além disso, EAEC tem sido identificada em casos de diarreia de viajantes de
paises desenvolvidos para paises subdesenvolvidos (ADACHI, JIANG,
MATHEWSON et al., 2002) em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (POLOTSKY; NATARO, KOTLER et al.,, 1997; WANKE, MAYER,
WEBER et al., 1998). Também foram identificadas associacbes entre EAEC com
crescimento linear vacilante durante a infancia e com a disfunc¢éo entérica ambiental
(DEA) (KOSEK et al.,, 2013; ROGAWSKI et al., 2017; RINA et al.,, 2021).
Reconhecida desde a década de 1960, a DEA caracteriza-se por uma série de
alteracdes histopatoldgicas da mucosa intestinal, incluindo diminuicdo da altura das
vilosidades, aumento da profundidade das criptas e infiltracéo linfocitica da lamina
propria, em ambientes com repetidas exposicdes a patdgenos entéricos; essas

alteracdes podem ser encontradas no inicio da infancia e sdo associadas com
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permeabilidade intestinal aumentada e estado inflamatorio crénico, podendo resultar
em diminuicdo da imunidade entérica a patdogenos gastrointestinais e,
possivelmente, a antigenos de vacinas orais (BECKER-DRIPS et al., 2017).

EAEC €& um patotipo emergente principalmente nos paises em
desenvolvimento e, por conta da sua alta heterogeneidade genética, é reconhecida
como um dos microrganismos mais versateis, detectado frequentemente nos dois
primeiros anos de vida de criancas, durante os casos diarreicos e de desnutricdo
infantil (LIMA et al., 2000; ROGAWSKI et al., 2017; LIMA et al.,, 2013). Este
fenbmeno, de associac6es da EAEC com diferentes desfechos de infeccdo clinica
(com sintomas evidentes) e até subclinica (sem sintomas clinicos ou sintomas muito
leves e néo especificos), poderia ser explicado por modificacdes em sua plasticidade
fenotipica a partir de variacbes genéticas de aquisicdo ou perda dos genes de
viruléncia que influenciariam nos mecanismos de patogenicidade.

Caracteristica importante deste patétipo reside no fato de que numero
consideravel de pacientes pode ser colonizado de forma assintomatica (subclinica),
permanecendo em um estado de inflamacéao intestinal persistente, o que pressupde
gue a manifestacdo da doenca gastrointestinal depende da cepa e de fatores do
hospedeiro (STEINER et al., 2000). Esse estado de colonizagdo, além de manter
essas cepas diarreiogénicas circulando na comunidade, tem consequéncias no
desenvolvimento fisico e cognitivo da crianca (OKHUYSEN; DUPONT, 2010).

1.2 Patobiologia e fatores de viruléncia associados a infeccdo por ECEA.

Apesar da ECEA ser encontrada e identificada em todas as regiées do mundo
e ser considerada um patdgeno emergente, a patobiologia de ECEA é menos
conhecida em comparacdo aos outros patétipos de ECDs (HARRINGTON et al.,
2006; HUANG et al., 2006).

As trés principais caracteristicas da patogénese de ECEA sdo: aderéncia
abundante & mucosa intestinal e formacédo de biofilme (comunidade microbiana
complexa que adere a uma superficie incorporadas em uma matriz extracelular
produzida por eles mesmos) na superficie do enteroécito; producéo de enterotoxinas
e citotoxinas; inducdo da inflamacdo da mucosa, secrecdo intestinal e danos as
células epiteliais (ESTRADA et al., 2012; NAVARRO; ELIAS, 2011; LIMA;

MEDEIROS; HAVT, 2018), conforme pode ser visto na Figura 2 abaixo.
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Figura 2- Patobiologia da ECEA e os principais genes relacionados a viruléncia com relevancia
clinica.
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Fonte: LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018. As bactérias ECEA promovem a formacéo de biofiime e
liberagdo de marcadores inflamatorios através da interagdo com o epitélio intestinal. Alguns fatores
de viruléncia especificos podem desempenhar papéis importantes na patobiologia. O principal
regulador de viruléncia, AggR (Aggregative adherence Regulation), controla a expresséo de varios
genes, incluindo genes que codificam as AAF(Fimbrias de ades&o agregativa). O AAF/II (Fimbrias
de adesdo agregativa do subtipo IlI) promove a ligagcdo com receptores epiteliais (como a
fibronectina) e contribui para o biofilme e a inflamac&o intestinal, que é caracterizada pela indugéo
de NF-kB, liberacdo de interleucina-8 (IL-8) e migracdo de neutrofilos.

O primeiro passo para a infeccdo por ECEA é a aderéncia agregativa a
mucosa intestinal, caracterizada pela formacdo de um biofilme composto por
agregados de bactéria em associacdo com a camada mucosa. Inimeros fatores de
viruléncia tém sido associados com a capacidade de adesdo de ECEA (HUANG et
al., 2004).

Muitas adesinas, toxinas e proteinas envolvidas na patogénese da infeccdo
por ECEA tém sido descritas, mas a prevaléncia dos genes que codificam esses
fatores de viruléncia é altamente variavel e até o0 momento, nenhum desses tem sido
encontrado em todas as cepas (PIVA et al., 2003; ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-
GARCIA, 2012; LIMA et al., 2013; HAVT et al. 2017).

Posteriormente, a ECEA foi classificada como tipica e atipica, conforme a
presencga ou ndo do gene AggR (Aggregative adherence Regulation) (SARANTUYA
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et al., 2004). Esse gene codifica uma proteina reguladora global dos genes de
viruléncia de ECEA e esta localizado no plasmideo de viruléncia comumente
presente em cepas deste patétipo (BAUDRY et al.; 1990; HARRINGTON; DUDLEY;
NATARO, 2006).

Um dos fatores de maior impacto séo as estruturas fimbriais conhecidas como
fimbrias de adesdo agregativa (AAFs). Estas fimbrias, junto & adesinas né&o fimbriais,
atuam no primeiro estagio da patogénese, a aderéncia a mucosa intestinal, um
passo essencial a colonizacdo e producdo da doenca pela ECEA. Os genes que
codificam estas adesinas sao sempre encontrados em baixa prevaléncia, o que
indica a alta diversidade de estruturas adesivas responsaveis pelo padrdo AA
(NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Cinco variantes da fimbria AAF foram até agora
descritas: AAF/I, 1l, lll, IV e V; sendo todas elas reguladas pelo ativador
transcricional AggR (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011; CROXEN et al.,, 2013;
JONSSON et al.,, 2015). O gene AggR também possui o papel de regular a
transcricdo do gene aap que codifica a proteina dispersina e do seu transportador,
codificado pelo gene aatA (SHEIKH et al., 2001).

Outros fatores de viruléncia especificos podem desempenhar papéis
importantes na patobiologia. O AAF/Il promove a ligagdo com receptores epiteliais
(como a fibronectina) e contribui para o biofiime e a inflamacédo intestinal, que é
caracterizada pela inducdo de NF-kB, liberacdo de interleucina-8 (IL-8) e migracao
de neutrofilos (ANDRADE et al., 2017).

A capacidade de adeséao representa um passo fundamental na viruléncia de
ECEA, entretanto mecanismos patogénicos adicionais sao requeridos para o
desenvolvimento dos sintomas diarreicos. Outro fator de viruléncia importante na
infeccdo causada por ECEA é a dispersina. Essa proteina codificada pelo gene aap
e secretada pela ECEA liga-se de forma nao covalente ao lipopolissacarideo (LPS),
neutralizando sua carga e assim permitindo que as fimbrias se desprendam para
gue a bactéria possa infectar outras regides (SHEIKH et al., 2001). No entanto, o
papel desempenhando por essa proteina no contexto da patogenicidade da ECEA
necessita de mais esclarecimentos, pois o gene codificador da dispersina (aap) nao
esta presente em todas as cepas de ECEA. Além do mais, aap tem sido detectado
também em cepas comensais de E. coli (NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).

Outra caracteristica de ECEA é a habilidade de formar biofilme, resultado da

agregacdo bacteriana, que confere respostas induzidas pelo microorganimo. A
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formacdo de um biofilme persistente pode estar intimamente relacionada a
capacidade de induzir diarreia e com a habilidade de provocar uma colonizacao
persistente (SHEIK et al., 2001; NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011).

O Dbioflme também pode contribuir para infeccdes subclinicas e
manifestacbes persistentes da doenca, ao permitir que as bactérias invadam o
sistema imunologico local, podendo inibir a quimiotaxia, a fagocitose e a proliferacao
de linfocitos, além de limitar a atuacdo dos macréfagos, prevenir o transporte de
fatores antibacterianos e o transporte celular de antibiéticos (PEREIRA et al., 2007;
TOKUDA et al., 2010; VASUDEVAN et al., 2003). Existem diversos fatores e genes
qgue contribuem para o estabelecimento do biofilme, conforme estudo realizado por
Mohamed et al. (2007) que associou os genes AggR, setlA, aatAe irp2 de ECEA a
este processo.

ApOs o estabelecimento da colonizagéo e da formacéo de biofilme por ECEA,
h& liberacdo de diversas toxinas e proteases no tecido do hospedeiro, causando
inflamacéo e leséo tecidual (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006).

Outra caracteristica das enterobactérias diz respeito a secrecao de proteinas
serino-proteases com acao similar a tripsina, que sdo denominadas coletivamente
de SPATEs (Serine proteases autotransporters of Enterobacteriaceae) (BOISEN et
al., 2009). As SPATEs compreendem serino-proteases com funcgdes diversas, tais
como proteases, toxinas e adesinas (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).

Filogeneticamente, as SPATESs séo categorizadas em duas classes: Classe |,
que sao proteinas com atividade citotoxica para células epiteliais, que contém os
seguintes genes: toxina autotransportadora secretada (Sat), toxina codificada por
plasmideo (pet), protease homodloga de IgA de Shigella (sigA), codificador da
enterotoxina EspC — espC e serino-protease extracelular — espP; e Classe Il, que
referem-se as proteinas com atividades mais diversificadas apesar de muitas serem
conhecidas por sua acao sobre a degradacdo de mucinas que incluem os genes,
proteina envolvida na colonizacdo (pic), hemaglutinina sensivel a temperatura (tsh),
toxina autotransportadora vacuolizagcao (vat), protease extracelular da Shigella
(sepA), proteina autotransportadora de E. coli enterotoxigénica — (eatA) e
Escherichia coli secretora de protease (espL). (BOISEN et al., 2009; MOAL et al.,
2011; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).

Vale ressaltar que a EAST-1 (toxina termoéstavel de ECEA - heat -

stableenterotoxin) codificada pelo gene astA, ndo pertence ao grupo das SPATEs e
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partilha algumas propriedades funcionais com a enterotoxina secretada pela ETEC.
Esta toxina causa um aumento da secrecdo de cloreto e tem sido associada a
diarreia (MENARD; DUBREUIL, 2002). Apesar disso, a presenca de cepas de ECEA
expressando esta toxina foi similar entre doentes e pessoas saudaveis (NATARO;
KAPER, 1998).

InvestigagOes posteriores demonstraram que 0 gene astA, que codifica a
proteina EAST-1, esta presente em outras categorias de E. coli e tem sido
encontrada em 38% de cepas n&o-patogénicas (MENARD; DUBREUIL, 2002;
SAVARINO et al.,, 1996; YAMAMOTO; ECHEVERRIA, 1996). Cepas de E. coli
produzindo EAST-1 tém sido associadas com diarreia em varios estudos (FLORES
et al., 2008; JAIN et al., 2008).

Ademais, o fato dos marcadores de viruléncia, descritos até o momento, nao
serem encontrados em todos os isolados de ECEA (HARRINGTON et al., 2006),
demonstra a heterogeneidade e a plasticidade genémica deste patotipo de E. coli
diarreiogénica. Outro fato importante a ser destacado no cenario epidemioldgico
atual é a deteccéo do patotipo ECEA tanto em fezes de individuos diarreicos como
em fezes de individuos saudaveis (BUERIS et al., 2007; SPANO et al., 2008; DIAS
et al.,, 2016), indicando a dificuldade em evidenciar os isolados de ECEA com o
verdadeiro potencial patogénico.

1.3 Manifestacgdes clinicas e subclinicas causadas por espécies de ECEA

A transmissdo de ECEA ocorre pela via fecal-oral, através de ingestao de
agua e alimentos contaminados, atingindo assim o intestino, onde podera iniciar o
processo infeccioso e acarretar manifestacdes clinicas (sinais e sintomas
observaveis e mensuraveis) e subclinicas (sem sintomas evidentes ou muito leves
para serem notados) no hospedeiro (HUANG et al., 2006).

A variabilidade nos sinais e sintomas, assim como na duracdo destas
manifestacdes, é atribuida a heterogeneidade genética das cepas de ECEA, a dose
de bactéria ingerida e aos fatores inerentes ao hospedeiro (HUANG et al., 2004).

Alguns autores tém apontado a capacidade das diferentes cepas de ECEA de
aderir a diferentes regides do trato gastrointestinal. Algumas cepas ligam-se

preferencialmente a mucosa do jejuno e outras aderem ao ileo ou célon (ARAUJO et
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al., 2010). A adesdo a mucosa intestinal € um aspecto essencial a colonizagédo e
producédo da doenca pela ECEA.

As manifestacfes clinicas das infeccbes causadas por ECEA variam desde
infeccbes assintomaticas a quadros diarreicos agudos e persistentes, de intensidade
leve a severa (HUANG et al., 2004). O periodo de incubacao nesses voluntarios que
desenvolveram diarreia varia de sete a vinte e duas horas, com uma média de 14
horas (NATARO et al., 1995). Outros autores relatam um periodo de incubacéo de
oito a dezoito horas (HUANG et al., 2004).

Cabe ressaltar, que além dos episddios de diarreia aquosa apresentados,
podendo ser acompanhados por muco, estes quadros podem ser seguidos de
nauseas, vomitos, febre, dor abdominal, e em alguns casos, fezes sanguinolentas
(CROXEN et al., 2013; ALI et al., 2014). Embora os casos assintomaticos sejam 0s
mais prevalentes, h& evidéncias de outras manifestagfes clinicas tais como déficit
de crescimento infantil e enteropatia ambiental (GUTIERREZ et al., 2014; HAVT et
al., 2017; ROGAWSKI et al., 2017; RINA et al., 2021).

Além desse patdgeno ja ter sido associado como importante causa de
infeccbes diarreicas em diversos paises no mundo, a ECEA em casos
assintomaticos foi associada com a diminui¢éo do crescimento em criancas, além de
induzir inflamagé&o e diminuigédo das fungdes da barreira intestinal, caracterizando-se
como um patdgeno potencialmente envolvido na Disfungdo Entérica Ambiental
(DEA) em paises em desenvolvimento (ROGAWSKI et al., 2017, RINA et al., 2021).
AssociacOes entre Infec¢des assintomaticas por ECEA e desnutricdo (HAVT et al.,
2017) e co-decteccao de patdégenos com reducdo no crescimento infantil (LIMA et
al., 2018) também tém sido relatadas.

No que concerne a DEA, trata-se de uma doenca subclinica adquirida, que
pode ser reversivel, sendo associada com atrofia parcial dos vilos intestinais,
aumento da profundidade das criptas e infiltracdo de linfocitos T na lamina propria e
no epitélio do intestino delgado em consequéncia da exposicdo frequente do
intestino a patégenos exdgenos durante a infancia (KEUSCH et al., 2014).

Ademais, a DEA esta associada ao aumento da permeabilidade intestinal e
influxo de elementos inflamatoérios através do epitélio intestinal. Histologicamente,
suas alteracbes estdo associadas a uma ma absorgéo, prejuizo no desenvolvimento

cognitivo, capacidade de resposta reduzida a intervencdo nutricional, déficit de
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crescimento e redugdo da imunogenicidade de vacinas orais ( GUERRANT et al.,
2013; MAHFUZ et al., 2017).

Figura 3 — Patobiologia da disfungéo entérica ambiental (DEA) e desnutricao (DN)
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Modelo de patologia disfuncdo entérica ambiental (DEA) e desnutricdo (DN). DEA e DN séo doencas
comuns principalmente em criancas pertencentes a populacdes pobres com baixo indice de
desenvolvimento humano (IDH), inseguranca alimentar e mas condi¢cdes de higiene e saneamento.
Em ambas as doencas, estudos histopatolégicos de bidpsias do intestino superior mostraram reducao
significativa do comprimento das vilosidades e hipertrofia das criptas intestinais. A lamina propria
apresenta um infiltrado predominante de células mononucleares (MNCs), seguido menos
frequentemente por células polimorfonucleares (PMNs). Estudos recentes mostram que DEA e DN
foram associados a infec¢cbes subclinicas por agentes enteropatogénicos e por alteracbes na
microflora intestinal. Essas alteracdes muitas vezes resultam na liberacéo de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatoérias, IL-1B3, TNF-a, IL-8 e IL-6 por meio de estimulacdo em células MNCs e PMNs. No
limen intestinal, foi documentado um aumento significativo de biomarcadores inflamatérios como
mieloperoxidase (MPO) e neopterina (NEQO), bem como alteracbes nos biomarcadores de funcao e
permeabilidade da barreira gastrointestinal funcional (FGB). Essas altera¢des resultam em reducao
da area de absorcédo intestinal, diminuicdo da absor¢do de nutrientes e reducdo da resposta as
vacinas. No nivel sanguineo, a inflamacéo sistémica foi documentada por um aumento na proteina C
reativa (PCR) e uma reducéo nos fatores de crescimento 6sseo, como o fator de crescimento da
insulina-l (IGF-I) e a proteina B de ligagdo ao IGF-1 3 (IGFBP-3). WAZ: escore z peso/idade; HAZ:
escore z de altura para idade. llustracdo cedida por LIMA et al. e ainda n&o publicados.
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1.4 Diagnéstico classico e molecular da ECEA

Para o diagnostico da ECEA o teste de adesdo em células HeLa ou HEp-2 é
utiizado como padrdo ouro para sua classificacdo (NATARO; KAPER, 1998;
NAVARRO-GARCIA; ELIAS, 2011). Este teste requer instalacbes especializadas e,
portanto, s6 pode ser realizado em laboratorios de referéncia, sendo necessaria a
adesdo estrita ao protocolo (VIAL et al., 1990). E importante observar que algumas
cepas de ECEA nao apresentam o padrao de aderéncia agregativo, e isso tambéem
pode ser exibido por algumas cepas de EPEC (LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018).

Atualmente, o uso da biologia molecular € uma ferramenta comumente
empregada para um diagnéstico ECEA e, apesar de diversos critérios para
diagnéstico terem sido propostos até o momento, nenhum demonstrou a
especificidade e sensibilidade necessérias para sua deteccdo. Recentemente, dois
grandes estudos multicéntricos usaram os genes codificador da ilha de ativagdo do
regulador transcricional (aaiC) e transportador de proteina de anti-agregacéao (aatA)
como marcadores, enquanto a presenca de pelo menos um gene definiu o
diagndstico positivo de ECEA (PLATTS-MILLS et al., 2015; KOTLOFF et al., 2013).

Adota-se que o uso do critério de presenca concomitante de pelo menos dois
genes (tanto de dento como de fora do pAA) deve permitir a identificacdo de cepas
classicas de ECEA. No entanto, as cepas que ndo atendem a estes critérios também
podem possuir viruléncia em potencial (LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018).

Deste modo, para diagndstico de ECEA, além da identificacdo da bactéria a
partir das fezes do doente, outros fatores devem ser considerados, como o
desenvolvimento da doenca durante um surto deste microorganismo, quando o
isolado pertence a um sorotipo ja associado com a doenc¢a ou quando a bactéria é
isolada repetidamente, principalmente se o paciente apresenta diarreia persistente e
na auséncia de diagnostico de outro enteropatégeno (NATARO; KAPER, 1995;
OKEKE; NATARO, 2001).

1.5 Tratamento da infeccdo por ECEA
A infeccdo por ECEA geralmente é autolimitada e o tratamento padrdo

recomendado é a terapia de reidratacdo oral. No entanto, os sintomas podem ser

debilitantes e ter um alto impacto socioecondmico, particularmente em ambientes de
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baixa renda, e o tratamento com antibiéticos pode ser procurado se a diarreia e a
dor abdominal forem graves e/ou prolongadas.

A resisténcia antimicrobiana (RAM) tem sido comum em isolados bacterianos
em todo o mundo. A Vigilancia Regular da Resisténcia aos Antibiéticos fornece
informacdes para garantir a eficacia da terapia antibiotica e controlar a resisténcia.
Estudos globais destacaram uma alta incidéncia de resisténcia antimicrobiana em
cepas de E. coli pertencentes ao patétipo ECEA em comparacdo com outros
patétipos de E. coli (ASLANI et al., 2011).

Alguns fatores contribuem para RAM como 0s mecanismos diretamente
relacionados a viruléncia, que tem sido apontado como um dos fendmenos mais
relevantes que contribuem para a elevacao das taxas de morbimortalidade.

Outro aspecto importante que vem sendo descrito € a resisténcia a multiplos
antibiéticos em isolados bacterianos de origem diversa. Particularmente para as
ECEA, a observacgdo de que marcadores genéticos de viruléncia sdo co-transferidos
com genes codificadores de resisténcia a antimicrobianos vem sugerir, cada vez
mais, que esta propriedade pode desempenhar um papel importante ou mesmo
contribuir para a viruléncia desses microrganismos (ASLANI et al., 2011).

Ainda no que diz respeito a resisténcia aos antibidticos, a variabilidade
fenotipica e genotipica comumente observada no grupo de ECEA e descrita nas
investigacdes epidemioldgicas, sugerem que a patogenicidade seja um atributo de
subpopulacdes dentro da categoria, as quais compartilham propriedades especificas
(HELALAT, 2020). A acao dos antimicrobianos na infecgdo por ECEA pode ser
dificil, uma vez que o biofilme da mucosa cria uma barreira que impede a penetracéao

de antibidticos e fatores antimicrobianos do hospedeiro (VIJAY et al., 2015).

1.6 Hipotese

Acredita-se que uma abordagem de diagndéstico molecular utilizando
plataforma TagMan array possa melhorar a caracterizagdo em nivel populacional
dos fatores determinantes da infeccdo por ECEA e co-infeccdo com
enteropatogenos possibilitando uma melhor compreenséo da patobiologia a nivel de

barreira funcional gastrointestinal e seu impacto no crescimento infantil.
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2 OBJETIVOS

2.2 Geral

Avaliar os fatores de risco, a integridade da barreira funcional gastrointestinal,
indicadores de inflamacéo e de resposta imune inata associada com ECEA isolada
ou em combinacdo com outros patégenos entéricos utilizando diagnostico molecular
(TagMan array) e o impacto no crescimento infantil aos seis meses de vida em uma

coorte de criangas.

2.3Especificos

1. Caracterizar fatores determinantes: socioeconémicos, clinicos e
antropomeétricos nos grupos investigados com e sem ECEA e 28 outros
copatégenos analisados por microbiologia molecular nos primeiros seis
meses de vida;

2. Associar potenciais determinantes de risco com infeccao subclinica por ECEA
isoladamente ou em combinacdo com outros enteropatdgenos;

3. Avaliar barreira funcional gastrointestinal através do teste de excrecao
urinaria de lactulose e manitol;

4. Comparar os niveis de biomarcadores de enteropatia ambiental (alfa-1-
antitripsina, mieloperoxidase e neopterina) entre grupos com e sem ECEA e
copatégenos;

5. Correlacionar os biomarcadores para avaliacgdo da barreira funcional
gastrointestinal e imuno-inflamatorios;

6. Determinar o impacto das infec¢Bes subclinicas de ECEA e coinfeccbes nos
escores-Z nutricionais (LAZ, WAZ, WLZ) em criancas de 0 - 6 meses de
idade.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos éticos

O seguinte projeto € um recorte de um estudo de coorte multicéntrico, que
acompanhou criancas durante os seus primeiros 5 anos de vida, denominada
“Estudo da Etiologia, Fatores de Risco e Interacbes de Infeccbes Entéricas e de
Desnutricdo e suas Consequéncias para a Saude e Desenvolvimento Infantil” (The
Etiology, Risk Factors and Interactions of Enteric Infections and Malnutrition and the
Consequences for Child Health and Development, MAL-ED), o qual foi conduzido em
8 paises em desenvolvimento, localizados nos continentes da Asia, Africa e América
do Sul, sendo eles: Dhaka, Bangladesh; Fortaleza, Brasil; Vellore, india; Bhaktapur,
Nepal; Naushahro Feroze, Paquistdo; Loreto, Peru; Venda, Africa do Sul e Haydom,
Tanzania. O estudo MAL-ED foi um projeto colaborativo apoiado pela Fundagéo Bill
& Melinda Gates, pela Foundation for the National Institutes for Health (FNIH) e pelo
Fogarty International Center (FIC) (numero de concessdo OPP47075) (MAL-ED,
2014).

Os protocolos do estudo foram aprovados pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP, com parecer n°029/10, registro n°157001 e processo
n°25000.9836/2009-76 (ANEXO A). Também houve aprovacédo junto ao Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Cearda — COMEPE, em carta de
aprovacao, com protocolo n°246/09 (ANEXO B). O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) foi assinado pelos pais ou responsaveis da crianca e pode ser
observado no (ANEXO C).

As criancas receberam numeros codificados, ndo sendo identificadas pelo
nome em nenhum documento do estudo. Os dados foram mantidos em local seguro
no Sistema de Seguranca e Gerenciamento de Dados (SSGD), na Unidade de
Pesquisas Clinicas / Instituto de Biomedicina (UPC/IBIMED), na UFC.

3.2 Delineamento do estudo e caracterizacdo da populagéo
O estudo MAL-ED concentrou-se em coortes de nascimento internacional e

multidisciplinar acompanhadas longitudinalmente (até 24 meses de idade) em cada

um dos 8 locais de estudo. Esta pesquisa incluiu dados coletados durante os
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primeiros 6 meses de vida. No geral, 2.145 recém-nascidos foram inscritos em uma

base continua ao longo de um periodo de 2,25 anos, registrados entre novembro de

2009 e fevereiro de 2012 conforme critérios descritos abaixo.

3.2.1 Critérios de incluséo

Bebés saudaveis inscritos até 17 dias ap6s o nascimento.

O cuidador relatou que nao tinha planos de se mudar da area de
abrangéncia por pelo menos 6 meses apdés a inscricdo no estudo.
Disponibilidade do cuidador em ser visitado no domicilio duas vezes

por semana.

3.2.2 Critérios de exclusao

A familia tinha planos de se mudar da area de captacéo por >30 dias
consecutivos durante os primeiros 6 meses de acompanhamento.

A mée tinha menos de 16 anos de idade.

A mae ja tinha outro filho inscrito no estudo de coorte MAL-ED.

A crianca nasceu de gravidez gemelar

O bebé tinha qualguer uma das seguintes indicacfes de doenca grave:
- Hospitalizac&o por algo diferente de um parto normal e saudavel,;

- Condicéao grave ou cronica diagnosticada por um médico (por
exemplo, distlrbio neonatal; doenca renal, hepéatica, pulmonar e / ou
cardiaca; doencas congénitas); ou

- Enteropatias diagnosticadas por médico.

O responsavel pela crianca ndo forneceu consentimento informado
assinado.

O peso ao nascimento ou inscrigéo foi <1500 g.

Para essa pesquisa, utilizou-se o desenho de pesquisa caso-controle

aninhado nao pareado no tempo, tendo como base primaria 0 uso da coorte

previamente identificada, minimizando assim viés de sele¢éo e viés de informacéao.

O viés de causalidade reversa também pbéde ser minimizado pelo uso de casos

incidentes identificados na referida coorte.
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Amostras fecais da coorte foram coletadas durante os dois primeiros anos de
vida dessas criancas e serviram ao diagndéstico de 29 enteropatdégenos através da
analise quantitativa molecular TAC array (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, EUA),
descrito em detalhes na secdo 3.3.1. Especificamente para EAEC detectadas em
fezes nao diarreicas, os genes aatA e aaiC foram alvo de PCR. As amostras foram
consideradas positivas para ECEA se pudessem ser detectados um dos dois genes
diagnosticos.

A partir desse diagnostico, as criancas foram divididas em sete grupos
distintos com base na deteccdo mensal acumulada de patégenos entéricos em
amostras de fezes, a saber: criancas sem deteccdo de patdgenos em todas as
amostras coletas, ECEA em qualquer das amostras coletadas, ECEA e 1 outro
patdgeno em qualquer das amostras, ECEA e 2 outros patdgenos em qualquer das
amostras, ECEA e 3 outros patdgenos em qualquer das amostras, 1 ou 2 patégenos
diferentes de ECEA em qualquer das amostras, 3 ou mais patdégenos diferentes de
ECEA em qualquer das amostras, totalizando 1.659 criancas. O fluxograma do

estudo pode ser observado na Figura 4 abaixo.

Figura 4 — Fluxograma do estudo

Estudo coorte MAL-ED nos 8 locais investigados.
Criancas (n=1.659)
Fezes com 90% de vigilancia
Grupos distribuidos com base nos genes de detec¢cao para ECEA (aaiC ou aatA)

Sem deteccao de ECEA e 1 outro ECEA e 3 outros 3 ou mais
patogenos em todas as patégeno patégenos patégenos
fezes coletas criangas (n= 69) criangas (n=1158) diferentes de ECEA

criancas (n=52) criangas (n= 158)

ECEA em quaisquer ECEA e 2 outros 1 ou 2 patégenos
fezes coletada patégenos diferentes de ECEA
criancas (n=31) criancas (n=100) criancas (n=91)

Distribuicdo das criangas nos grupos de estudo com base na deteccdo de ECEA e coinfeccdo de forma
cumulativa pela plataforma TagMan array em amostras de fezes ndo diarreicas coletadas mensalmente (0-6
meses) com 90% de vigilancia (monitoracéo ativa e continuo de dados).
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3.3 Coletade dados

Diversos dados foram coletados ao longo dos 24 meses de investigacdo, por
uma equipe treinada e vigilancia ativa, utilizando questionarios e protocolos
padronizados. Para esse estudo, consideraram-se os dados coletados referentes
aos primeiros 6 meses, entre eles: status socioecondmico, educagdo materna e
inseguranca alimentar aos 6 meses; variaveis determinantes como amamentacao,
uso de antibidticos, episédios de doenca (diarreica e respiratoria), febre,
desidratacdo em porcentagem de dias, integridade da funcdo intestinal,
biomarcadores imunolégicos e inflamatérios; medidas antropométricas. Resumo das
variaveis utilizadas e dados completos coletados pode ser visualizado na Figura 5 a

seqguir.



Figura 5 — Resumo das coletas de dados e variaveis de estudo distribuidas no tempo.

Variaveis de resultado

analisadas:

- primario:
Antropometria
delta Z: WAZ, WLZ, LAZ
(0-6m)

- secundario:
Biomarcadores
L/M; AAT; MPO; NEO
(média de 0-6m)

piomarcadores:
AAT; MPO; NEO
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Variaveis independentes
analisadas / Fatores

determinantes:

Sexo/pais
Peso ao nascer
Educacdo materna
Status Socioecondémico
Amamentacéao
Fatores clinicos (doenca)
Uso de antibiéticos
(0-6meses)

recrutamento.

D Dados completos coletados da coorte MALED distribuidos no tempo de investigacao.

: Variaveis analisadas nesse estudo (referente ao periodo de 0 a 6 meses de idade).
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3.3.1 Diagnéstico de ECEA e coinfecg¢des por cartdes de matriz TagMan (TAC)

As amostras nao diarreicas foram analisadas de acordo com um protocolo de
microbiologia padronizado, que foi implementado em todos os locais do
estudo. Resumidamente, o acido nucleico total (tanto DNA quanto RNA) foi extraido
das amostras fecais usando o kit QlIAamp Fast DNA Stool Mini (Qiagen), conforme
orientagfes do fabricante. Dois controles externos, a saber: bacteri6fago MS2 e
Phocine herpesvirus (PhHV) foram adicionados as amostras para confirmacdo da
extracdo de acidos nucleicos e eficiéncia de amplificacédo (LIU et al., 2014) .

Para a deteccdo de enteropatdgenos, uma reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (QPCR) com o uso de um TagMan Array Card (TAC) personalizado
envolvendo ensaios de PCR em tempo real baseados em sondas compartimentadas
foi usado para a deteccdo de possiveis 29 patdgenos (incluindo bactéria, virus,
fungos e protozoarios) de cada uma das amostras (ver Quadro 1 abaixo)
(ROGAWSKI et al., 2017) . O valor de Ct (ciclo de quantificacdo) de 35 foi definido
como um limite para andlise, sendo que um Ct > 35 foi considerado negativo,
conforme mencionado por Liu et al. (2014) . No estudo MAL-ED, foi investigada a
ocorréncia de genes relacionados a viruléncia (VRG) de ECEA, a saber: aatA ,
aggR, Aar e aaiC . Contudo, para diagnosticar ECEA, foram usados apenas o0s
genes aatA (proteina transportadora de dispersina) e aaiC (proteina secretada),

onde a presenca de um deles confirmou diagndstico positivo para ECEA.



Quadro 1: Enteropatégenos diagnosticados na plataforma de PCR em tempo real no TagMan
Array Card no estudo MAL-ED.

Patégeno Gene alvo
Adenovirus 40/41 Fiber gene
Astrovirus Capsid
Virus Norovirus GI/GlI Gl ORF1-2 e Gll ORF1-2
Rotavirus NSP3
Sapovirus RdRp
ECEA aaiC, aatA, aggR
EPEC atipica eae
EPEC tipica bfpA
ETEC LT, SThe STp
STEC stx1, stx2
Aeromonas Aerolysin
Campylobacter spp. adF (C. jejuni/coli)
Bactéria cpn60 (Campylobacter spp)
Helicopacter pylori ureC
Plesiomonas shigelloides gyrB
Salmonella ttr
Shigella/EIEC ipaH
Vibrio cholerae hlyA
Enterocytozoon bieneusi ITS
Fungos Encephalitozoon intestinalis SSU rRNA
Cryptosporidium 18S rRNA
Cyclospora cayetanensis 18S rRNA
Protozoario Cystoisospora bell 18S rRNA
Entamoeba histolytica 18S rRNA
Giardia 18S rRNA
Ancylostoma duodenale ITS2
Ascaris lumbricoides ITS1
Necator americanus ITS2
Helmintos Strongyloides stercoralis Dispersed repetitive sequence
Trichuris trichiura 18S rRNA
MS2 MS2g1
Controles PhHV gB

EPEC: Escherichia coli enteropatogénica; ECEA: Escherichia coli enteroagregativa;, ETEC:
Escherichia coli enterotoxigénica; EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva; STEC: Escherichia coli
produtora da toxina Shiga.

Fonte: Adaptado de Platts-Mills et al., 2018.
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3.3.2 Status socioeconémico, educagao materna, inseguranga alimentar.

No momento do recrutamento ao estudo, a data de nascimento, sexo e
peso de nascimento de cada crianca (se disponivel) foram registrados.
Questionarios foram desenvolvidos para coletar informagdes sobre antropometria da
crianca, cuidados com a crianga, caracteristicas da méae ou cuidador, familia,
pessoas que geralmente dormem em casa, além de informacbes sobre fatores
socioeconbmicos, dados demogréficos, sanitarios e outros parametros relacionados.

No Quadro 2 descricdo das variaveis utilizadas neste estudo.

Quadro 2. Variaveis socioecon6micas, educa¢do materna, inseguranca alimentar avaliada contra
grupos de criangas com infecgBes subclinicas de Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) com e

sem outros patdégenos entéricos.

_ Conceito para » o
Categoria Variavel definida
capturar

. Identificagao infantil = adog¢éo de cédigo para cada
Indentificacéo

) ) crianca
infantil e local de ~ o
Local do estudo = adocdo de codigo para
estudo o o )
. . categorizagao de cada pais investigado.
Identificagdo e i i _
o Sexo da crianga = categorizado em feminino ou
caracteristicas .
] ) masculino
infantis ) ) ) )
Caracteristica Peso ao nascer = variavel categoérica em dois
infantil niveis: < que 2.500 g “e” >que 2.500 g

Peso ao nascer = variavel quantitativa com o peso

do nascimento relatado em (kg).

Ativos/bens* = soma de 8 pontuagfes de ativos que
correspondem aos bens domésticos adquiridos pela
familia, sendo eles: colchdo, cadeira, mesa,
televisdo, geladeira, conta bancéria, cozinha, <2
Agua/saneamento, | pessoas por cémodo. As respostas positivas para
bens domésticos, | cada um deles obtém uma pontuacgédo de 1, enquanto
educacdo materna | as respostas negativas obtém O (total: 0-8).
e renda familiar Renda familiar = renda declarada multiplicada pela
taxa de cambio de US $ (ddlares).
Escolaridade da mae = variavel categérica, sendo:
< gque 6 anos de escolaridade da mée e > que 6 anos

de escolaridade.
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Status
Socioeconbémico,
educacdo materna,
inseguranca

alimentar.

Escolaridade da mae = variavel quantitativa em
anos de escolaridade atingidos pela mée.

Fonte de agua potavel** = refere-se a principal
fonte de agua utilizada pelos membros da familia,
sendo: 0 = inadequado; 4 = adequado.
Saneamento** = refere-se as condi¢des sanitarias

da familia, sendo: 0 = inadequado; 4 = adequado.

indice WAMI
(Agua/
saneamento, bens
domeésticos,
educacdo materna

e renda familiar)***

Agua / Saneamento**: definidas pelo acesso a agua
e saneamento melhorados, onde cada varivel recebe
pontuagdes 0 ou 4, sendo: as familias com acesso a
agua melhorada ou saneamento melhorado recebem
pontuacdo 4 para cada. As familias sem acesso a
agua potavel ou saneamento basico recebem uma
pontuagdo de 0 para cada. Ao final, essas

pontuacdes sdo somadas (0-8).

Ativos/bens*: QOito ativos prioritarios foram
selecionados, para cada ativo, as familias receberam
1 caso o tivessem e 0 se ndo o tivessem. Essas

pontua¢Bes foram somadas (total: 0-8).

Educacdo Materna: A mée de cada crianga
forneceu o nimero de anos de escolaridade que ela
completou, variando de 0 a 16 anos. Este nimero foi
dividido por 2 (total: 0-8).

Renda: A renda familiar mensal foi convertida em
dolares americanos usando a taxa de cambio de
janeiro de 2010. A renda foi dividida em categorias
usando as seguintes pontuac¢des e pontos de corte:
1 (0-26), 2 (26,01-47), 3 (47,01-72) , 4 (72,01-106), 5
(106,01-135), 6 (135,01-200), 7 (200,01-293), 8
(293+) (total: 0-8).

Total: As pontuacfes em dgua e saneamento, bens,
educacdo da mée e renda foram somadas e
divididas por 32 (total: 0-1).

Inseguranca

alimentar****

Inseguranca alimentar**** = Categoria da escala de
acesso a inseguranca alimentar doméstica, sendo: 1

= nenhuma instabilidade, 4 = alguma instabilidade.

*Adaptado a partir dos inquéritos dos Demographic and Health Surveys (DHS) (RUTSTEIN;

JOHNSON, 2004).

**Baseado nas definicdes da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (WHO, 2008).
***[ndice Water, Assets, Maternal education and household Income (WAMI), validado por Psaki et al.

(2014).

****Egtabelecido com base em Coates, Swindale, Bilinsky (2007) — FANTA.




3.3.3 Vigilancia:

amamentacao.
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variaveis clinicas (relacionados com a doenga) e

Durante as visitas domiciliares realizadas duas vezes por semana por

equipe de campo treinada, os cuidadores responderam a um questionério

padronizado desenvolvido para coletar um registro diario para coletar informacgdes

gerais sobre saude infantil (sintomas de tosse, febre, vomito, diarreia entre outros) e

ingestao alimentar basica (aleitamento materno) e uso de medicamentos conforme

demonstrado abaixo (Quadro 3).

Quadro 3. Vigilancia: variaveis clinicas e amamentacdo avaliada contra grupos de criangas com

infecgcbes subclinicas de Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) com e sem outros patdgenos

entéricos.

Categoria

Conceito para

capturar

Variavel definida

Variaveis de

vigilancia

Morbidades e

aleitamento

IRPA = soma dos dias com Infeccdo Respiratéria
Pulmonar Aguda (IRPA) diagnosticada por profissional
médico no periodo de 0-6 meses.

Antibiéticos = Relato materno de uso de antibidticos
pela crianca no periodo de 0-6 meses, sendo: 1 = sim, 0
=néo.

Aleitamento materno = dias com qualquer tipo de
aleitamento.

Desidratacdo = gravidade maxima de desidratacdo
durante o episédio de diarreia (1 = alguma
desidratacéo, 2 = desidratacdo grave)

Diarreia = Variavel binaria que indica se a crianc¢a teve
diarreia no periodo de 0-6 meses definida pelo estudo
ou ndo, sendo: 1 se > 2 fezes soltas nas 24hs ou
presenca de sangue nas fezes (disenteria).

Febre = varidvel definida com base nos relatos durante
episodio da doenga no decorrer do 0-6 meses. A febre
foi caracterizada como 0 se a temperatura maxima
relatada durante o episédio foi <37,5, 1 se a
temperatura fosse > 37,5 (definicdo de febre AIDPI)
Dias = total de dias de observacéo.
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Para estudo foram considerados:

% de dias com doenca respiratéria inferior =
Porcentagem de dias em relacédo ao episddio com IRPA
considerando o periodo de 0-6 meses.

% de dias de antibiotico = Porcentagem de dias em
relacdo ao episédio com uso de antibiético relatado nos
considerando o periodo de 0-6 meses.

% de dias com aleitamento = Porcentagem de dias
gque a criangca esteve em aleitamento materno
considerando o periodo de 0-6 meses.

% de dias com desidratacdo = Porcentagem de dias
em relagdo ao episodio com desidratacao considerando
o periodo de 0-6 meses.

% de dias com diarreia = Porcentagem de dias em
relagdo ao episddio com diarreia considerando o
periodo de 0-6 meses.

% de dias com febre = Porcentagem de dias em
relagdo ao episddio que a criangca esteve com febre

considerando o periodo de 0-6 meses.

3.3.4 Variaveis antropométricas

As medidas antropométricas foram coletadas mensalmente em todas as

criancas do estudo através de procedimentos padronizados (Quadro 3). O protocolo

do estudo usou uma prancha de medicdo de comprimento reclinada padréao (Schorr

Productions, Olney, MD) para medir o comprimento mensal de todas as criancas

inscritas com aproximacdo de 0,1 cm. Balancas digitais também foram usadas

mensalmente para medir 0 peso com aproximacdo de 100 g. Os escores z de peso

para idade (WAZ), comprimento para idade (LAZ) e peso para comprimento

(WLZ) foram calculados usando o Estudo de Referéncia de Crescimento Multi-Pais

da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2006).Dados antropométricos do

Paquistdo foram excluidos devido a preocupac¢des com a qualidade da medigéo.
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Quadro 4. Variaveis antropométricas avaliada contra grupos de criancas com infec¢des subclinicas

de Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) com e sem outros patégenos entéricos.

. Conceito para y .
Categoria Variavel definida
capturar

Delta LAZ: escore delta do comprimento para idade
considerando o periodo de 0-6 meses.

Parametros Avaliacéo de Delta WAZ: escore delta peso para idade
antropométricos crescimento considerando o periodo de 0-6 meses.
Delta WHZ: escore delta do comprimento para peso

considerando o periodo de 0-6 meses.

3.3.5 Variaveis laboratoriais: barreira funcional gastrointestinal,

biomarcadores imunolégicos e inflamatorios.

3.3.5.1 Procedimento para coleta de amostras

Amostras de fezes foram coletadas pela vigilancia ativa em visitas
domiciliares duas vezes por semana, durante episédios diarreicos (definidos como
23 fezes soltas em um periodo de 24 horas e separadas por 22 dias sem diarreia) e
durante visitas domiciliares mensais (amostras nao diarreicas). Para esta pesquisa,
utilizaram-se espécimes nao diarreicos que foram coletados durante a vigilancia
entre 1 a 6 meses de idade. Amostras urinarias também foram coletadas pela equipe
durante o periodo de investigacdo para a realizacéo de testes relacionados a funcao

de barreira intestinal a ser descrito a seguir.

3.3.5.2 Amostra de urina para avaliagdo da barreira gastrointestinal - teste de

lactulose/manitol

O teste lactulose/manitol foi usado para avaliar permeabilidade intestinal e a
capacidade de absorgéo, respectivamente, e foi administrado em criangas aos 3 e 6
meses através de protocolo padronizado, onde a média dessas 2 medicdes foi
usada para a analise. Sobre o protocolo, as criangas foram mantidas em jejum por 2
h antes e 30 min ap0s a administracdo da solucédo de acgucares, com excecdo do

leite materno, que foi permitido. Cabe ressaltar que, assim como ocorre com 0S
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medicamentos orais, vitaminas ou probidticos para célicas, isso ndo € considerado
uma violagdo da pratica do aleitamento materno exclusivo pelos profissionais de
saude.

Um volume da solucédo de Lactulose/Manitol foi oferecido a crianga por via
oral na seguinte proporcéo: 250 mg/mL de lactulose, 50 mg/mL de manitol e
osmolaridade de 1002 mOsm/L; numa dose de 2 mL/kg a uma dose maxima
administrada de 20 mL. A urina da crianca foi coletada continuamente por 5 h apds a
administracdo da solucdo e o volume total urinario foi registrado. Apés a coleta e
mensuragao da urina, adicionou-se 1-2 gotas de clorexidina (2,35%), em seguida as
amostras foram armazenadas no gelo para limitar o crescimento bacteriano. As
aliquotas de urina foram armazenadas a -70°C antes do teste (KOSEK et al., 2013).

Para mensurar as concentracdes de lactulose e manitol, foi utilizada duas
técnicas a depender dos paises. Cinco locais (Brasil, Nepal, Paquistdo, Tanzania e
Africa do Sul) usaram o sistema de HPLC no laborato6rio do Brasil; o Peru usou um
sistema comercialmente disponivel de cromatografia liquida / espectrometria de
massa (LC-MSMS) (Oregon Analytics Eugene, OR); e dois locais (Bangladesh e
india) usaram seus proprios sistemas de HPLC para medir as concentracoes
urinérias de lactulose e manitol, expresso como uma razao molar de lactulose para
manitol presente na urina. Em todo o processo utilizou-se protocolos padronizados e
atividades de controle de qualidade (LEE et al.,, 2014). Dados utilizados nesse

estudo foram relatados no Quadro 5.

3.3.5.3 Amostra fecal (alfa-1-antitripsina, mieloperoxidase, neopterina)

Através de um protocolo padronizado e ferramentas de coleta de dados
especificos, trés biomarcadores adicionais também foram medidos mensalmente em
fezes ndo diarréicas entre 0 e 6 meses de idade e a média dessas medidas foi
usada para esta analise para avaliar enteropatia ambiental, que incluiram: alfa-1-
antitripsina  (AAT), mieloperoxidase (MPO) e neopterina (NEO), conforme
demonstrado no Quadro 5. As amostras de fezes foram coletadas em um recipiente
estéril, divididas em aliquotas e armazenadas em criotubos a -20 ° C até a analise.
As amostras foram avaliadas utilizando kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para

AAT (Biovendor, Candler, North Carolina), MPO (Alpaco Salem, New Hampshire) e
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NEO (GenWay Biotech, San Diego, CA), conforme descricdo do fabricante (KOSEK
et al., 2013; MALED, 2014).

Quadro 5. Variaveis laboratoriais para avaliar integridade da barreira intestinal, biomarcadores
imunoldgicos e inflamatérios entre os grupos de criancas com infecces subclinicas de Escherichia

coli enteroagregativa (EAEC) com e sem outros patégenos entéricos.

) Conceito para » o
Categoria Variavel definida
capturar

Escore Z da % de manitol: escores z ajustados das
porcentagens de excrecdo de manitol na urina (%M)
baseado na média das duas medi¢Ges realizadas no
estudo (3 e 6 meses).

Escore Z da % de lactulose: escores z ajustados das
porcentagens de excrecdo de lactulose na urina (%L)
baseado na média das duas medicdes realizadas no
) estudo (3 e 6 meses).

Biomarcadores ) )
Escore Z da Lactulose/Manitol: escores z ajustados
pararespostas ~ ) )
] das porcentagens de excre¢do na urina a partir da
imuno-
Biomarcadores ] . relacdo lactulose e manitol (proporcéo), baseado na
inflamatorias e o ) )
o ] meédia das duas medi¢fes realizadas no estudo (3 e 6
funcdo intestinal
meses).

Mediana de AAT: concentracBes de alfa-1-antitripsina
obtidas pela média das medi¢Bes coletadas em
amostras mensais ndo diarreicas (0-6 meses)
Mediana de MPO: concentracdes de mioloperoxidase
obtidas pela média das medi¢cbes coletadas em
amostras mensais nao diarreicas (0-6 meses)
Mediana de NEO: concentra¢cbes neopterina obtidas
pela média das medi¢cdes coletadas em amostras

mensais ndo diarreicas (0-6 meses)
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3.4 Analise estatistica dos dados

Um TagMan Array Card personalizado (Thermo Fisher, Carlsblad, CA,
EUA) compartimentalizou os ensaios de gPCR baseados em sonda para 29
enteropatégenos. Para identificagdo da EAEC, foram considerados no estudo os
genes aaiC ou aatA, sendo o impacto da infeccdo EAEC sozinha e em combinacao
com qualquer outra coinfeccdo de patdgeno entérico avaliados através de PCR
quantitativo organizados em 7 grupos da coorte da seguinte forma: criangas sem
deteccdo de patdégenos em todas as amostras de fezes coletadas; criancas com
presenca apenas de EAEC em qualquer das amostras de fezes coletadas; criangas
com EAEC e apenas 1 outro patdgeno; criancas com EAEC e 2 outros patdgenos;
criancas com EAEC e 3 ou mais outros patdgenos; criangas com 1 ou 2 patdgenos
diferentes de EAEC; e criangcas com 3 ou mais patdgenos diferentes de EAEC.

As principais variaveis de resultado foram delta Z: WAZ, WLZ, LAZ 0-6
meses. As variaveis de desfecho secundario incluiram: a funcdo da barreira
intestinal, inflamacéo e associacdo de marcador de resposta imune inata nos grupos
de estudo, obtida pela média das medi¢cbes nos primeiros 6 meses de vida da
crianga.

Para andlise das variaveis categéricas, foi utilizado o teste do qui-quadrado
ou exato de Fisher, sendo utilizada analise de residuos, onde, aqueles que
apresentaram valores de residuos acima de 3 foram identificados entre os grupos
investigados. Os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis foram usados para comparar
variaveis continuas entre esses grupos, com andlise POST-HOC e correcdo de
Bonferroni.

Os coeficientes de correlagdo de Pearson também foram determinados para
analisar correlagbes entre as concentragdes dos diferentes biomarcadores
investigados no estudo.

O impacto nos escores de crescimento da crianga nos primeiros 6 meses de
vida foram analisados através da regressao linear multipla, onde as diferengas nas
pontuacbes do delta escore WAZ, WLZ e LAZ entre a inscricdo e 6 meses foram
analisadas contra a exposicdo EAEC com e sem outros patdgenos entéricos,
ajustadas para sexo, local, peso e comprimento na inscricdo, indice WAMI (agua /

saneamento, bens, escolaridade materna e renda), propor¢cdao de dias de
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amamentacao, sintomas de infecc¢ao respiratéria inferior aguda, uso de antibiéticos e
grupos com e sem EAEC e coinfecgbes para estimativa geral.

A andlise estatistica para fatores determinantes foi realizada através do
software SPSS Statistics 20.0 e regresséo linear multipla e graficos usando The
jamovi project (2021). jamovi. (Version 1.8) [Computer Software]. Valores de p <0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais da populacdo de estudo e grupos de criangas com

ECEA e coinfeccdes.

De 2.145 criangas inscritas na coorte, 1.659 tiveram acompanhamento
completo com vigilancia ativa de 90% (monitoramento ativo e continuo dos dados de
saude) até os 6 meses de idade. Ao longo desse periodo, todas as amostras de
fezes coletadas dos participantes nos diferentes locais de estudo foram avaliadas
quanto a presenca de genes portadores de cepas associados com ECEA e
coinfec¢cdes usando TagMan Array Cards (TAC). A distribuicdo das criangcas do
estudo a partir da proporcdo de ECEA identificada com base na detec¢do cumulativa

em fezes mensais - nao diarreicas, sao apresentadas na Figura 6 abaixo.

Figura 6 - Distribuicdo das crian¢as do estudo a partir da propor¢do de ECEA identificada com base

na deteccdo cumulativa em fezes mensais (n&o diarreicas) (n=1.659).

20.9%  20,8%

0,
17.9% 18,2%

13,2%

6,9%

N(%) de criangas

2,1%
o : > 3 4 5 &
Soma de EAEC cumulativa — fezes*

A coluna representa a propor¢cdo de criancas do estudo que apresentou ECEA em alguma das
coletas de fezes realizadas mensalmente (nos 6 primeiros meses do estudo).

*Soma de ECEA cumulativa — fezes: contagem de ECEA detectada nas amostras de fezes coletadas
no periodo (0: proporcdo de criangcas sem EAEC nas fezes coletas; 1: propor¢do de crian¢cas com
ECEA detectada em 1 amostra coletada no periodo, 2: proporcdo de criangas com ECEA detectada
em 2 amostras coletadas no periodo; 3: propor¢édo de criangcas com ECEA detectada em 3 amostras
coletadas no periodo; 4: proporgdo de criangas com ECEA detectada em 4 amostras coletadas no
periodo; 5: proporcdo de criangas com ECEA detectada em 5 amostras coletadas no periodo; 6:
proporcéo de criangcas com ECEA detectada em 6 amostras coletadas.
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Tabela 1 — Variaveis categoéricas determinantes associadas a presenca de Escherichia coli enteroagregativa de fezes nao diarreicas ao longo de 0 a 6 meses

de idade.
lou?2 3 ou mais ECEA_PO ECEA_P1 ECEA_P2 ECEA_P3 Sem
Patégenos Patégenos sem ggggg&zss P
sem ECEA ECEA
ho(oc/;i)l BG 3(3.3%) a 23 (14.6%) a 0 (0%) a 5 (7.2%) a 7 (7%) a 167 (14.4%) a 0 (0%) a <0,001*
BR 28 (30.8%) a, b 27 (17.1%) 8 (25.8%)ap 12 (17.4%)a,b 16 (16%) b 53 (4.6%) ¢ 21 (40.4%) 4
IN 4 (4.4%) a 5 (3.2%) a 1(3.2%) ab 6 (8.7%) ab 5 (5%) a 205 (17.7%) b 0 (0%) a
NP 32 (35.2%) a 31 (19.6%) a 9 (29%) a 15 (21.7%) a 21 (21%) a 104 (9%) 1 15 (28.8%) a
PE 2 (2.2%) o 18 (11.4%) 4 3(9.7%) a 4 (5.8%) a 13 (13%) 4 144 (12.4%) 4 3 (5.8%)a
PK 8 (8.8%) a 24 (15.2%) a 6 (19.4%) 13 (18.8%) 4 11 (11%) a 158 (13.6%) a 7 (13.5%) a
SA 14 (15.4%) a,b 27 (17.1%) ab 4(12.9%) ab 11 (15.9%) a b 23 (23%) b 135(11.7%) a  5(9.6%) a b
TZ 0 (0%) a, ¢ 3(1.9%) ac 0(0%) abc  3(4.3%) ab,c 4 (4%) . 192 (16.6%) b 1 (1.9%) a b, c
Total n (%) 91 (100%) 158 (100%) 31 (100%) 69 (100%) 100 (100%) 1158 (100%) 52 (100%)
Sexo (masc.) 46 (50.5%) a 84 (53.2%) 4 11 (35.5%) 4 39 (56.5%) a 53 (53%) a 591 (51%) a 24 (46.2%) 4 0,573
n (%) Total n (%) 91 (100%) 158 (100%) 31 (100%) 69 (100%) 100 (100%) 1158 (100%) 52 (100%)
Peso ao nascer <2500g (sim) 9 (10.7%) a 15 (10.9%) a 2 (7.4%) a 6 (10.9%) a 8 (9.2%) a 103 (11%) a 2 (4.4%) a 0,873
n (%) Total n (%) 84 (100%) 138 (100%) 27 (100%) 55 (100%) 87 (100%) 935 (100%) 45 (100%)
Escolaridade da mée <6 anos (sim) 22 (25%) a 58 (38.9%) a 9 (32.1%) a 21 (33.3%) a 24 (26.4%) a 440 (39.6%) b 12 (24%) a 0,007*
n (%) Total n (%) 88 (100%) 149 (100%) 28 (100%) 63 (100%) 91 (100%) 1110 (100%) 50 (24%)
Fonte de agua potavel (inadequada) 2 (2.3%) a 5 (3.4%) a 1(3.6%) a, b 4 (6.3%) a, b 5 (5.5%) a, b 150 (13.5%) b 1(2%) a b <0,001*
n (%) Total n (%) 88 (100%) 149 (100%) 28 (100%) 63 (100%) 91 (100%) 1111 (100%) 50 (100%)
f?[;same”to (inadequado) 5 (5.7%) a 26 (17.4%) & 4 (14.3%) ap 12 (19%) 4 18 (19.8%)a 426 (38.3%)p 5 (10%) a <0,001*
Total n (%) 88 (100%) 149 (100%) 28 (100%) 63 (100%) 91 (100%) 1112 (100%) 50 (100%)
Inseguranca alimentar (alguma) 39 (51.3%) a, b 80 (56.7%) a 16 (61.5%) a,b 32 (50%) a,b 46 (53.5%) a,b 455 (42.4%)p 30 (62.5%) a, b 0,001*

n (%)

Total n (%)

76 (100%)

141 (100%)

26 (100%)

64 (100%)

86 (100%)

1074 (100%)

48 (100%)

*Teste qui-quadrado ou exato de Fisher.

Cada letra subscrita denota um subconjunto de grupos de categorias de criangas cujas proporcdes de coluna ndo diferem significativamente umas das outras

no nivel 0,05.

Escherichia coli enteroagregativas (EAEC) com nenhum (P0), 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patégenos.
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4.2 Associacado de potenciais determinantes de risco com infecgdo subclinica
por Escherichia coli enteroagregativa, isoladamente ou em combinagdo com

outros patégenos.

A Tabela 1 resume as variaveis de risco categoéricas associadas a infec¢cdes
subclinicas de ECEA de fezes nado diarreicas durante os primeiros 6 meses de
idade. Com relacdo ao local de estudo, uma diferenca significativa esteve presente
entre os grupos (p<0,001). Quanto ao sexo e peso ao nascer < 2.500g, ndo houve
diferencas entre o0s grupos testados. Mdes com <6 anos de escolaridade,
saneamento e fontes de agua potavel inadequada e que apresentavam alguma
inseguranca alimentar foram significativamente mais frequentes em criangas com
infeccdes subclinicas de ECEA com =3 outros patégenos em comparagao com todos
oS outros grupos de criangas (p=0,007; p<0,001, p<0,001, p=0,001,
respectivamente).

A Tabela 2 mostra as variaveis de risco quantitativas associadas a infeccdes
subclinicas de ECEA de fezes nado diarreicas durante os primeiros 6 meses de
idade. O peso ao nascer nao diferiu entre os grupos investigados. Uma menor renda
mensal foi constatada no grupo ECEA e 3 ou mais patdgenos com diferencas
significativas quando comparada com todos os demais grupos (p<0,01), seguida por
ECEA com mais 1 outro patdégeno e 3 ou mais patégenos sem ECEA contra 0 grupo
sem patégeno detectado patégenos (p<0,05). A variavel anos de escolaridade das
maes foi menor no grupo ECEA com =3 outros patdégenos com diferenca significativa
em comparagao com 0s grupos: nenhum patégeno, ECEA e 2 outros patdgenos e 1
ou 2 patdogenos diferentes de ECEA patdégenos (p<0,05). O Status socioeconémico
medido por meio da pontuacdo de 8 ativos/bens obteve menores escores no grupo
ECEA combinada com 3 ou mais co-patdgenos contra todos os grupos de criancas
(p<0,05). Achados semelhantes também pode ser observado no indice wami (agua /
saneamento, bens domésticos, educagdo materna e renda familiar). Ainda sobre o
indice WAMI, proporc¢des reduzidas no grupo 3 ou mais patdgenos na auséncia de
ECEA contra o grupo sem patdégenos também foram detectadas (p<0,05).

A proporcao de dias de uso de antibidticos foi significativamente maior no
grupo de criangas com infecgdo subclinica com ECEA e 3 ou mais patdgenos do que
nos grupos sem patdégenos, 1 ou 2 patdogenos sem ECEA; ECEA e 2 outros

patogenos (p<0,01, p<0,001, p<0,05). A proporcao de dias com infeccéo respiratoria
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aguda, amamentacao, diarreia e febre ndo se diferiu entre os grupos investigados.
Apenas uma tendéncia a uma maior propor¢do de dias com desidratacdo esteve
associada ao grupo de criancas com ECEA com 2 outros co-patdégenos (p<0,064),

conforme mostrado na Tabela 2.



Tabela 2 — Variaveis quantitativas determinantes associadas a presenca de Escherichia
meses de idade.
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coli enteroagregativa de fezes ndo diarreicas ao longo de 0 a 6

1 ] . i ECEA_PO ECEA_P1 ECEA_P2 ECEA_P3 Sem patégenos
ou 2 Patégenos 3 ou mais patdégenos detectados p
sem ECEA sem ECEA

Peso ao nascer (kg)

Mediana 3.01 3.1 3 3.15 3.03 3 3.2 0,329

(P25 - P75) (2.8-3.42) (2.7-3.4) (2.8-3.25) (2.8-3.4) (2.8 - 3.46) (2.72-3.3) (2.8-3.5)

Ativos/bens (soma

dos escores de 8

ativos) 6 5 6 5 6 4* 7 <0,001

Mediana 5-7) 3B-7) 4-7 4-7) 4-7 (2-6) (5-8)

(P25 - P75)

Renda mensal (US$)

Mediana 193.6 148.38 194.05 147 154.66 103.27* 325.05%** <0,001

(P25 - P75) (94.15 - 339.95) (92.4 - 287.63) (110.8 - 309.88) (77 - 290) (100 - 315) (54.59 - 172.5) (176.8 - 395.36)

Anos de

fﬂsgd‘}ﬁ;dade da mae 9 8 9 7 9 75 9 <0,001

(P25 - P75) (5.5-12) (4-11) (5-12) (4-11) (5-11) (3-9) (6 - 10)

indice WAMI

Mediana 0.74 0.64¢ 0.77 0.63 0.7 0.5* 0.82 <0,001

(P25 - P75) (0.6 - 0.86) (0.5-0.8) (0.56 - 0.83) (0.55-0.77) (0.5-0.84) (0.34 - 0.67) (0.63 - 0.88)

% de dias com

?:si)r;fzi‘toria inferior 333 1.36 0 081 216 0.54 0 0,675

Medi (0-4.32) (0-2.99) 0-0) (0.27 - 1.63) (0 - 3.26) (0-3.32) 0-0) '
ediana

(P25 - P75)

% de dias

oo ::;b'o“co 0 2.75 2.73 3.01 1.09 4.08 0 <0,001

(P25 — P75) (0-5.41) (0-10.33) (0-8.24) (0-16.94) (0-7.44) (0-10.73) (0-4.19)

Testes Anova ou Kruskal-Wallis com andlise POST-HOC e corre¢éo de Bonferroni.
Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) sem nenhum (P0), 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patdégenos.
Ativos/bens (soma de 8 pontuagdes; possui colchdes, cadeira, mesa, TV, geladeira, conta bancéria, cozinha, <2 pessoas por comodo)
WAMI (soma das seguintes variaveis: agua/saneamento, bens, escolaridade materna e renda; diviséo do total por 32)
*ECEA_P3 versus todos os outros grupos (p<0,05).
** ECEA e 3 ou mais patdgenos versus grupos sem patdgenos, 1 ou 2 patégenos sem ECEA; ECEA e 2 outros patégenos (p<0,05);
**ECEA_P1 e 3 ou mais patégenos sem ECEA versus nenhum patégeno (p<0,05).

SECEA _P3 versus nenhum patégeno, EAEC P2, 1 ou 2 patégenos detectados (p<0,05).

¢grupo 3 ou mais patdégenos na auséncia de ECEA versus grupo sem patégenos (p<0,05).
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Tabela 2 — Variaveis quantitativas determinantes associadas a presenca de Escherichia coli enteroagregativa de fezes nao diarreicas ao longo de 0 a 6 meses
de idade (continuacao).

. . ) ECEA_PO ECEA P1 ECEA_P2 ECEA_P3 Sem patégenos

1 ou 2 Patbgenos 3 ou mais patdégenos detectados p

sem ECEA sem ECEA

% de dias
,\‘jl‘;’é‘i :r'gtamemo 98.36 97.83 98.29 97.84 98.37 98.27 98.82 0,148
(P25 - B75) (94.59 - 99.46) (94.59 - 98.9) (94.02 - 99.39) (95.11 - 98.91) (95.64 - 99.45) (96.55 - 98.88) (95.11 - 100)
% de dias
&‘;’;‘i:ﬁ:'dratagao 8.24 9.24 9.84 8.11 11.64 4.37 11.54 0,062
(P25 P75) (3.26 - 22.16) (4.89 - 20.22) (3.55 - 39.72) (1.09 - 9.19) (2.22 - 16.94) (2.17 - 8.65) (5.95 - 27.57)
% de dias
‘,fﬂoergigf;e'a 0 11 0.57 1.15 0.83 1.14 1.7 0,996
(P25 - P75) (0-7.07) (0 - 4.95) (0 - 7.69) (0 - 6.56) (0-7.38) (0 - 4.86) (0 - 5.43)
% de dias
‘,fﬂoergi;‘;bare 0 0 0 0 0 0 0 0,157
(P25 P75) (0-0) (0-0) -0) (0-0) -0) -0) -0)

Testes Anova ou Kruskal-Wallis com andlise POST-HOC e corregdo de Bonferroni.

Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) sem nenhum (P0), 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patégenos.

Ativos/bens (soma de 8 pontuagfes; possui colchdes, cadeira, mesa, TV, geladeira, conta bancéria, cozinha, <2 pessoas por comodo)
WANMI (soma das seguintes variaveis: agua/saneamento, bens, escolaridade materna e renda; divisao do total por 32)

*ECEA_P3 versus todos os outros grupos (p<0,05).

** ECEA e 3 ou mais patdgenos versus grupos sem patégenos, 1 ou 2 patégenos sem ECEA; ECEA e 2 outros patdgenos (p<0,05);
**ECEA_P1 e 3 ou mais patdgenos sem ECEA versus nenhum patégeno (p<0,05).

SECEA_P3 versus nenhum patégeno, EAEC_P2, 1 ou 2 patdgenos detectados (p<0,05).

¢grupo 3 ou mais patégenos na auséncia de ECEA versus grupo sem patégenos (p<0,05).
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4.3 Marcadores da Dbarreira funcional gastrointestinal e respostas

imunoinflamatérias

Marcadores para avaliacdo da integridade da barreira gastrointestinal foram
investigados, onde a medida pela relagéo lactulose/manitol foi alterada (p=0,043).
Essa resposta provavelmente foi impulsionada pelos escores z ajustados das
porcentagens de lactulose excretado na urina nos respectivos grupos, sendo
significativamente maior entre o grupo 3 ou mais patégenos com ECEA quando
comparado com o grupo 1 e 2 patdgenos na auséncia de ECEA (p=0,022). Os
escores z ajustados das porcentagens de manitol ndo diferiram entre os grupos de
criancas (Tabela 3).

As concentragbes de MPO nas fezes foram significativamente maiores na
infeccdo subclinica de ECEA com =3 outros grupos de patdégenos do que nos grupos
3 ou mais patégenos sem ECEA (p<0,001) e sem patdégenos detectados (p=0,013).
Os marcadores de alfa-1 antitripsina e neopterina nas fezes ndo apresentaram
diferencas quando seus valores foram comparados entre todos 0S grupos

investigados conforme demonstrado na Tabela 3.



Tabela 3- Biomarcadores associados a nenhum patégeno ou com Escherichia coli enteroagregativa e coinfec¢gdes com outros agentes patogénicos.
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. 3 ou mais ECEA_PO ECEA_P1 ECEA_P2 ECEA_P3 Sem patdgenos
1 ou 2 Patégenos . p
sem ECEA patégenos sem detectados
ECEA

Z escore %
:\jggl‘;ﬂze 0.71 0.91 0.51 0.88 0.92 0.98* 0.67 0,022
(P25 - P75) (0.18 - 1.23) (0.4 - 1.62) (0.1 -1.34) (0.36 - 1.56) (0.21 - 1.56) (0.27 - 1.69) (-0.05 - 1.12)
Z escore %
ﬂ?ﬂ.’;ﬂ; 0.38 0.4 0.12 0.4 0.23 0.44 0.43 0,524
(P25 - p75) (-0.09 - 0.98) (-0.1 - 0.96) (-0.55 - 0.86) (-0.06 - 0.86) (-0.28 - 0.76) (-0.13 - 0.98) (-0.18 - 1.06)
Z escore
lactulose/manitol
razéo 0.05* 0.3 0.5 0.34 0.31 0.25 0.08 0,043
Mediana (-0.29 - 0.49) (-0.03 - 0.62) (-0.29 - 0.8) (-0.25 - 0.79) (-0.12 - 0.83) (-0.15 - 0.67) (-0.26 - 0.46)
(P25 — P75)
Mieloperoxidase
Rﬂge’é?;na 6906.51 5789.24 4630.37 7545.12 6649.14 8646.83* 5057.09 <0,001
(P25 - P75) (3613.36 -14387.87)  (2948.16 - 11264.99) (3752.58 - 8697.56) (4174.41 - 13693.33) (3229.12 - 11705.15)  (4538.1 - 15770.02)  (2319.9 -10103.98)
Neopterina
R‘A”;;Z'r"a 1876.69 1954.13 1841.93 1978.48 1976.04 1868.26 1588.35 0,703
(P25 - PT5) (1340.15 - 3070.77)  (1108.28 - 3262.19)  (1255.25 -3160.03)  (1295.64 - 3690.69)  (1231.95 - 3131.16)  (1028.28 - 2956.05)  (1128.89 -2900.94)
Alfa-1-
ﬁﬂrgétigrﬁ’:'”a' ma/g 0.43 0.43 0.44 0.48 0.36 0.39 0.39 0,140

(0.25 - 0.75) (0.27 - 0.71) (0.26 - 0.98) (0.23 - 0.8) (0.22 - 0.66) (0.24 - 0.64) (0.26 - 0.68)

(P25 — P75)

Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) sem nenhum (P0), 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patégenos.
% Lactulose, % Manitol e Lactulose: As pontuagfes z da proporcédo de manitol atribuiram valores médios ao longo de 3 e 6 meses para a faixa etaria
cumulativa de 0 a 6 meses.
Mieloperoxidase, neopterina e alfa-1-antitripsina atribuiram valores médios no intervalo cumulativo de 0 a 6 meses.
Testes Anova ou Kruskal-Wallis com andlise POST-HOC e corregéo de Bonferroni.
* ECEA_P3 versus 1 e 2 patdgenos na auséncia de ECEA (p<0,05)

** ECEA_P3 versus 3 ou mais patdgenos sem ECEA e sem patdgenos detectados (p<0,05)
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Analise de correlagéo foi utilizada entre os biomarcadores do estudo,

onde as concentracbes de lactulose

correlacionaram-se positivamente com as

concentracfes de manitol (p<0,001, R=0,601), Razdo Lactulose/Manitol (p<0,001,
R=0,271), Neopterina (p=0,011, R=0,062), Alfa-1-antitripsina (p=0,002, R=0,075).

Concentra¢des da alfa-1-antitripsina também correlacionaram-se positivamente com

as concentracdes de manitol (p=0,004, R=0,070) e Mieloperoxidase (p<0,001,

R=0,188). A relacdo Lactulose/Manitol correlacionou-se inversamente com as

concentracfes de Manitol (p<0,001, R= - 0,500) e Mieloperoxidase (p=0,008, R= -

0,065), de acordo com Tabela 4.

Tabela 4 — Correlacdo das concentracdes de

gastrointestinal e resposta imuno-inflamatéria.

biomarcadores para avaliacdo da barreira funcional

Z escore da Z escore

Z escore da Mieloperoxidase Neopterina  Alfa-1-

% lactulose da % lactulose/ antitripsina
manitol manitol
Z escore % R -
lactulose P -
Z escore % R 0,602*** -
mannitol P <0,001 -
Z escore R 0,269%** -0,501*** -
lactulose/manitol P <0,001 <0,001 -
razao
Mieloperoxidase R -0,028 0,031 -0,070*** -
P 0,258 0,202 0,004 -
Neopterina R 0,059* 0,043 0,018 -0,007 -
P 0,017 0,084 0,475 0,771 -
Alfa-1-antitripsina R 0,076** 0,069** -0,034 0,189*** 0,036 -
P 0,002 0,005 0,174 <0,001 0,149 -

Analise de Correlagdo de Pearson's
* p valor <0.05

**p valor <0.01

***n valor <0.001
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4.4 Associacdo das infec¢cBes subclinicas de ECEA isoladamente ou

combinadas com qualquer outro patdégeno no crescimento infantil.

As infec¢cbes subclinicas dos grupos de ECEA e coinfeccdes foram
associados com o crescimento cumulativo medido até os 6 meses de idade. A
Tabela 5 resume as pontuacdes delta escore WHZ, WAZ e LAZ, onde o grupo de
ECEA com =23 outros patégenos mostraram um delta LAZ prejudicado em
comparacao com 0s grupos: criancas com 1 e 2 patdgenos sem ECEA (p<0,001),
ECEA apenas (p=0,035) e no grupo sem patdgenos (p<0,001). Para o delta escore
WAZ , uma reducgéo significativa esteve associada entre o grupo ECEA com =3
outros patdgenos quando comparado com 0s seguintes grupos: criancas com 1, 2 e
23 patogenos sem ECEA (p<0,001; p=0,06) e ECEA com 2 outros patdgenos
(p<0,001). Menores escores do WHZ foram associados com o grupo ECEA e 3 ou
mais co-patégenos em comparacdo com o grupo 1 e 2 patdgenos na auséncia de
ECEA (p=0,040) e com o grupo de ECEA e 2 outro patdgenos (p=0,022).
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Tabela 5 — InfecgBes subclinicas de ECEA isoladamente ou combinadas com qualquer outro patdgeno no crescimento infantil cumulativo.

1 . . . ECEA_PO ECEA_P1 ECEA_P2 ECEA_P3 Sem patégenos

ou 2 Patégenos 3 ou mais patégenos detectados p
sem ECEA sem ECEA

Delta LAZ

Median 0.27 0.12 0.29 -0.14 -0.02 -0.23* 0.26 <0001

(P25 - P75) (-0.43-0.91) (-0.67 - 0.54) (-0.18 - 0.75) (-0.67 - 0.78) (-0.64 — 0.85) (-0.89 - 0.38) (-0.20 - 1.20) '

Delta WAZ

Median 0.76 0.46 0.53 0.44 0.55 0.06** 0.38 <0.001

(P25 - P75) (-0.06 - 1.53) (-0.22 - 1.20) (-0.09 - 1.39) (-0.29 - 1.29) (-0.04 - 1.47) (-0.59 - 0.88) (-0.01-1.01) '

Delta WLZ

Median 1.07 0.71 0.79 0.73 0.95 0.48*** 0.34 0.001

(P25 - P75) (0,04 - 1.77) (0.04 - 1.68) (-0.38 - 2.42) (-0.37 - 1.66) (-0.09 - 2.03) (-0.35 - 1.46) (-0.37 -1.29) ’

Escores z cumulativos (0—6 meses de acompanhamento) para peso por altura (WLZ), peso por idade (WAZ) e comprimento por idade (LAZ).
Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) sem nenhum (P0), 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patégenos.

Os dados do Paquistéo foram excluidos da analise.

Testes Anova ou Kruskal-Wallis com andlise POST-HOC e corregdo de Bonferroni.

*ECEA_P3 versus nenhum patégeno, ECEA PO, 1 ou 2 patégenos sem ECEA (p<0,05)

*ECEA_P3 versus ECEA_P2, 1,2 e 3 ou mais patégenos sem ECEA (p<0,05)

*»**ECEA_P3 versus ECEA_P2, 1, 2 e 3 ou mais patégenos sem ECEA (p<0,05)

Uma regressao linear para avaliacdo de multiplos fatores foi realizada. Embora na andlise ndo tenha sido detectado uma
diferenca estatistica no grupo de ECEA isoladamente, ao avaliar o crescimento ao longo dos primeiros 6 meses de vida, uma
diferenca significativa pode ser observada no delta LAZ quando ECEA estava presente com 3 ou mais co-patogenos (reducéao de
0,418 do delta comprimento/idade em comparagdo com criangcas sem patdgenos, p=0,004), conforme demonstrado na Figura 7-A.

Detalhes da regressao pode ser visto na Tabela 6.
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Figura 7 - Impacto no crescimento infantii aos 6 meses de idade através dos escores
antropométricos (delta LAZ, WAZ, WHZ 0-6m) por ECEA com ou sem co-patégenos em
comparagao com criangas sem patdégenos entéricos.
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Ajustado em modelo de regresséo linear para sexo, peso e comprimento na matricula, indice WAMI (dgua/saneamento,
bens, escolaridade materna e renda), propor¢céo de dias de amamentacao, inseguranca alimentar, uso de antibiéticos e
grupos com e sem ECEA, e co-infec¢des para estimativa geral.

Variavel dependente: escores antropométricos (delta LAZ, WAZ, WLZ 0-6m);

Variaveis independentes: grupos associados & ECEA : Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) sem nenhum (PO0), 1
(P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patdgenos.

Os dados do Paquistéo foram excluidos da analise.
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Tabela 6— Regresséo linear dos escores antropomeétricos (delta LAZ, WAZ, WLZ 0-6m) pelos grupos

de criancas investigados.

GRUPOS ESTIMATIVAS ERRO t p
(BETA) PADRAO
Delta LAZ
lou2Pato_sem_ECEA — No_pato 0,00970 0.17224 0,0563 0.955
3ou+Pato_sem_ECEA — No_pato -0.24903 0.15951 -1.5612 0.119
ECEA_PO — No_pato -0.09796 0.23714 -0.4131 0.680
ECEA_P1 — No_pato -0.26804 0.18490 -1.4496 0.147
ECEA_P2 — No_pato -0.25195 0.17090 -1.4742 0.141
ECEA_P3 — No_pato -0.41816 0.14352 -2.9136 0.004*
Delta WAZ
lou2Pato_sem_ECEA — No_pato 0.25809 0.19448 1.3271 0.185
3ou+Pato_sem_ECEA — No_pato -0.08463 0.18011 -0.4699 0.639
ECEA_PO — No_pato 0.06262 0.26777 0.2338 0.815
ECEA_P1 - No_pato -0.11436 0.20879 -0.5477 0.584
ECEA_P2 — No_pato 0.16793 0.19298 0,8702 0.384
ECEA_P3 - No_pato -0.28274 0.16206 -1.7447 0.081
Delta WLZ
lou2Pato_sem_ECEA — No_pato 0.3147 0.22234 1.4155 0.157
3ou+Pato_sem_ECEA — No_pato 0.0754 0.20591 0,3664 0.714
ECEA_PO — No_pato 0.1289 0.30612 0.4210 0.674
ECEA_P1 — No_pato 0.0528 0.23869 0.2213 0.825
ECEA_P2 — No_pato 0.4013 0.22062 1,8191 0.069
ECEA_P3 — No_pato -0.0611 0.18527 -0.3297 0.742

Ajustado em modelo de regressao linear para sexo, peso e comprimento na matricula, indice WAMI
(dgua/saneamento, bens, escolaridade materna e renda), proporcdo de dias de amamentacao,
inseguranca alimentar, uso de antibiéticos e grupos com e sem ECEA, e co-infec¢cfes para estimativa
geral.

Variavel dependente: escores antropométricos (delta LAZ, WAZ, WLZ 0-6m);

Variaveis independentes: grupos associados & ECEA : Escherichia coli enteroagregativa (ECEA) sem
nenhum (P0), 1 (P1), 2 (P2) e 3 (P3) ou mais quaisquer outros patégenos. No_pato: sem patdgenos
detectados.

Os dados do Paquistdo foram excluidos da analise.
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5 DISCUSSAO

A ECEA tem sido cada vez mais reconhecida como um enteropatégeno que
apresenta impacto relevante na saude infantil, reconhecido como principal patégeno
bacteriano entérico em paises menos desenvolvidos, principalmente entre criancas
nos primeiros 2 anos de vida, com e sem diarreia evidente (FAGUNDES; AFFONSO,
2000; MONDAL et al., 2009).

Varios estudos relataram uma associacdo entre variaveis determinantes e
infeccdo por ECEA (MORAIS, 1997; AKTER, 2013), no entanto, poucos estudos
investigaram também a infeccdo subclinica (ROGAWSKI at al, 2017) e a
codeteccdo simultaneamente (LIMA et al., 2018). Outro aspecto que continua
indeterminado tem sido 0s mecanismos envolvidos na associacao entre a ocorréncia
de prejuizo no crescimento linear e inflamacdo entérica em criancas, que também
tém sido apontados como desfechos (ROGAWSKI et al., 2018; RINA et al., 2021).
Cabe ressaltar que associacfes comparaveis entre infec¢do subclinica por ECEA e
a co-deteccdo com outros enteropatdgenos foi relatada apenas no estudo de Lima et
al. (2018), utilizando da analise por microbiol6gia convencional para detec¢éo dos
genes diagndticos.

Diante desse contexto, o presente trabalho se concentrou em investigar as
variaveis associadas as coinfec¢des por ECEA subclinica diagnosticados através da
plataforma Tagman para melhor compreender o impacto da ECEA sozinha e
coinfecgBes nos escores de crescimento e disfungdo entérica ambiental. Através
dessa plataforma foi possivel realizar andlise da expressao génica em larga escala
com algumas vantagens em relacdo aos métodos convencionais, como: alta
multiplexacdo, precisdo e sensibilidade, automatizacdo e padronizacéo,
quantificacdo absoluta, amostragem em larga escala e minimizacdo do risco de
contaminacgao cruzada entre amostras, contribuindo para resultados mais confiaveis.

Conforme relatado anteriormente, utilizou-se do estudo caso-controle
aninhado a partir da coorte MAL-ED para investigar os grupos de ECEA e
coinfecgdes a partir de variaveis determinantes. Com essa abordagem, os controles
(excludentes) foram determinados apéds a identificacdo dos casos (ECEA e co-
patdgenos) detectados nas fezes nao diarreicas.

Cabe ressaltar que em primeiro estudo do MAL-ED, no qual utilizou um

protocolo de microbiologia padronizado para analise, foi documentada a deteccao
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frequente de ECEA na auséncia de sintomas diarreicos, assumindo o segundo lugar
como patdégeno mais prevalente em fezes assintomaticas no primeiro ano de vida
(PLATTS MILLS et al., 2018). Com a reanalise, utilizando a plataforma de ensaio
TAC, infeccOes causadas por ECEA foram para a décima primeira colocacdo em
nivel de prevaléncia nos primeiros 2 anos de vida, ainda assim assumindo forte
impacto entre os 29 enteropatégenos investigados (PLATTS-MILLS et al., 2018).

No estudo do MAL-ED et al. (2014) foi realizada uma ampla investigacédo dos
potenciais fatores que estariam associados com a infeccbes por varios
enteropatdgenos, bem como ajustes robustos para possiveis fatores de confuséo,
como sexo, peso ao nascer, local do estudo, fatores relacionados a doenca,
amamentacao e nivel socioeconémico dos participantes, além de informacgdes sobre
a mae ou cuidador da crianca. Dados que foram coletados criteriosamente por
equipe de campo em visitas realizadas duas vezes na semana junto as familias
participantes.

Reportando-se as variaveis determinantes investigadas, componentes do
nivel socioeconémico (menor renda mensal e escolaridade das maes, saneamento e
fontes de agua potavel inadequados) foram significativamente mais comuns em
criancas com infec¢Bes subclinicas de ECEA com =3 outros patdgenos em
comparagcdo com todos o0s outros grupos de criancas. Achados semelhantes
também foram evidenciados com o status sosioecondmico medido através da soma
de 8 ativos e indice WAMI (4gua / saneamento, bens domésticos, educacdo materna
e renda familiar). Desse modo, os dados dessa pesquisa S&o consistentes e
reforcam dados de um estudo anterior, o qual também considerou a ECEA,
coinfeccao e os fatores determinantes acima, porém com a possibilidade de anélise
de maior precisdo e automacao através da plataforma utilizada. (LIMA et al., 2018).

Segundo Keusch et al. (2006), embora ndo seja possivel distinguir classe
social, raca ou sexo, as doencas diarreicas acometem principalmente criancas de
paises em desenvolvimento, diretamente relacionadas com contextos de pobreza
para uma maior frequéncia e severidade dos quadros diarreicos. A pobreza esta,
em geral, associada com condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatorias, aglomeracao
de pessoas habitando a mesma residéncia, armazenamento e acesso inadequado
dos alimentos, dificuldade de acesso a agua potavel e condi¢cdes sanitérias
desfavoraveis, além de co-habitagdo com animais domeésticos que podem abrigar

muitos patdogenos humanos (KEUSCH et al., 2006).
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Como estratégias de intervencdo em variaveis determinantes, WHO (2004)
aponta que melhorias no abastecimento de agua, saneamento e higiene podem
prevenir varios agravos, principalmente as doencas diarreicas, que é considerada
um problema de saude publica geograficamente abrangente podendo atingir varias
idades, considerada como uma das principais causas de morbimortalidade em
paises em desenvolvimento, especialmente em criancas menores de 5 anos, que
vivem em condi¢cfes sanitarias desfavoraveis.

Ensaios clinicos randomizados recentes também demostraram bons
resultados ao empregar estratégias que visassem manejo adequado da agua, boas
praticas de higiene e saneamento basico para reduzir doencas entéricas (NULL et
al., 2018; LUBY et al., 2018). Contudo, esses fatores ja foram documentados como
alternativas imprescindiveis para o combate de infeccbes entéricas.

Outro fator analisado foi o nivel de escolaridade materna (< 6 anos), onde
maes com menor escolaridade do grupo de criangas com ECEA e 3 ou mais co-
patdogenos foram mais prevalentes entre todos os grupos investigados. Em estudo
recente dentro da mesma coorte, a educacdo materna deficiente entre outros
fatores, também foi considerada como possiveis fatores de risco para infeccdes
ECEA por diferentes cepas gendmicas, contribuindo para um crescimento linear
reduzido na infancia (RINA et al., 2021).

Diversos estudos tém relatado as consequéncias das infec¢cdes entéricas,
mesmo as assintomaticas, e da desnutricdo ocorridas nos primeiros anos de vida no
crescimento e desenvolvimento das criancas. Cabe ressaltar que as doencas
diarreicas na primeira infancia tém sido associadas com prejuizos ao ganho de peso
e altura, com consequente risco para o desenvolvimento de desnutricdo, que, por
sua vez, gera um aumento na frequéncia e duracédo de novos episédios diarréicos. O
impacto desse ciclo vicioso a longo prazo inclui distlirbios metabdlicos, com
deficiéncias na absorcéo e re-captacdo intestinal de nutrientes e drogas, gerando
danos fisicos e cognitivos e dificuldade no tratamento de outras doencas seérias
(GUERRANT et al., 2008).

Registros sobre amamentacdo também foram avaliados e, embora a
porcentagem de dias de amamentacdo até os 6 meses de idade tenha sido
identificada numa menor frequéncia no grupo de infeccdo apenas por ECEA, nao
houve significAncia estatistica. Vale salientar que o aleitamento materno no primeiro

ano de vida desempenha um importante papel como fator de protecéo para infeccao
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por enteropatogenos, conforme evidenciado em diversos estudos (ROUGAWSKY et
al., 2017; DAVISSE-PATURET, 2019). A amamentacao também foi relacionada a
um risco reduzido de infec¢cbes gastrointestinais no primeiro ano de vida em um
ensaio randomizado sobre promocdo do aleitamento materno (KRAMER et al.,
2001).

Segundo recomendacgédo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a prética
do aleitamento exclusivo deve ocorrer por 6 meses, ou ho minimo nos primeiros 4
meses de vida (WHO, 2003). Essas recomendacdes foram baseadas principalmente
no efeito protetor da amamentacao contra a morbimortalidade infecciosa (VICTORA
et al., 2016), j& que componentes do leite materno, como imunoglobulina A (IgA) ou
leucdcitos maternos, podem complementar e promover o sistema imunoldgico
imaturo do recém-nascido (FILD, 2006). Esses anticorpos integram-se a mucosa
gastrointestinal, dificultando a aderéncia e colonizacdo da mucosa do trato digestivo
infantil por patdgenos entéricos. Outras células imunes, como macrofagos,
neutrofilos e eosindfilos, e substancias com propriedades probidticas e antibidticas,
como a lisozima e o fator bifido, também estdo presentes no leite materno e
contribuem para a sua caracteristica protetora, combatendo a instalacdo de agentes
envolvidos na etiologia das doencas diarréicas (ARAUJO et al., 2007).

Fatores clinicos relacionados aos episddios de doenca nos primeiros 6 meses
também foram analisados através da proporcdo de dias nesse periodo como:
infeccdo respiratéria aguda, desidratacdo, diarreia e febre, porém ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos analisados. Cabe ressaltar que apenas uma
tendéncia (p=0,064) a uma maior propor¢cao de dias com desidratacdo nos primeiros
6 meses esteve associada a infeccdo por ECEA com 2 outro co-patogenos
presentes. Esse achado poderia ser justificado por manifestacdes clinicas em algum
momento anterior associado a ECEA, tendo em vista que infeccdes por esse
patdogeno se caracterizam por episodios de diarreias com quadros persistentes
(acima de 14 dias), podendo também apresentar vomitos levando a uma perca de
liguido aumentada; assim como ser atribuida a uma ingesta liquida reduzida,
promovendo assim a desquilibrios hidroeletroliticos na crianca.

Uma maior proporcdo de dias de antibidtico também foi significativamente
maior no grupo ECEA com 3 ou mais patdgenos com algumas associagdes
comparaveis, como por exemplo contra 1 e 2 patdgenos sem ECEA. Esse dado

pode ser preocupante, tendo em vista que ndo sé a elevada carga de patogenos,
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mas sim, a presenca de ECEA foi responsavel por impulsionar essa associacdo no
grupo investigado, o que faz refletir sobre um ponto importante, possibilidade de
resisténcia microbiana em decorréncia do uso indiscriminado desse tipo de
medicacédo, problema com forte impacto na saude publica.

Um estudo anterior que avaliou dados da mesma coorte para uso de
antibiéticos identificou que a exposicao repetida a antibidticos era comum no inicio
da vida, e o tratamento de diarreia ndo sanguinolenta e doencas respiratorias nao
especificas ndo era consistente com as recomendacdes internacionais de saude
(ROGAWSKY, 2017). Cabe ressaltar, que para as doencas diarreicas, a reidratacao
oral adequada, suplementacéo de zinco e a manutencdo do balanco eletrolitico sdo
as principais fontes de tratamento utilizado, sendo restrito uso de antobidticos
apenas a casos graves, disenteria ou infec¢des extra-intestinais; e apenas infec¢des
respiratérias que acometem o trato respiratério inferior podem necessitar de terapia
antimicrobiana (WHO, 2006; TERNHAG et al., 2007; SMITH & FRATAMICO, 2010).

O TGI normal regula a absorcao e secrecdo de agua e eletrolitos de acordo
com as necessidades fisioldgicas corporais. As TJs sdo estruturas dinamicas,
capazes de adaptacdo a diversas condi¢cdes fisiolégicas e patologicas, e
representam a principal barreira entre os enterécitos, controlando o movimento de
adgua e solutos entre o lumen intestinal e o espago intersticial (ANDERSON; VAN
ITALLIE, 1995). Um elevado numero de microorganismos tem se mostrado capaz de
exercer efeitos lesivos diretos e indiretos as TJs e a outras estruturas intestinais,
comprometendo, assim, o papel do epitélio intestinal como mediador central na
interacdo entre o0 organismo e o0 ambiente externo (UZZAU; FASANO, 2000;
GEWIRTZ et al., 2002; FASANO; NATARO, 2004).

Em se tratando da Disfuncdo Entérica Ambiental (DEA), esta € caracterizada
por uma desordem intestinal subclinica de alta prevaléncia em paises de baixa e
média renda e atribuivel a infeccdo por muitos enteropatdgenos ambientais de
natureza bacteriana, viral e parasitaria. Os mecanismos que contribuem para a falha
de crescimento na DEA incluem aumento da permeabilidade intestinal, inflamacé&o
intestinal, translocacdo bacteriana, ma absorcdo de nutrientes e inflamacao
sistémica (RINA et al., 2021).

N&o ha evidéncias claras que apontem a(s) causa(s) de DEA que precedem a
desnutricdo significativa quando a incidéncia de infeccdo entérica com efeitos

conhecidos na estrutura e funcdo do intestino aumenta. Ademais, nenhum
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biomarcador Unico conhecido atualmente indica de forma confiavel a presenca de
déficits intestinais funcionais precoces que contribuem para a falha de crescimento.
Para estabelecer critérios diagndsticos € necessario avaliar 0s parametros
cuidadosamente escolhidos de funcdo e lesdo o mais cedo possivel apds o
nascimento e, posteriormente, em série (KEUSCH et al., 2014).

A avaliacdo supracitada inclui: fungéo absortiva, a permeabilidade da mucosa,
a inflamacdo e a ativagdo imune. Alguns biomarcadores podem ser citados:
manitol e captacéo paracelular de lactulose (Absorcao intestinal e permeabilidade da
mucosa), mieloperoxidase (para inflamacao), neopterina (Translocacdo microbiana e
ativacdo imune) (KEUSCH et al., 2014).

No que concerne a funcdo da barreira intestinal, medida pela relacédo
lactulose/manitol, os escores razdo LM foram significativamente maiores entre os
grupos ECEA com 3 ou mais patégenos e 3 ou mais patdgenos sem ECEA quando
comparado com o grupo de 1 ou 2 patégenos sem ECEA (p= 0,043), resposta
provavelmente foi impulsionada pelos escores z ajustados das porcentagens de
lactulose excretado na urina nos respectivos grupos (p=0,022).

Esses achados demonstram que a maior carga de patdgenos, mesmo na
auséncia de sintomas clinicos, estiveram associadas com alteracdo da barreira
intestinal por aumentar a permeabilidade e lesdo. Vale ressaltar que esse foi 0
primeiro estudo que mostrou alteracdo de barreira intestinal através da infeccéo
assintoméatica e co-deteccdo de patdgenos, uma vez que esses dados ndo foram
encontrados em outras investigacoes.

No presente estudo, a concentracdo de MPO das criancas também foi
analisada, sendo esta significativamente maior em criancas com ECEA e 3 ou mais
patégenos em comparacdo com as concentracdes em criangas: sem patégeno
detectado, 3 ou mais co-patégeno sem ECEA e ECEA mais 2 outros patdgenos (p=
0,001), indicando uma resposta inflamatéria gastrointestinal substancial mesmo em
criangas assintoméaticas. Esses resultados sdo consistentes com base em evidéncias
de estudo anterior que analisou colonizagdo por ECEA sem sintomas evidentes e
codeteccao por microbiologia convencional (LIMA, et al., 2018) e reforcam o impacto
da ECEA para inducdo da resposta inflamatoéria intestinal frente a outros patégenos
em infeccao subclinica.

Outros biomarcadores fecais foram investigados no estudo. A AAT

caracteriza-se como um biomacador de perda proteica pelo tudo digestivo, utilizado
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para avaliar lesdo na barreira intestinal, sendo um marcador de ruptura mais severa
da barreira intestinal (GUERRANT et al., 2016). J& a NEO é definida como um
marcador de respostas imunes, onde maiores niveis sugere uma maior protecao nas
respostas imunes intestinais (SEKI et al., 1996). Embora esses marcadores sejam
importantes na deteccdo do DEA, ndo houve diferenca desses niveis nos grupos
investigados.

Estudo recente que avaliou diferentes genes de viruléncia das cepas de
ECEA para inflamacdo entérica e baixo crescimento infanti na mesma coorte,
relatou que a presenca concomitante geral de aaiC e aatA genes portadores de
cepas foram mais fortemente associados ao aumento da pontuacdo DEA,
implicando em uma maior inflamacéo intestinal (RINA et al., 2021). Embora o
presente estudo ndo tenha usado como definicdo os respectivos genes de forma
concomitante, as evidencias sugerem que a presenca de pelo menos um desses
genes e a co-decteccao de entropatdégenos estiveram associados com marcadores
de permeabilidade e respostas inflamatorias intestinais nos grupos investigados.

A antropometria pode ser utilizada como uma forte ferramenta preditora da
salude, para avaliagdo da nutricdo e desempenho ao longo do tempo para a
populacdo em geral, sendo as curvas de crescimento amplamente utilizada na
pediatria para avaliacdo da salude e do desenvolvimento infantil (DIBLEY et al.,
1987). Associacdo de medidas antropométricas também foram investigadas entre os
grupos do estudo, através das pontuacfes dos escores delta WLZ, WAZ e LAZ
coletadas no intuito de avaliar estado nutricional e crescimento das criangas ao
longo dos 6 meses.

Os dados antropométricos sdo usados para definir o estado nutricional e o
crescimento das criancas, onde as medidas estatura e peso podem ser convertidos
em escores-z, calculados com base em valores de referéncia disponiveis e que
avaliam essas medidas em fungdo da idade da crianga, tendo como principal
vantagem a possibilidade de célculo da média e desvio padrdo da populacdo
estudada (WHO, 1995). A OMS classifica a desnutricdo de acordo com a gravidade,
que é definida clinicamente por um valor de score z < - 1,0 desvio padrdo (DP),
como desnutricdo leve; < -2,0 DP como desnutricdo moderada; e < - 3,0 DP como
desnutricdo severa (WHO, 2006; 2017). Assim, os indices antropométricos s&o
utilizados para definir os diferentes tipos de desnutricao, onde a desnutricdo aguda,

ou baixo peso (do inglés, wasting) € definida com o indice de baixo peso para altura
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(WHZ), a desnutricdo cronica ou nanismo (do inglés, stunting) € definida como o
indice de baixa altura para a idade (HAZ) e a subnutricdo é definida com o indice de
baixo peso para a idade (WAZ) (WHO, 2017).

A partir da avaliacdo desses dados nos grupos de estudo, foi possivel
determinar que menores escores de crescimento estiveram associados as criangas
com ECEA e 3 ou mais patdégenos com algumas associa¢cdes comparaveis. Dentre
elas, cabe ressaltar a diferenca presente quando comparado com os grupos 1, 2, 3
ou mais patégenos sem ECEA, o que evidencia que ndo apenas a carga, mas sim, a
necessidade da presenca de ECEA para induzir menores escores de crescimento
(LAZ, WAZ), associacdo também sendo mantida para WHZ com 1 e 2 patogenos
sem ECEA.

No intuito de refinarmos essa andlise, foi realizada uma regressao linear
multipla, onde foi incluida co-variaveis de ajuste no modelo, sendo estas eleitas por
plausibilidade biolégica conforme descrito anteriomente. Em sintese, as variaveis:
sexo, peso ao nascer, indice WAMI (4gua / saneamento, bens, escolaridade
materna e renda), inseguranca alimentar, proporcéo de dias de amamentacao e de
uso de antibiéticos foram preditores investigados, sendo incluido grupos com e sem
ECEA e coinfeccfes para estimativa geral.

O resultado da regressdo da associacao entre a exposicdo a ECEA, na
auséncia de outros patdgenos, com o crescimento ao longo dos primeiros 6 meses
de vida foi estatisticamente significativo para delta zlen-LAZ (reducdo de 0,418 do
delta comprimento/idade em comparacdo com criangcas sem patdgenos,
p=0,004). Resultado condizente com estudo anterior, que relatou uma associagao
negativa com escores de crescimento a partir do aumento da codeteccdo de
patdgeno na presenca de ECEA (LIMA et al., 2018).

Resultados consistentes com este achado também foi evidenciado nos
estudos de coorte iniciais. Uma analise anterior de ECEA no estudo MAL-ED
mostrou que a deteccdo consistente de ECEA nos primeiros 2 anos de vida estava
associada a déficits de crescimento linear aos 2 anos de idade (ROGAWSKY et al.,
2017). Esses resultados sugerem uma interacao patobiologica entre ECEA e outros
patogenos, onde parte da fisiopatologia da infec¢do induzida pela ECEA pode ser
devida a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias do epitélio intestinal estimulada pela
ECEA ou suas toxinas, tendo como desfecho um forte impacto no desenvolvimento

inicial infantil, mesmo na auséncia de diarreia (STEINER et al., 1998).
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Um estudo recente da mesma coorte, estimou que as taxas de incidéncia
especifica por local de cepas portadoras de genes de ECEA e suas possiveis
associacdes com o escore composto DEA e a consequente reducao de crescimento
em criancas aos 24 meses de idade, o qual identificou crescimento linear reduzido e
aumento da inflamagcdo entérica entre varias cepas gendmicas de ECEA
investigadas (RINA et al., 2021), o que corrobora com a nossa pesquisa.

O estudo teve algumas limitacbes, uma delas foi a possibilidade de
codeteccdo subclinica do patdgeno ter sido perdida entre as coletas na analise
mensal das fezes no periodo de estudo. Outro fator esta relacionado com a definicdo
do grupo de estudo e as analises do projeto, que ndo levam em conta a duracdo das
infeccbes subclinicas. Além disso, a investigacdo através de outros biomarcadores
como, por exemplo, de inflamacdo sistémica, poderia ajudar em uma melhor
caracterizacdo da DEA e devem ser considerados em estudos adicionais sobre a
patobiologia e o impacto de ECEA subclinicas isoladas e infec¢des por patdogenos
co-detectados contribuindo para estabelecer ligacdo mais forte entre as interacdes

dos enteropatégenos com o déficit no crescimento dessas criancas.



66

6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados gerados por esse estudo que incluiu andlise das
amostras do coorte MALED até os 6 meses, sera realizado o mesmo desenho
incluindo o periodo total de investigacdo (até os 2 anos), possibilitando avaliar o
impacto das infecgBes por ECEA e coinfeccdo em criangcas em um maior periodo de
tempo, bem como a possibilidade de incluir no estudo outros marcadores séricos
que foram coletados no periodo de 7, 15 e 24 meses, como 0 zinco plasmatico e
alfa-1-glicoproteina é&cida (AGP), considerado um biomarcador para inflamacéo

sistémica.
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7 CONCLUSAO

Dentre os fatores de riscos determinantes investigados, a menor escolaridade
da mae, renda, escores de oito ativos e wami, assim como fonte de agua potavel e
condicdes de saneamento inadequados e a maior propor¢cdo de dias de antibidtico
estiveram associados as infec¢gdes causadas com uma maior carga de patdgenos
associados, porém exigindo a presenca de ECEA nesses achados.

A funcédo intestinal medida pela relacdo lactulose/manitol impulsionada
pelos escores z ajustados das porcentagens de lactulose excretado na urina foi
alterada, sendo significativamente maior entre os grupos com e sem ECEA com 3 ou
mais patégenos presentes. Embora o dano e respostas imunes através dos
marcadores ALA e NEO respecivamente ndo tenham sido associados entre 0s
grupos investigados, uma maior inflamacgéo através do MPO esteve associada no
grupo de ECEA com 3 ou mais patdgenos, sugerindo DEA.

A infeccdo subclinica entre os grupos investigados influenciou no déficit de
crescimento quando 3 ou mais patégenos estavam associados junto a ECEA.

Essa analise aponta que danos mais severos que possam caracterizar a
presenca de DEA, s6 acontecem se ECEA estiver associado a outro enteropatdégeno
na populacdo estudada. A patobiologia da infeccdo subclinica por ECEA com
codeteccdo de patdégenos parece ser mais complexa do que se pensava

anteriormente.
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ANEXO A - Parecer do COMEPE

Unwersidade Federal do Ceard
Comié de Etica em Pesqusa
Of. N° 135/10 Fortaleza, 28 de junho de 2010
Protocolo COMEPE n° 246/ 09

Pesquisador responsavel: Aldo Angelo Moreira Lima
Dept®./Servigo: Departamento de Fisiologia e Farmacologia/ UFC

Titulo do Projeto: “Etiologia, fatores de risco e interagdes das infecgoes

entéricas e desnutricdo e suas conseqiéncias no desenvolvimento e
saude da crianca”

Levamos ao conhecimento de V.S® que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salde — Ministério da Salde, Resolugao n® 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou na reunido do dia 24 de
junho de 2010 as respostas apresentadas no projeto supracitado, pois
atende as recomendacdes da CONEP.

Outrossim, informamos, que o pesquisador deve se comprometer a
enviar o relatdrio parcial e final do referido projeto.

Atenciosarngnte.
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Oq 02 10 14532 cohEp 2215370 F. 5

Cont. Parises CONEN 11* 02002010

HUARMTAT da mesma, uma vez que, conforme disposln na Resolugac CNS
196/80 gue preconiza, no sau tem V. Considersse que loda pesquisa
envolvendo sedes humanics envole risco. O dano eventual poderd ser mediato
Cu Bde, comprometande o individue o0 @ comunidude, Solicitsse adequucio
do mxto.

3. Soficita-ge duixst wxpllcts no TCLE » garamtis ag sulito de pesgulsa sobee 08
dirzitos 4 indenizagdo, contorme itens V.5, V.6 & V.7 da Resolupas CNS 158/98,

4. Solicita-an = incliusdo 6o enderega to CEF no tipice 'Quem eu posso contactar
para Questtes sobrn Dimidos como Sujeito da Peaquisa?”,

Dianto do exposts, a Comisslo Naciona! de Etics em Pesquiza - CONEP,
do aeavlio com 6o alriduicdes ¢afinidas na Resoluglo TNS 190/90, manifesta-se
pov aguntdar o stendimenty & guestées acima pare emiasio de seu parecer
final.

Situagdu’ Protocole com pendéncia,

Dw acoido ¢om a Rwsnbigdc CNS 105/068, as pendéacias devem ser
mepondicas exclusiviimenls pelo pasaulsador responsivel no praze de 60 dias,
& parte ¢a date e envia do paracar pels CONEP, Apds esse prazo o protocols serd
srouivada. A resposts do pesguissder principe! deve ser avalizda pelo CEP com a
emisedo de parccar consubatadciado e, se anrovads, deve ser encaminhads &
CONEP, Soliciia-2¢ 2inda oue as respastas szam envindas de forma ordenada,
conlarmne ox iens de connideraglio deste parmcer, o & Indizagdo da localizagio
das possivels alivragdan na protoce!o.

Srasilia, 27 de mnsio de 2010,

m

s CONEP/CNIME
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ANEXO B - Parecer do CEP

4 reuny SuNm e LGy (2R}

L U e

MWHNSTERO DA 0AUSE
Cuxmzibe Haclonn 20 Selde
wwuhwm COMER

PARECER W' 020"
Togmiro COMER TETEY 10 1 veen 57 WHLED e 77 mapnatinrns o mamms + soes e

Magtatto =z TCP — 26024 memm

Mujete de Pesgaiss Slekpa Falove o Au00 ¢ Whinides Zas Mlwepces

Entvinr 0 S2onutd0 o i CoMreciivodr o0 Deamrendiinemts & Exivie &
Pitoon© vewda 01 fal d cope 0n DGLDAGLOS, Jetn do carps sl tedd

PAOARCD; Teero de Cassatmens Lhvo & Eod'amade [TCLE) parn o eetucs CARE.

DONTHON. vewio 7 Y o8 15045535 TULE gere & ertitn COMONRT vesln 4 @

15042208

Fawquisatins Raapsnsdvel| U, Akis Arge's Shmern L

Ingtiy o mmn‘umlwwm

CT de petgomy. \amoscade fmberzd g Sy

SRS NOR [ees W S nGaTImets s8e dearuintee w Sdols rlrtuiase sl
AcsoTmine Gt e iy Metude Shn ShmEe ¢ tore 3 W musdel A Swerid/gis
0 ariSero gota sewt s dhicis Sesma g sognAven @ sode sy aefcts arrfane e
SOMO0EE NS COM MoRe S0 Noos 8 GH0 & ‘AT 2r(es da b P2es. AMm
Jnea » Sewnitricho pumeis 8 saceattidade & 8 hiodncs de irscsles o and
F00adE (M @ ST GG T8 Mesooota A5 vaonas O sreaiine) Uas ivpdes
COMMIGEE € NDILES e Teoptoe Trilrides @ § Sl io ¢ ndenety (s
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ANEXO C — Termo de Consetimento Livre e Esclarecido
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