UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA MEDICA

HERLICE DO NASCIMENTO VERAS

DIAGNOSTICO MOLECULAR E DETECCAO DE GENES DE
VIRULENCIA DE Campylobacter jejuni EM CRIANCAS COM
DIARREIA MODERADA A SEVERA NA CIDADE DE FORTALEZA -
CE, BRASIL.

FORTALEZA

2016



HERLICE DO NASCIMENTO VERAS

DIAGNOSTICO MOLECULAR E DETECCAO DE GENES DE
VIRULENCIA DE Campylobacter jejuni EM CRIANCAS COM
DIARREIA MODERADA A SEVERA NA CIDADE DE FORTALEZA -

CE, BRASIL.

FORTALEZA

2016

Dissertacao submetida a
Coordenacédo do Programa de
Pos-Graduacao em
Microbiologia Médica da
Universidade Federal do Ceara
como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em
Microbiologia Médica.

Orientador: Prof. Dr. Aldo Angelo

Moreira Lima.



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacao

Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Vv584d  Veras, Herlice do Nascimento.

Diagnéstico molecular e detec¢cdo de genes de viruléncia de Campylobacter jejuni em
criangas com diarreia moderada a severa na cidade de Fortaleza - CE, Brasil / Herlice do
Nascimento Veras. — 2016.

129 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina,
Programa de Pé6s-Graduagdo em Microbiologia Médica, Fortaleza, 2016.
Orientag&o: Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira Lima.

1. Campylobacter jejuni. 2. viruléncia. 3. diarreia. I. Titulo.

CDD 616.9




HERLICE DO NASCIMENTO VERAS

Diagndstico molecular e deteccdo de genes de viruléncia de Campylobacter
jejuni em criangcas com diarreia moderada a severa na cidade de Fortaleza —
CE, Brasil.

Dissertacdo submetida a Coordenacédo do
Programa de Pés-Graduacéo em
Microbiologia Médica da Universidade
Federal do Cear4d como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em
Microbiologia Médica.

Orientador: Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira

Lima.

Aprovado em: 22/07/2016

Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira Lima
Universidade Federal do Ceara

(Orientador)

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda

Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Anastacio Queiroz Sousa

Universidade Federal do Ceara

Dr2 Josiane da Silva Quetz

P6s Doutoranda pela MedimmuneHeadquarters (EUA)



Aos meus pais, Heliomar e Francisca.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todo o amor, toda gloria, todas as béncéos e toda a
forca e coragem que tem me dado, me ajudando a superar a saudade de casa, a
superar 0s obstaculos que apareceram durante esse caminho, e continuar

prosseguindo em busca de meus objetivos.

Agradeco imensamente aos meus pais, Heliomar e Francisca, os pilares da
minha vida, e maior fonte de amor e inspiracdo, por terem apoiado todas as
minhas decisdes, por terem aberto seus bragos e me deixado partir em busca de
um sonho. Agradeco por todo carinho, todas as palavras de motivacdo, todas as
oracdes, enfim, agradeco pela vida maravilhosa que meus pais sempre se

esforcaram para proporcionar a mim e ao meu irmao.

Agradeco ao meu irmao, Francisco Lucas, por sempre me apoiar, pelas
ajudas (inclusive com adaptacéo das imagens dessa dissertacao), pelos favores,
pelo companheirismo. Obrigada por sempre estar ao meu lado.

Agradeco a toda minha familia,que de alguma forma sempre me ajudaram

em algum momento dessa jornada.

Agradeco ao meu orientador, o Prof. Dr. Aldo Lima, por ter me dado essa
oportunidade, por ter passado tantos ensinamentos, por ter me dado a chance

de alcancar esse objetivo.

Agradeco as minhas amigas piauienses, Samara Rodrigues, Ana Karolina
Santos e Marielle Quaresma, que também sairam do Piaui em busca desses
mesmos desejos, e que me ajudaram a superar a saudade de casa, e todas as
dificuldades que foram aparecendo, com muita amizade, muito companheirismo,

muitas risadas, e muitas histérias para contar.

Agradeco a Sabrynna Oliveira por todo apoio inicial na minha vinda a
Fortaleza, e por todos os momentos de alegria e descontragao vividos nesse

periodo.

Agradeco aos meus amigos de laboratorio, Paloma Araujo, Samilly Ribeiro,
Mara Prata, Ana Karolina Santos, Pedro Henrigue Quintela, Adelvane
Rodrigues, Rafaela Pankov, Mariana Bona, Tamara Rodrigues, Thiago de



Freitas, Claudiane Bessa, Marcio Guanabara, Jeanine Pereira, Alejandra
Velasco, Marilia Maia e Vinicius Alves, que viraram amigos de vida, que sempre
me ajudaram no que eu precisasse, que me passaram muitos conhecimentos,
ajudando na minha maturacéo cientifica, que me ajudaram a fazer de Fortaleza
minha segunda casa, e que fizeram que o LDI se tornasse a minha familia

cearense.

Agradeco ao TeamCampy, Tamara Rodrigues e Thiago de Freitas, pela
ajuda nos experimentos dessa dissertacao, por terem me ajudado a ser mais

organizada, pela paciéncia, e pela amizade.

Agradeco ao professor Dr. Alexandre Havt pelos ensinamentos, por ter me

ajudado na integracéo ao laboratério, sempre me mantendo ativa nas atividades.

Agradeco a Dra. Josiane Quetz, por ter me ajudado na elaboracdo do
projeto, e entrada no mestrado, por ter me ajudado a continuar mantendo o0s

estudos sobre Campylobacter spp.

Agradeco as Dras. lla Lima e Marjorie Guedes pela ajuda no comeco das
minhas atividades no laboratorio, e pelos conhecimentos e conselhos fornecidos.

Agradeco ao José Amadeus, Luciana Franca, Charliene Melo e Conceigéo
de Maria, por todo apoio, por sempre estarem disponiveis a ajudar nas

atividades do laboratério, até nas fora dele, e pela amizade.

Agradeco a coordenacado e secretaria da Pds-Graduacdo da Microbiologia
Médica, Dra Samia Brilhante, e a Carolinda Soares, pela eficiéncia, paciéncia, e
por sempre estarem disponiveis no esclarecimento de qualquer duavida ou

guestionamento.
Agradeco a toda equipe do INCT, UPC-IBIMED.

Agradeco a pessoa que fez eu me apaixonar pela microbiologia, Dra Anna
Carolina Toledo, da Universidade Federal do Piaui, que foi a minha primeira
orientadora, me dando a oportunidade de entrar no mundo da ciéncia, através
da iniciagéo cientifica, e por ter me estimulado a continuar prosseguindo nesse

mundo.



Agradeco a FUNCAP, pelo incentivo financeiro.

Agradeco a todos os pais e responsaveis pelas criancas desse estudo, por
terem colaborado para a realizagdo do mesmo, permitindo a doagéo de amostra
clinica, e respondendo aos questionarios, contribuindo no avanco dessa

pesquisa cientifica.

Enfim, agradeco a todos que me ajudaram diretamente, ou indiretamente, a

continuar prosseguindo nessa jornada da pos-graduacao.

A todos vocés, MUITO OBRIGADA!



Don’t Stop Believin’
Hold on to that feelin'

(Journey)



RESUMO

Infeccbes porCampylobacter spp. sdo consideradasuma das causas mais comuns
de gastroenterite ocasionada porcontaminacdo de agua e alimentos. Campylobacter
jejuni é a espécie mais bem caracterizada, e a investigacao da epidemiologia, e dos
genes de viruléncia, podem elucidar algum aspecto da patogenicidade deste micro-
organismo. O objetivo desse estudo foi diagnosticar e identificar a presenca de
genes de viruléncia relacionados a Campylobacter jejuni em criancas com diarreia
moderada a severa na cidade de Fortaleza — CE, Brasil. Este estudo faz parte de um
projeto intitulado “Diarrhea Enteric Card (DEC)”, que teve como objetivo desenvolver
um ensaio de PCR multiplex para o diagndstico de bactérias patogénicas. O projeto
teve aprovagdo nos comités de ética local e nacional no Brasil (HIAS 80/06 e
CONEPE 13523/2007, respectivamente). A extracdo de DNA foi realizada
diretamente das amostras fecais oriundas de 436 criangascom diarreia moderada a
severa, durantes os meses de maio de 2008 a abril de 2009, na cidade de Fortaleza,
Ceara, Brasil. O diagndstico de C. jejuni foi realizado através de PCR convencional,
utilizando o gene hipO. A deteccao dos genes de viruléncia de C. jejuni foi realizada
através das técnicas de PCR uniplex e multiplex. C. jejuni foi diagnostico em 14%
(61/436) das amostras, apresentando associacdo significante da presenca do
patbgeno em criancas com idade entre 0-12 meses (P=0,0001) e com idade entre
12,1-24 meses (P=0,0427). A detecgédo dos genes de viruléncia foi realizada em 51
amostras positivas para a C. jejuni.A prevaléncia dos genes associados a viruléncia
de C. jejuni foram detectados seguindo a proporcdo de amostras positivas:flgE,
(92,2%, 47/51) eflaA, (76.5%, 39/51), relacionados a motilidade;cheW (90,2%,
46/51); cheA, (82,4%, 42/51) echeR,(66,6%, 34/51), relacionados a quimiotaxia
bacteriana; cadF, (100%, 51/51) ejlpA, (43,1%, 22/51), relacionados a adesao; ciaB,
(96,1%, 49/51); iamA, (90,2%, 46/51); pldA, (45,1, 23/51) epVir (0%, 0/51),
relacionados a invasao; cdtABC, (94,1%, 48/51), relacionados a toxina citoletal
distensora (CDT); fur, (66,6%, 34/51); cfrA, (31,4%, 16/51) eceuE, (21,7%, 11/51),
relacionados ao transporte e regulacéo de ferro; racR, (100%, 51/51),s0dB, (96,1%,
49/51),dnaJ, (88,2%, 45/51) ekatA, (66,6%, 34/51), relacionado a sobrevivéncia da
bactéria e ao estresse oxidativo. A distribuicao dos perfis de genes de viruléncia de
C. jejuni ndo correspondeu com o parametro clinico de dor abdominal, mas houve a
associacado dos genescfrA e dnaJ com a presenca de febre (P=0,0214), dos genes
jIpA e katA com a presenca de vomito (P=0,0211), e dos genespldA e ceuE com a
presenca de sangue nas fezes(P= 0,0013), sugerindo que essas relagbes poderiam
estar associadas a severidade da infeccdo causada pelo micro-organismo. Novos
estudos sobre a expressdo de proteinas relacionadas aos genes de viruléncia
devem ser realizados, para que assim haja uma melhor compreensao sobre os
mecanismos da patobiologia das infec¢gdes causadas porC. jejuni.

Palavras-chaves: Campylobacter jejuni, viruléncia, diarreia.



ABSTRACT

Campylobacter spp. infections are considered one of the most common causes of
bacterial gastroenteritis caused by contamination of water and food. Campylobacter
jejuni is the most characterized specie, and the investigation of the epidemiology and
virulence genes can elucidate some aspects of the microorganism pathogenicity. The
aim of this study was to diagnose and identify the presence of virulence genes
related to Campylobacter jejuni in children with moderate to severe diarrhea in the
city of Fortaleza — CE, Brazil. This work is part of a project entitled “Diarrhea Enteric
Card (DEC)”, which goal is to develop PCR-based multiplex diagnostic assays for
bacterial enteric pathogens. That project was approved by the local and national
ethical committees in Brazil (HIAS 80/06 and CONEPE 13523/2007, respectively).
DNA was extracted directly from fecal samples isolated from 436 childrenwith
moderate to severe diarrhea from May 2008 to April 2009, in Fortaleza, Ceard,
Brazil. The diagnosis of C. jejuni was performed by conventional PCR using hipO
gene. The detection of genes that encode proteins associated with virulence of
C.jejuni was performed by uniplex and multiplex PCR techniques. C. jejuni was
diagnosed in 14% (61/436) of the samples, presenting significant association among
children aged 0-12 months (P = 0.0001) and children aged 12, 1-24 months. 51
positive samples for C. jejuniwere used for the detection of the virulence genes. The
prevalence of theC. jejuni’s virulence-associated genes were detected in the
following proportions of C. jejuni-positive DNA samples: flgE, (92.2%, 47/51) and
flaA, (76.5%, 39/51), related to motility;cheW, (90.2%, 46/51); (cheA, 82.4%, 42/51)
andcheR, (66.6%, 34/51), related to bacterial chemiotaxis; cadF, (100%, 51/51)
andjlpA, (43.1%, 22/51), related to bacterial adhesion; ciaB, (96.1%, 49/51); iamA,
(90.2%, 46/51); pldA, (45.1%, 23/51) and pVir(0%, 0/51), related to invasion; cdtABC,
(94.1%, 48/51), related to cytolethal distending toxin (CDT); fur, (66.6%, 34/51); cfrA,
(31.4%, 16/51) and ceuE, (21.7%, 11/51), related to bacterial iron transport and
regulation; racR, (100%, 51/51); sodB, (96.1%, 49/51); dnaJ, (88.2%, 45/51)
andkatA, (66.6%, 34/51), related to oxidative stress. The distribution profiles of C.
Jejuni’s virulence did not correspond to the patient’s clinical presentation of abdominal
pain. But the presence of cfrA and dnalJ genes was correlated with fever
(P=0,0214)and the presence of jIpA e katA gene were correlated with vomiting
(P=0,0211) and pldA and ceuE genes was correlated with the presence of blood in
stool (P=0,0013), this data suggests that relationships might be related to the severity
of infection by this microorganism. New studies about the expression of proteins
associated with the virulence genes must be carried out to better understand the
pathobiology mechanisms of Campylobacter jejuni infections.

Keywords: Campylobacter jejuni, virulence, diarrhea.
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1 INTRODUCAO

Campylobactersp. é um dos mais importantes patégenos causadores de
gastroenterites em seres humanos no mundo. Apesar de ter sido
presumidamente descrito pela primeira vez por Theodor Escherich, em 1886, o
patdbgeno s6 foi reconhecido como um importante causador de doencas
gastrointestinais nos ultimos 30 anos (HONG et al., 2014; WHO, 2012).

A maioria das infec¢cdes em seres humanos € causada por Campylobacter
jejuni, seguido de C. coli e C. lari, mas existem cerca de 15 espécies
relacionadas com infeccdes em humanos (MAN, 2011). As principais vias de
transmissao da bactériasdo através do consumo de agua potavel contaminada,
leite ndo pasteurizado e alimentos mal processados, principalmente frango de
corte (BRONOWSKI et al., 2014; GILLESPIE et al., 2002).

Na ultima década houve um aumento global da incidéncia de
campilobacterioses. O aumento no numero de casos foi identificado na América
do Norte, Europa e Australia. No entanto, os dados epidemiolégicos de regides
como Africa, Asia, América do Sul e Oriente Médio s&o insuficientes. Além disso,
existem diferencas de prevaléncia em um mesmo pais (KAAKOUSH et al.,
2015).

Os mecanismos de patogenicidade do micro-organismo sao complexos e
ainda pouco compreendidos, mas alguns mecanismos comecam a ser
elucidados. Primeiramente, a motilidade do patdgeno permite a passagem do
micro-organismo pelo ambiente estomacal; seguido da invasdo de células
intestinais, que promove danos na mucosa epitelial do jejuno, ileo e codlon.
Comoconsequéncia da liberacdo de citotoxinas, estas, por sua vez,podem
causar bloqueio do ciclo celular, levando a morte celular,que pode ser
ocasionada em casos de diarreia (GUERRY, 2007; SZYMANSKI e AYNOR,
2012; WASSENAAR e BLASER, 1999).

A andlise gendbmica de C. jejuni mostrou que a bactéria possui um
genoma relativamente pequeno (~1,6 Mb) e ndo apresenta fatores de viruléncia
classicos, como o sistema de secrecdo tipo 3 (TSS3), um sistema importante na
patogénese de bactérias intestinais(PEARSON et al., 2007). Mas ja se sabe que

Campylobactersp. apresenta varios genes que podem acionar 0S mecanismos
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patogénicoscomo motilidade, adeséo, invasao celular, translocacéo e producéo
de citotoxinas (SZYMANSKI e AYNOR, 2012; YOUNG et al., 2007).

Espécies de Campylobacter, especialmente C. jejuni, colonizam o trato
gastrointestinal inferior dos seres humanos e podem se manifestar gerando
gastroenterite leve e autolimitada, caracterizada por diarreia aguda, com a
presenca, ou ndo, de sangue nas fezes, febre e dores abdominais. Porém, em
um pequeno numero de pacientes pode causar complicacbes graves como a
sindrome de Guillain-Barré (JANSSEN et al., 2008; MAN et al., 2011).

Algumas espécies de Campylobacter sédo frequentemente isoladas a partir
de fezes semanas ap0s o surgimento dos primeiros sintomas (MOOREet al.,
2005). No entanto, o diagndstico deste micro-organismo ainda é um desafio,
pois Campylobactersp.é dificil de ser isolado e necessita de condi¢Bes especiais
para o seu crescimento. As técnicas moleculares sdo uma boa alternativa para a
confirmacédo de casos de campilobacterioses, ainda podendo identificar
diferentes espécies do micro-organismo (BESSEDE et al., 2008; PLATTS-MILL
et al., 2014).

Pessoas imunocomprometidas, ou com uma doenca ja pré-existente, sao
as mais susceptiveis a infec¢des pela bactéria. Ademais, criancas abaixo de 5
anos de idade sdo um dos grupos com maior taxa de risco para infeccoes,
principalmente nos paises em desenvolvimento (FERNANDEZ et al., 2008;
GALLO et al., 2016).

Considerandoas  consequéncias das infeccbes geradas  por
Campylobactersp., faz-se necessario uma melhor compreensdo sobre sua
patogenicidade. O estudo da patobiologia deste micro-organismo em criancas
com doenca diarreica permitiia a investigacdo deassociacfesentre
apatogénesecausada por espécies de Campylobacter,
principalmenteCampylobacterjejuni, com a progressao da doenca.

Portanto, esse estudo visa investigar a prevaléncia de Campylobacter
jejuni em criancas com diarreia moderada a severa, na cidade de Fortaleza- CE,
utilizando diagnostico molecular, além de identificar a presenca de genes
codificadoresde proteinas que sao relacionadas a patogénese do micro-

organismo, associando aos sinais e sintomas apresentados pelas criangas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas diarreicas

Doenca diarreica € um importante problema de saude publica no mundo,
e podem ser classificadas em: Diarreia aguda, que é caracterizada quando h&
uma frequéncia de 3 ou mais evacuacgdes por dia, ou superior a 200g de fezes,
com duracdo menor que 7 dias; diarreia prolongada, com duracao entre 7 a 13
dias; diarreia persistente, no qual os sintomas duram mais de 14 dias; e diarreia
cronica, com sintomas acima de 30 dias. Essa sintomatologia pode ser
acompanhada por nauseas, vomitos, febre e dores abdominais (GUERRANT, et
al., 2001; 2004; KOSEK et al., 2003; MOORE et al., 2010).

O problema se torna mais grave em paises em desenvolvimento, onde se
estima a ocorréncia anual de 2,5 milhdes de morte em criangas menores de
cinco anos. Alguns fatores que contribuem para a mortalidade nesses locais sé&o
0 saneamento basico precario, desnutricdo infantil, e a ausénciade higiene
basica (BHUTTA et al., 2014; KOSEK et al., 2003).

Algumas medidas simples, como a terapia de reidratac&o oral, reduziu a
mortalidade pela metade nos ultimos 30 anos, mas essa reducdo tem sido
variavel em diferentes regibes do mundo (GALE e WILSON, 2016).Uma
consequéncia para criangcas que sdo acometidas frequentemente por doencas
diarreicas € o desenvolvimento de déficits fisicos e cognitivos ainda na infancia,
que podemse estender a vida adulta, predispondoesses individuos a doencas
cronicas (GUERRANT et al.,, 2013; 2001; THIELMAN e GUERRANT, et al.,
2004).

Medidas preventivas foram tomadas pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) no ultimo século para controlar diarreias infecciosas, principalmente em
criancas. Essas medidas consistiram na implementacdo da vacina contra
rotavirus, investimento em saneamento basico e a terapia de reidratacdo oral
com soro que resultou na redugéo das taxas de mortalidade de 4,5 milhGes de
mortes por ano, no final dos anos 90, para 1,5 milhdes de mortes ao ano em
2010. Em contrapartida, os numeros de morbidade das doencas diarreica ainda
sao elevados (BARTELT et al., 2013).

No Brasil, a prevaléncia e os casos de mortalidade acerca de doencas

diarreicas diferem entre as regidbes do pais, refletindo a desigualdade
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socioeconémica ainda muito presente no Brasil. Na década de 1990 a regido
Nordeste possuia um dos maiores indicadores de doencas diarreicas do pais,
principalmente por fatores que incluem a falta de saneamento basico, o baixo
poder aquisitivo das familias nessa regido e o baixo nivel educacional dos pais
(LIMA et al.,, 1992; MENDES et al.,, 2013). Nos dultimos anos, houve uma
melhoria nos indices de mortalidade nessa regido e em todo pais, devido a
estratégias nacionais de saude publica, como o Programa de Saude da Familia
(PSF), programa de capacitacado de profissionais na monitorizacdo de doencas
diarreicas agudas, vacinacdo contra rotavirus, incentivo ao aleitamento materno
e suplementacdo de vitamina A(CARMO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2010;
RASELLA et al., 2010).

Um exemplo da queda da mortalidade por doencas diarreicas no
Nordeste sé&o os indicadores do estado do Ceara, onde a mortalidade diminuiu
de 102 mortes a cada 1000 nascimentos, em 1986, para 25 mortes a cada 1000
nascimentos, em 2006 (MACHADO et al., 2011).

Dois importantes estudos multicéntricos realizados em paises em
desenvolvimento verificaram a etiologia das doengas diarreicas: o primeiro,
denominado GEMS (Global Enterics Multi-Center Study), foi realizado em paises
da Africa e Asia, que envolveu cerca de 22 mil criancas. Nesse estudo caso-
controle quatro patdégenos foram os mais prevalentes em casos de diarreia
moderada a severa, Rotavirus, Cryptosporidiumsp., Shigella sp. eEscherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) (KOTLOFF et al., 2013). O segundo, denominado
MAL-ED (The Etiology, Risk Factors, and Interactions of Enteric Infections and
Malnutrition and the Consequences for Child Health), foi realizado em oito paises
da Asia, Africa e América do Sul, no qual, em seu estudo coorte, acompanhou
criancas a partir dos 17 dias de vida até os dois anos de idade. Neste estudo
avaliou-se a taxa de crescimento infantil, casos de diarreia e estado nutricional
dessas criangas. No referido trabalho, patégenos como Norovirus Gll, Rotavirus,
Campylobactersp., Astrovirus e Cryptosporidium sp. foram relacionados a
doencas diarreicas no primeiro ano de vida. JaA no segundo ano de vida,
Campylobacter spp. foi o patégenos mais prevalente, seguido de Norovirus Gll,
Rotavirus, Astrovirus e Shigella sp. (PLATTS-MILLS et al., 2015).
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2.2 Campylobacter spp.

Campylobacter spp. sdo bactérias Gram-negativas e morfologicamente
diversas, no qual podem se apresentar em formato espiral, bastonetes ou
curvas. Possuem um unico flagelo polar, ou bipolar, com excecédo da espécie
Campylobacter gracilis, que n&o possui flagelo, e Campylobacter showae, que
possui multiplos flagelos (DEBRUYNE et al., 2005; MAN, 2011). Sdo micro-
organismos nao formadores de esporos, que possuem aproximadamente 0,2 a
0,8umcomprimento por 0,5 a 5um de largura (Figura 1) e sao
qguimiorganotroéficas, pois obtém energia através de fontes de aminoéacidos, ou
através do ciclo intermediario do acido tricarboxilico, sendo incapazes de
fermentar ou oxidar os hidratos de carbono (FERNANDEZ, 2008; VANDAMME
et al., 2005).

FIGURA 1: Campylobacter jejuni visualizada através de Microscopia de

Transmissao.

Fonte: Wassenaar; Blaser, 1999.

A maioria das espécies de Campylobacter crescem em condi¢cbes
microaerdfilas, no entanto, algumas espécies (C. concius, C. curvus, C. rectus,
C. mucosalis, C. showae, C. gracilis, e C. hyointestinalis) requerem condicdes
anaerobias para o crescimento (KAAKOUSH et al., 2014; MAN, 2011).

Acredita-se que o primeiro achado de Campylobacter aconteceu em 1886

por Theodore Escherich, que observou e descreveu a presenca de uma bactéria
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nao cultivavel e em formato espiral. Posteriormente, Campylobacter foi
identificado em 1906 quando dois veterinarios britanicos reportaram a presenca
de um “grande numero de um peculiar organismo” no muco intestinal de uma
ovelha gravida (KING e ADAMS. 2008; SKIRROW, 2006; VANDAMME, 2000;
VANDAMME et al., 2010).

Em 1913, McFadyean e Stockman isolaram o micro-organismo em fetos
abortados de bovinos. Em 1927, Smith e Orcutt, nomearam um grupo de
bactérias, isoladas de fezes diarreicas de cabras, como Vibrio jejuni. Alguns
anos depois, em 1944, Doyle isolou uma espécie de vibrido diferente de fezes
de porcos que apresentavam diarreia, e o nomeou como Vibrio coli
(VANDAMME et al., 2010; VANDAMME, 2000).

Devido as caracteristicas como pequeno numero de pares de bases do
DNA, auséncia de fermentacdo e necessidade de uma atmosfera microaerofila
para crescimento, o género Campylobacter (do grego Kampulus, encurvado e
Bacter, bactéria) foi proposto pela primeira vez por Sebald e Véron, distinguindo
assim do Vibriosp. (ON, 2001; SEBALT e VERON, 1963).

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteraceae, da
ordem Campylobacterales, classe Epsilonproteobacteria, do filo Proteobacteria,
contendo, até dezembro de 2014, 26 espécies, 2 espécies provisorias e 9
subespécies (FITZGERALD, 2015; KAAKOUSH et al., 2014).

Os membros do género naturalmente colonizam o trato gastrointestinal de
humanos e outros mamiferos, répteis, passaros e mariscos. A infeccdo em
humanos tem sido atribuida principalmente as espécies de C. jejuni, C. coli, C.
lari, e C. upsaliensis. C. jejuni é a espécie mais bem descrita, sendo a maior
causadora de gastroenterites em humanos, seguida por C. coli., responséavel por
cerca de 1-25% dos casos (HAMIDIAN et al., 2011; MAN, 2011; TABOADA et.
al., 2013).

As principais fontes de transmissao de campilobacterioses para os seres
humanos sdo o consumo de aves infectadas, principalmente frangos de corte e
agua contaminada, mas também pode haver contaminacdo pelo consumo de
leite ndo pasteurizado ou outros produtos alimenticios contaminados. Além
disso, é provavel que haja a contaminacdo ambiental por animais criados em
fazendas ou selvagens, através da interacdo dos seres humanos com esses

animais (BRONOWSKI et al., 2014). Outro fator de risco para infeccbes pela
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bactéria estd relacionado a viagens para paises endémicos, principalmente
paises em desenvolvimento, onde a incidéncia de infec¢bes causadas por
Campylobacter spp. sdo observadas em todas as épocas do ano (DAVIS et al.,
2016; GRZYBOWSKA-CHLEBOWCZYK et al., 2013). Algumas das principais

rotas para infecces em humanos por C. jejuni estao ilustradas na Figura 2.

FIGURA 2: Fontes de transmisséo de C. jejuni para os seres humanos.

Animais de
criacao

Animais
selvagens

Meio ambiente Humanos
Fonte: Adaptado de Bronowski et al., 2014.

Vérias outras fontes de transmissdo podem estar associadas, incluindo
insetos, que podem ser possiveis reservatérios para espécies de
Campylobacter. Por exemplo, moscas podem desempenhar um papel na
transmissao do micro-organismo a partir de fontes contaminadas, como frangos
e porcos (EVERS et al., 2016; STROTHER et al., 2005).

Apesar de ndo muito comum, outra via de transmissdo de
campilobacterioses € através da transmissdo de pessoa-a-pessoa, por via oral-
fecal ou por fébmites. A agéncia de protecdo a saude do Reino Unido verificou
gue a transmissdo de pessoa-a-pessoa correspondeu a 3% dos casos de
campilobacterioses entre os anos de 1992 a 2009 (LITTLE et al, 2010). Em
estudos realizados na Nova Zelandia, Australia e Holanda, casos de transmissao

de pessoa-a-pessoa corresponderam a uma média de 4% dos casos das
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infeccbes por Campylobacter spp. (GILPIN et al., 2013; MUGHINI-GRAS et al.,
2014; VALLY et al., 2014).

2.3Epidemiologia das campilobacterioses

Em muitos paises desenvolvidos, a incidéncia de infeccbes provocadas
por Campylobactersp. é maior do que infecgcbes causadas por Salmonella e
Shigella (CDC, 2010; EFSA, 2013; WHO, 2013). No estudo MAL-ED,
Campylobactersp. foi o patégeno mais prevalente, tanto em infeccdes
sintomaticas como assintomatica, principalmente no Brasil, Peru e Africa do Sul
(PLATT-MILLS et al., 2015).

Nos paises desenvolvidos, infeccbes por Campylobactersp. séo
esporadicas, e a prevaléncia de infec¢cdes assintomaticas é baixa, além de ser
notada uma acentuada sazonalizagdo. Com excegdo de surtos, que sao, por
muitas vezes, associados com o consumo de produtos lacteos contaminados, as
infeccbes sdo normalmente associadas a alimentos contaminados, geralmente
com o consumo de carne de aves (NICHOLS et al., 2012; TAYLOR et al., 2013).

Em contraste, nos paises em desenvolvimento, infeccbes por
Campylobactersp. muitas vezes sao endémicas, e casos de infecgbes
assintomaticas sdo comuns, além de uma baixa sazonalidade, sendo muitas
vezes ausente (KAAKOUSH et al., 2015; LEE et al., 2013). Casos de diarreia
sdo0 mais comuns em criancas do que em adultos. Devido a natureza ubiqua do
patdgeno, fatores de risco sdo mais presentes, sendo muitas vezes associados a
exposicao ao ambiente, como o consumo de agua contaminada (LENGERH et
al., 2013; TANIUCHI et al., 2013).

Em 2011, o Centro de Controle de Doencas e Prevencdo (CDC) dos
Estados Unidos (EUA) estimou que Campylobactersp. foi responsavel por cerca
de 0,8 milhdes de casos de infec¢des causadas pelo consumo de alimentos por
ano nos EUA, representando 9% de todas as doencas de origem infecciosa
causadas por alimentos contaminados. O mesmo estudo também estimou que

infeccdes por espécies de Campylobacterresultaram em cerca de 15% de todas
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as hospitalizagdes relacionadas com diarreia de origem alimentar nesse mesmo
ano (SCALLAN et al., 2011).

Entre os anos de 1996 a 2000, 19,6% das gastroenterites de origem
alimentar foram causadas por Campylobacter spp. no Reino Unido (ADAK et al.,
2005). Uma mudanca particular no perfil de idade de individuos susceptiveis foi
observada em 2007, onde a maior faixa etéria de risco para campilobacterioses
foi entre individuos com idade = 60 anos, uma mudanca marcante na tendéncia
relatada em 1990, quando criancas entre 0-9 anos de idade estavam mais
presentes nessa faixa de risco (GILESPIE et al., 2009). Na Austrdlia, espécies
deCampylobacter sdo estimadas como a segunda causa de gastroenterite
causada por bactéria, ficando atrds apenas das espécies de Escherichia coli ndo
produtoras da toxina Shiga (HALL et al., 2005).

O estudo intitulado GEMS teve como foco criangas que apresentavam
diarreia moderada a severa nos continentes da Asia e Africa. Nesse estudoC.
jejuni foi observada como um dos patégenos que causam diarreia em
Blangladesh, Paquist&o, e na india, mas n&o nos paises da Africa (KOTLOFF et
al., 2013).

Estudos sobre a epidemiologia no Brasil sGo muito escassos. Lima e
colaboradores (1993) estimaram uma prevaléncia de 12% de campilobacterioses
em criancas com menos de cinco anos de idade. Outra pesquisa caso-controle
realizada na cidade de Fortaleza - CE demonstrou a prevaléncia de C. jejuni e C.
coli nessa populacao. C. jejuni obteve uma prevaléncia de 9,6% no grupo com
diarreia, enquanto houve uma prevaléncia de 7,2% de deteccao do patdégeno no
grupo sem diarreia, demostrando assim a significativa prevaléncia de
Campylobacter em casos assintomaticos (QUETZ et al.,, 2010). No estado de
Santa Catarina, observou-se uma prevaléncia de 6,2% de casos assintomaticos
de campilobacterioses em adultos (TOSIN e MACHADO, 1995).

Silva e colaboradores (2016) encontraram uma prevaléncia de apenas 2%
de Campylobacter spp. em fezes humanas na regido Sul do Brasil. Uma
explicagdo dada por essa baixa prevaléncia, levando em consideragdo outros

estudos epidemiologicos, foi 0 armazenamento inadequado das amostras



29

utilizadas, resultando uma perda de sensibilidade na realizacdo do diagndstico

microbiologico convencional.

Grande parte dos estudos epidemiologicos para o diagndstico de
Campylobacter spp. diagnosticam apenas as espécies C. jejuni e C. coli,
comprometendo a prevaléncia das outras espécies de Campylobacter e, por
consequéncia, subestimando os dados de deteccdo do patégeno (PLATTS-
MILLS et al., 2014). Além disso, 0 uso de diferentes técnicas de diagndstico,
com diferentes sensibilidades e especificidades, acaba por diferenciar o
resultado da prevaléncia do patégeno. A microbiologia convencional, que é o
diagnéstico “padrao ouro” para a deteccdo do micro-organismo eé amplamente
utilizada, no entanto, devido as caracteristicas fastidiosas de crescimento do
patdogeno, esse diagnostico acaba tendo sua sensibilidade comprometida
(BESSEDE et al., 2011; BULLMAN et al., 2012).

2.4 Patobiologia das infec¢cdes por Campylobacter spp.

Para ajudar na compreensao dos mecanismos da patobiologia do micro-
organismo estudos in vitro, utilizando células humanas, e in vivo, com modelo
animal, vém sendo desenvolvidos. Modelos de cultura de célula ja demostraram
gue espécies de Campylobacter tém seus mecanismos de infec¢cdo baseados no
ataque e invasao de células epiteliais, gerando toxinas que destroem as células
do hospedeiro. Essas espécies também podem comprometer a integridade e
fisiologia da barreira intestinal, secretando proteinas efetoras para as células do
hospedeiro através de sistemas de secrecdo especializados. Em adicdo, esses
micro-organismos possuem mecanismos em sua superficie que podem
promover a evasao das defesas imunes do hospedeiro (BOURKE et al., 1998;
LASTOVICA et al., 2006; LINDBLOM et al., 1995; MAN, 2011).

2.4.1 Motilidade e Quimiotaxia

As espécies de Campylobacter possuem uma motilidade diferenciada,
principalmente em substancias viscosas. Isto pode ser atribuido a presenca de
um ou dois flagelos polares e a forma helicoidal da bactéria. O flagelo fornece a
propulséo e/ou 0 movimento celular giratério, enquanto a forma helicoidal facilita
a rotacéao do tipo “saca-rolha” (FERRERO e LEE, 1988).
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Estudos in vivo ja elucidaram alguns papéis da motilidade e quimiotaxia
bacteriana como fatores cruciais para uma bem sucedida infeccdo provocada
por C. jejuni (HENDRIXSON E DIRITA, 2004; LERTSETHTAKARN et al., 2011;
YOUNG et al., 2007).

C. jejuni possui um eficiente sistema de motilidade que aumenta em meio
a viscosidade epitelial, permitindo uma forma eficiente do patégeno de atingir o
sitio de colonizacdo favoravel no hospedeiro (BACKERT e HOFREUTER, 2013;
FERREIRO e LEE, 1988; SZYMANKI et al., 1995). O sistema de motilidade de
C. jejuni requer um flagelo bipolar e um sistema de quimiossensores que
impulsiona o movimento flagelar com base nas condi¢des ambientais (GUERRY,
2007). A motilidade é essencial para a sobrevivéncia em diferentes condicdes
guimiotaticas encontradas no trato gastrointestinal e para a colonizacdo do
intestino delgado (JAGANNATHAN e PENN, 2005).

C. jejuni possui flagelo bipolar que €& composto pela flagelina O
glicosilada, sendo crucial para a aproximacao dos locais de ligacdo nas células
epiteliais intestinais. Defeitos na glicosilacdo da flagelina O levam a perda de
motilidade, diminuindo a adesdo e a invasao nas células hospedeiras
(LERTSETHTAKARN et al., 2011).

Uma peculiaridade em relacao as espécies de Campylobacter € a falta de
um Sistema de Secrecdo do tipo Il (T3SS), comum em enterobactérias como
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), Salmonellaspp. eShigella spp. Esses
micro-organismos utilizam o T3SS para comprometer a integridade da barreira
intestinal das células do hospedeiroatravés da injecdo de proteinas efetoras
(BOYLE et al., 2006; SIMONOVIC et al.,, 2000).Para suprir essa funcdo, o
sistema flagelar é proposto como o sistema secretor de proteinas de viruléncia
de Campylobacter spp., de uma forma similarao T3SS através de um conjunto
de proteinas presentes no sistema flagelar(KONKEL et al., 2004; NOVIK et al.,
2010).

O flagelo € composto por um corpo basal em formato de gancho e
componentes estruturais nos filamentos extracelulares. O corpo basal inclui uma

base incorporada no citoplasma e na membrana interna da célula, uma haste
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periplasmatica com anéis associados a estrutura e um gancho localizado na
superficie. O corpo basal € complexo e composto por uma série de diferentes
proteinas, como FliF, que € componente do anel MS. Outras proteinas, como
FIhA, FIhB, FliO compdem o proposto T3SS do sistema flagelar; FIQE e Flgk
compdem as menores por¢cdes do gancho. Ja& o filamento extracelular é
composto de multimeros da proteina flagelina, incluindo a proteina FlaA,
codificada pelo gene flaA (flagellin A) (BOLTON, 2015; GUERRY, 2007;
LERTSETHTAKARN et al., 2011). Variantes que apresentam mutacdo no gene
flaAdemostraram uma diminuicdo na internalizacdo da bactéria in Vvitro.
(CARRILLO et al., 2004). A estrutura do flagelo de C. jejuni, com as proteinas

gue o compde, pode ser observada na Figura 3.

FIGURA 3: Principais componentes flagelares de C. jejuni, com as proteinas

associadas.
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Fonte: Adaptado de Bolton, 2015.

Proteinas FIiG, Flim, FliN e FliY comp&e o anel C, que é a base do flagelo. A proteina FIiF
compdem o anel MS, que se liga ao conjunto de haste da membrana. O Sistema de Secrecédo
Tipo 3 (T3SS) é composto pelas proteinas FIhA, FIhB, FliB, FliO, FliP, FliQ e FliR. A proteina Flgl
compde o anel P, localizado na membrana interna. A proteina FIgH comp®&e o anel L, localizado
na membrana externa. A menor parte do gancho é composto pelas proteinas FIgE e FlgK. A
filamento extracelular do gancho é composto pelas proteinas FlaA e FlaB.

A quimiotaxia é a forma mais comum de bactérias flageladas direcionarem

sua locomocgéo para os locais onde as condicbes de sobrevivéncia sdo mais
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favoraveis, como locais com maiores concentracdes de fontes de energia e
baixas quantidades de substancias bacteriotoxicas. Os pré-requisitos gerais para
a quimiotaxia sdo quimiorreceptores, um sistema de transducédo de sinais para o
aparato flagelar da bactéria. O micro-organismo é capaz de chegar a condicdes
mais favoraveis por deteccdo de quimioatrativos, como a mucina, principal
constituinte do muco, ou substancias metabdlicas como o L-glutamato, através

de varias proteinas quimiotaticas (ZAUTNER et al., 2012).

A guimiotaxia tem sido amplamente estudada em E. coli, e as evidéncias
sugerem que C. jejuni possui mecanismos parecidos com os utilizados pela E.
coli (HAMER et al.,, 2010). O sistema de quimiotaxia utiliza componentes
dependentes das proteinas histidina quinase, utilizando seis proteinas
guimiotaticas para a transducédo de sinais, as Che A, B, R, W, Y e Z, codificadas
pelos genes che A, B, R, W, Y e Z (HARTLEY-TASSELL et al.,, 2010;
KANUNGPEAN et al., 2011)

CheW ¢é uma proteina de ligacdo que tem como funcéo ligar as Proteinas
Quimiotéticas Aceptoras de Metil (PQMs) a CheA, esta Ultima, quando ativada,
transfere um grupo fosforil a CheY ou CheB. Em algumas cepas CheW pode ser
substituido por CheV, um homdlogo da proteina CheW, mas com um dominio
adicional no receptor. A proteina CheY fosforilada se liga ao FliM, componente
do motor flagelar, provocando uma modificacdo na rotacéo do flagelo, que deixa
de ser no sentido anti-horario e passa para o sentido horario, efetuando uma
mudanca na motilidade da bactéria, alterando a dire¢cdo de locomocé&o. CheY é
depois fosforilada por CheZ causando reversédo e suavizando a locomocéo da
bactéria. Todo processo € regulado por CheR, que transfere grupos metil as
PQMs, melhorando a capacidade de ativacdo de CheA. A fosforilagdo de CheB
reverte esse processo, removendo os grupos metil das PQMs, reduzindo a
habilidade de CheR de ativar CheA, retornando o sistema para os niveis de pré
estimulacdo (HAMER et al., 2010; LERTSETHTAKARN et al., 2011).

2.4.2 Adesao

A adesé@o as células epiteliais € um importante passo na patogenicidade

de muitas bactérias. A adesdo bacteriana envolve a interacdo de proteinas
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especializadas que podem se ligar aos receptores na superficie celular do
hospedeiro (PIZARRO-CERDA e COSSART, 2006). O desenvolvimento de
doencas envolve a adaptacédo da bactéria ao ambiente intestinal do hospedeiro,
podendo sobreviver e aderir ao epitélio intestinal. A adesdo desempenha um
importante papel na colonizacdo do epitélio intestinal de frangos por C. jejuni, e
pode ser um fator importante na infeccdo em seres humanos (AGUILAR et al.,
2014; ZIPRIN et al., 1999)

Ja foi demonstrado que a severidade dos sintomas clinicos em individuos
infectados foi equivalente ao do nivel de adesdo de C. jejuni em células HelLa
(FAUCHERE et al.,, 1986). A compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na interagdo entre os receptores celulares e as adesinas de C. jejuni
pode permitir o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas, baseadas na

inibicdo da ligacao bacteriana a células hospedeiras (RUBINCHIK et al., 2012).

A adesao de Campylobacter spp. ndo é mediada por fimbria ou pili, como
em outras bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Salmonella
(NOUGAYREDE et al, 2003; VAN DER VELDEN et al., 1998). Estruturas
celulares bacterianas provavelmente contribuem para a interagdo entre
Campylobacter e o hospedeiro. Algumas dessas moléculas podem desempenhar
o papel de verdadeiras adesinas que interagem diretamente com 0s receptores
das células epiteliais, mas o conhecimento sobre isso ainda € incompleto, e
muitos dados ainda sédo contraditérios (JIN et al., 2003; KONKEL et al., 1997;
KONKEL et al., 2010; MONTEVILLE et al., 2003; RUBINCHIK e al., 2012).

Receptores celulares do hospedeiro foram identificados apenas em
algumas proteinas da membrana externa, dentre elas a CadF
(Campylobacteradhesion to fibronectin), especificas para a fibronectina (Fn),
uma glicoproteina encontrada na matriz extracelular com massa molecular de
250kDa (PANKOV e YAMADA, 2002; KONKEL et al.; 1997; 2010); e JIpA (jejuni
lipoprotein A), especifica para a proteina de choque térmico 90 (HSP90),

proteina chaperona essencial para a sobrevivéncia celular (JIN et al., 2003).

A proteina de membrana CadF é codificada pelo gene cromossomal

cadF, que é altamente conservado. A proteina CadF é necessaria para a
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adesao e posterior invasado de C. jejuniin vitro. Estudos ja demostraram que ha
uma significativa reducdo da internalizacdo de C. jejuni em células epiteliais
humanas INT 407, quando estes sdo infectados com cepas mutantes para o
gene cadF (KONKEL et al., 1999). A funcdo da proteina CadF é semelhante a
da proteina de membrana OmpA da E. coli, formando canais de membrana
celular do hospedeiro. Mas o0 mecanismo de agédo para isso ainda nao foi
estabelecido (MAMELLI et al., 2006).A proteina JlaA, codificada pelo gene jIpA,
€ uma proteina de 43kDa (JIN et al., 2001). Estudo realizado por Jin e
colaboradores (2001) mostrou que cepas mutantes para o gene jIpA tiveram
reducdo de aproximadamente 19% na adesao da bactéria em células epiteliais
humanas HEp-2 em relagc&o a cepas selvagens de C. jejuni.

2.4.3 Invasao

A invasdo da mucosa parece ser um dos primeiros mecanismos pelo qual
C. jejuni causa lesédo intestinal. A capacidade invasiva de C. jejuni € dependente
de células epiteliais do colon intestinal, que pode estad relacionado com o
aumento da permeabilidade intestinal, ou com a morte celular. Em muitos casos,
a morte celular (como resultado da inflamacgé&o intestinal ou exposicéo a drogas)
pode resultar na perda da funcdo da barreia intestinal (ABREU et al., 2000;
BELTINGER et al., 2008; CHIN et al., 2002; 2003; KALISCHUK et al., 2007).

Para a invasao celular, a primeira barreira que C. jejuni encontra é a
camada de muco das células epiteliais no hospedeiro. Mas a bactéria pode
efetivamente penetrar essa barreira, sem entrar em contato com as criptas
intestinais, podendo ser encontrada livremente na camada mucosa (FERRERO
e LEE, 1988). A mucina é um forte quimioatrativo para C. jejuni, pois em vez de
ser transportada para fora do intestino pela camada de muco, a bactéria se
move livremente em paralelo ao fluxo na mucosa. Essa mobilidade pode ser
atribuida ao formato espiral da bactéria e a presenca de enzimas que degradam
a mucina. O TSS3 flagelar de C. jejuni € um importante aparato para a
mobilidade da bactéria, auxiliando na invaséo das células do hospedeiro (POLY
e GUERRY, 2008; VAN PUTTEN et al., 2009).
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A invasao do epitélio por cepas de C. jejuni pode estar associada com o
aumento da permeabilidade intestinal (BELTINGER et al., 2008; MACCALLUM
et al., 2005). No entanto, ainda é necessario determinar, de maneira conclusiva,
se a disfuncdo da barreira € uma consequéncia de danos no epitélio que estéao
associados com o aumento da morte celular, ou € atribuido a perda da funcao
das juncdes firmes, que causam aumento da permeabilidade intestinal, como ja
tem sido observado para este patégeno (CHEN et al., 2006; LAM-ROSTESKI et
al., 2008).

Estudos realizados por Kalischuk e colaboradores (2009) e Lamb-
Rosteski e colaboradores (2008) demostraram que a ruptura do epitélio
intestinal, induzida por C. jejuni, provoca a translocacdo de bactérias nao
invasivas através do epitélio intestinal. Estes dois estudos utilizaram diferentes
cepas de C. jejuni para a avaliagdo da translocacdo da bactéria e dois
mecanismos diferentes de translocacdo bacteriana foram observados. A cepa de
C. jejuni RM1221 induziu a translocagdo de bactérias ndo invasivas, atraves do
epitélio, pela via paracelular (LAMB-ROSTESKI et al, 2008), enquanto a cepa de
C. jejuni 81-176 induziu a translocacdo através de mecanismos transcelulares
(KALISCHUK et al., 2009).

A cepa C. jejuni RM1221, isolada a partir de amostras de frangos, causou
aumento da permeabilidade intestinal, o que pode ter sido provocada
pelaruptura das juncdes firmes e claudinas-4 (LAMB-ROSTESKI et al, 2008).
Alguns estudos ja demostraram que C. jejuni tem como um de seus alvos as
juncdes firmes no epitélio intestinal, isso facilita tanto a translocacdo de C. jejuni
como de outras bactérias intestinais residentes através da barreira intestinal,
pela via paracelular (CHEN et al., 2006; MACCALLUM et al., 2005)

Outro mecanismo de invaséo de C. jejuni é o encapsulamento da bactéria
dentro de um vacuolo, evitando assim a acdo de células de defesa do
hospedeiro e de agentes antimicrobianos, prolongando a sobrevivéncia
intracelular do micro-organismo. Essa € umas das principais estratégias
utilizadas pela bactéria para persistir na colonizacdo do trato gastrointestinal do
hospedeiro (WATSON e GALAN, 2008). Alguns dos provaveis mecanismos de
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colonizacédo e invaséo de C. jejuni no epitélio intestinal do hospedeiro podem ser

visualizados na Figura 4.

FIGURA4: Diferentes mecanismos de invasdo de C. jejuni nas células do

hospedeiro.

Fonte: Adaptado de Man, 2011.
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1: C. jejuni pode se movimentar livremente na camada de muco; 2: invasdo por via transcelular;
3: Formagdo de um vacuolo para evitar as defesas do hospedeiro e acdo de drogas
antimicrobianas; 4: Invaséo celular por via paracelular, através da disruptura das jung@es firmes.

Para a efetiva invasdo da bactéria, algumas proteinas sdo necessarias,
como a CiaB (Campylobacter invasion antigen B), proteina com 73kDa,
codificada pelo gene ciaB (KONKEL et al.,, 1999). Estudos de Konkel e
colaboradores (1999) demostram que cepas mutantes, que nao
apresentaramciaB,tiveram reducéo significativada adesao e invasdo de C. jejuni
em células INT 047.

O mecanismo de secrecdo de CiaB e o0 seu papel na invasdo sao
comparados com o modelo de T3SS classico de varias bactérias, nos quais
proteinas efetoras sado injetadas diretamente nas células do hospedeiro. Mas
como C. jejuni ndo possui o T3SS, o sistema flagelar de C. jejuni pode estar
envolvido nessa fungcao (KONKEL et al.,, 1999; RIVERA-AMILL et al., 2011).
Outro mecanismo que pode esta relacionado é a utilizacdo de proteinas da
membrana externa (OMVs), presente em bactérias Gram-negativas. OMVs

desempenham um papel importante na liberacdo de fatores de viruléncia da
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bactéria e modulacdo da resposta imune do hospedeiro (ELMI et al., 2012;
KULP e KUEHN, 2010).

Estudos realizados por Bacon e colaboradores (2002) identificaram a
presenca de um sistema de secrecdo tipo IV em um grande plasmideo
encontrado em cepas de C. jejuni 81-176. O sistema de secrecdo do tipo IV ja
tem sido descrito em algumas bactérias e esta envolvido na exportacdo de DNA
bacteriano, na conjugacéo bacteriana e na secrecao de proteinas (CHRISTIE e
VOGEL, 2000). Este plasmideo, chamado de pVir, com 37kb, possui quatro
genes codificantes do sistema de secrecdo do tipo IV. Mutacdes especificas de
dois desses genes plasmidiais, pVir e virB1l, resultaram na diminui¢do
significativa da adesao e invasdo da bactéria em células epiteliais intestinais in
vitro. A deteccdo do gene plasmidial pVir foi relacionada a infec¢gbes mais graves
de C. jejuni, com a presenca de disenteria (BACON et al., 2002; DASTI et al.,
2010; LOUWEN et al., 2006; TRACZ et al., 2005).

Apesar de muitos isolados de C. jejuni nao possuirem o gene estrutural
para fosfolipase A (pldA), pesquisas realizadas por Ziprin e colaboradores (2001)
demostraram que cepas mutantes para o gene pldA tiveram prejuizo na
capacidade de colonizacdo do ceco de frangos, sugerindo que o gene pode
possuir papel na colonizagcédo e adesdo no epitélio intestinal de aves. Talvez isso
tenha ocorrido pelo fato de que o gene mantem a integridade funcional de
adesinas na superficie celular. Além disso, foi demostrado que o gene pldAde C.
colitem atividade hemolitica em eritrocitos em, como ja demostrado em outras
bactérias (DEKKER, 2000; GRANT et al., 1997).

Um marcador genético cromossomal de C. jejuni, o IAM (invasion-
associated marker) foi identificado por Carvalho e colaboradores (2001). Esse
marcador genético € regulado pelo gene iamA, que foi associado com a adeséo

e invasado do micro-organismo em de células HEp-2 in vitro.
2.4.4 Efeitos citotoxicos

Os danos celulares causados por C. jejuni podem ser, em grande parte,
atribuidos a efeitos citotoxicos que podem atingir as células do hospedeiro
(RUSSELL et al., 1993; WASSENAAR e MARTIN, 1999). Guerrant e
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colaboradores (1987) postularam que C. jejuni produzia uma citotoxina que
poderia ser similar a produzida por Shigella spp.,Escherichia coli
enterohemorragica 0157 (EHEC 0157) eClostridium difficile, onde essa
citotoxina estaria associada ao processo inflamatorio provocado por C jejuni no
epitélio intestinal. O fato foi comprovado com a analise da sequencia do genoma
da bactéria, onde, de acordo com os resultados, uma das toxinas produzida por
C. jejuni é a Toxina Citoletal Distensora (CDT), uma toxina similar a DNase
produzida por varias espécies de bactérias (PARKHILL et al., 2000). Sua funcéo
esta relacionada com a parada do ciclo celular das células do hospedeiro,
causando a morte, por apoptose de linfécitos, mondcitos e células endoteliais
(PICKETT etal., 1994; WHITEHOUSE et al., 1998).

A interacao entre a CDT de C. jejuni (Cj-CDT) com microdominios ricos
em colesterol da membrana e o papel do colesterol na intoxicacdo das células
do hospedeiro por Cj-CDT foram relatados por Lin e colaboradores (2011). No
entanto, a base molecular da associacdo Cj-CDT com a membrana celular e a
entrada de subunidades da toxina em células ainda permanecem incertos (LAI et
al., 2016).

A CDT é uma toxina tripartide composta de trés subunidades codificadas
pelos genes cdtA, cdtB e cdtC. Todos os trés produtos dos genes sao
necessarios para a o funcionamento da toxina (LARA-TEJERO e GALAN, 2000;
2001). Os produtos dos genes cdtA e cdtC sdo duas subunidades
heterodiméricas responsaveis pela ligacao da toxina a membrana celular e para
a entrada do produto do gene cdtB, que € a subunidade enzimaticamente ativa
da toxina. Esta proteina entra no nucleo da célula hospedeira e age como a
enzima desoxirribonuclease, blogueando a quinase CDC2, que é essencial na
transicdo para a fase G2 da mitose. A partir dai, ocorre a fragmentacéo
progressiva do nucleo e distensao celular e, em ultima instancia, a morte celular
(LARA-TEJERO e GALAN, 2000; PICKETT e WHITEHOUSE, 1999). As acdes

da CDT na célula do hospedeiro podem ser observadas na Figura 5.
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FIGURA 5 -Acao da Toxina Citoletal Distensora (CDT) produzida por C. jejuni na

célula do hospedeiro.
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As subunidades CdtA e CdtC se ligam ao colesterol da membrana celular rica em microdominios
e facilita a entrada da subunidade CdtB na célula, através de pocos revestidos de clatrina, por
endocitose. Na sequencia, CdtB se transloca para o citosol e, pelo transporte retrogrado do
complexo de Golgi ao reticulo endoplasmatico, a subunidade se desloca em dire¢éo ao nucleo. A
subunidade CdtB se transloca ao nicleo através de sinais de localizagdo nuclear presentes na
sua sequencia de aminodacidos. Por ultimo, CdtB induz a quebra da dupla fita de DNA que
conduzem a parada do ciclo celular.

Fonte: Adaptado de Lai et al., 2016.

2.4.5 Lipo-oligossacarideos e Capsula Polissacaridica

Uma das provaveis vias utilizadas por C. jejuni para evitar a resposta
imune do hospedeiro é através dos lipo-oligossacarideos (LOS) de membrana.
Estruturas do LOS de C. jejuni assemelham-se a gangliosideos neuronais
humanos, e este mimetismo molecular pode levar ao desenvolvimento de
doencas autoimunes, incluindo a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), e sindrome
de Miller-Fisher, uma variante da SGB (HUGHES, 2004; KUWABARA e YUKI,
2013; YU et al., 2006).
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A céapsula polissacaridica (CPS) de C. jejuni pode ser outro mecanismo
importante de escape da resposta imune do hospedeiro. CPS tem importancia
na resisténcia, aderéncia e invasdo de células epiteliais. Um esquema de
sorotipagem realizado por Penner (1989) para cepas de C. jejuni, identificou a
existéncia de 47 sorotipos diferentes de C. jejuni, que € agora conhecido com
base na diferenca da estrutura capsular, indicando a extensa variagdo na sua
estrutura. Essa variacdo tem, provavelmente, um papel chave na evasdo da
resposta imune do hospedeiro (KARLYSHEV et al.,, 2000; MAUE et al., 2013;
PRESTON e PENNER, 1989).

2.4.6 Sistema de captacéao de ferro

O ferro (Fe) € essencial para muitos processos bioldgicos, incluindo a
sintese de DNA, respiracéo e para o ciclo do acido tricarboxilico. Mas, apesar de
ser essencial a vida, em niveis elevados o Fe podem ser tOxicospara o
organismo. A maioria das bactérias, incluindo C. jejuni,desenvolveu um
sofisticado mecanismo de eliminagcdo de ferro do organismo. Esse
mecanismoenvolve a producdo de moléculas de baixo peso molecular (500 a
1000 Da), chamadas sideroforos, que se ligam aos ions ferro com elevada
afinidade.Essas moléculas conseguem secretar o ferro circulante através de
receptores localizados na membrana externa da bactéria (ANDREWS et al.,
2003; VAN VLIET et al., 1998).

Proteinas como a Fur (ferric uptake regulator), regulada pelo gene fur, séo
responsaveis pela regulacao dos niveis de ferro, e pela acdo dos sideroforos. A
proteina Fur desempenha um papel importante na modulacdo da viruléncia
bacteriana, resisténcia e no metabolismo bacteriano (BUTCHER et al., 2012;
2010; LEE e HELMANN et al., 2007).

Em C. jejuni, Fur regula a expressao de alguns sistemas propostos de
absorcao de ferro, incluindo Ceu, CfrA e pl9. Mutagbes nos genes fur; no
cfrA(Receptor férrico deCampylobacter), gene responsavel pelo receptor da
membrana externa enteroquelina férrica (FeEnt), um sideréforo de alta afinidade
responsavel pela aquisicdo de ferro para a bactéria; e no gene ceuE

(enterochelin uptake substrate-binding protein), responsavel por codificar a
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enteroquelina; comprometeram a capacidade da bactéria de colonizar o intestino
de frangos de corte (BUTCHER et al., 2012). Além disso, a falta da regulacao
de Fe na bactéria gerou um alto indice de mortalidade do micro-organismo. A
aguisicao de ferro € um aspecto crucial para a acao e sobrevivéncia bacteriana,
entdo esse sistema € um importante fator de viruléncia para o micro-organismo
(HOLMES et al., 2005; VAN VLIET et al., 1998).

2.4.7 Resposta ao estresse e sobrevivéncia bacteriana

Por serem bactérias microaerdéfilas, Campylobacter spp. lidam com
metabdlitos téxicos de oxigénio produzidos durante o metabolismo normal,
durante a transmissao, ou quando ocorre o contato com as defesas imunes do
hospedeiro. C. jejuni e C. coli compartiiham o mesmo sistema de defesa ao
estresse oxidativo (STORZ e IMLAY, 1999).

O principal componente da dismutase de C. jejuni de defesa ao estresse é
a proteina superéxido-dismutase (SodB), codificada pelo gene sodB.
Superoxido-dismutase € a maior defesa contra danos causados por oxigénio
(O,) em bactérias. SodB converte a molécula de O, para uma molécula de
peréxido de hidrogénio (H,O,) e uma molécula de oxigénio (OH et al., 2015).
Pesci e colaboradores (1994) demonstraram que mutantes de C. jejuni para
sodB tiveram uma significante diminuicdo na sobrevivéncia intracelular em
células INT-407.

A catalase remove H,O, de células quebrando a molécula em agua e
oxigénio. C. jejuni contem apenas uma catalase, a proteina KatA, codificada pelo
gene katA. Cepas de C. jejuni mutante para katAapresentaram deficiéncia no
crescimento intracelular em macréfagos, mas ndo em células epiteliais. 1sso
pode significar que a bactéria ndo resistiu ao excesso de oxigénio dentro dos
macrofagos (ATACK e KELLY et al., 2009; DAY et al., 2000).

Para o crescimento de espécies de Campylobacter termotolerantes €&
necessario uma temperatura entre 37°C e 42°C, sendo incapazes de crescer a
temperaturas menores que 30°C. Mas a bactéria possui mecanismos de
sobrevivéncia a exposicado a temperaturas mais elevadas durante o intervalo de

crescimento, e essa resposta ao choque térmico imediatamente apds a
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exposicdo da bactéria a altas temperaturas foi descrita por Konkel e
colaboradores (1998).

A resposta do micro-organismo ao choque térmico aumenta a capacidade
de sobrevivéncia da bactéria. Para isso existem aproximadamente 24 proteinas
sintetizadas por C. jejuni que auxiliam na resisténcia ao choque térmico, onde
esse mecanismo acaba por aumentar a sobrevivéncia da bactéria (KONKEL et
al., 1998). Mihaljevic e colaboradores (2007) observaram que a sobrevivéncia da
bactéria aumenta, mas a capacidade de invadir células eucariéticas foi reduzida

apos o choque térmico.

Algumas proteinas responsaveis pela resposta ao choque térmico, como
a GroESL, DnaJ e Lon ja foram relatadas (BRAS et al., 1999). Cepas mutantes
para o gene dnaJque codifica a proteina chaperona Dnal, apresentaram
reducdoda taxa de crescimento em temperaturas a 46°C. Além disso, C. jejuni
nao pdde ser isolada do ceco de frangos infectados. Isso sugere que dnaJpode
ter um papel tanto na termotolerancia, como no crescimento da bactéria no
intestino de frangos (KONKEL et al 1998; ZIPRIN et al., 2001).

O sistema RacRS tem sido relatado como sendo importante na
capacidade de colonizacdo em células epiteliais de frangos, e para a
termotolerancia da bactéria (APEL et al., 2012). Esse sistema de proteinas
regula genes importantes para a colonizacdo in vivo da bactéria, como o
racR(DNA-binding response regulator), de um modo dependente de temperatura
(VAN DER STEL et al., 2015). Cepas mutantes para o gene racRapresentaram
reduzida taxa de crescimento da bactéria em temperaturas a 42°C in vivo, e a

colonizag&o in vitro em células epiteliais Caco-2 (BRAS et al., 1999).
2.5 Manifestagdes Clinicas das infec¢gdes por Campylobacter spp.

Para causar infeccdo, sdo necessarios apenas uma média de 500 a 800
micro-organismo. Infeccbes causadas por Campylobacter spp., principalmente
C. jejuni e C. coli, geralmente causam gastroenterites agudas que sao
caracterizadas por inflamacgéo, dor abdominal, febre e episddios de diarreia,

muitas vezes com fezes sanguinolentas. O periodo de incubacdo para o
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desenvolvimento de uma diarreia aguda é de aproximadamente 2 a 5 dias (MAN,
2011; YOUNG et al., 2007).

Com um tratamento adequado a infeccdo dura em média uma semana,
mas 0s sintomas podem persistir por até duas semanas. Infec¢des por C. jejuni
e C. coli podem ocorrer em todas as faixas etarias, mas criangas entre 1 a 4
anos de idade, e jovens adultos entre 15 a 24 anos sao as faixas mais afetadas
(BLACK et al., 1988; MAN, 2011; NIELSEN et al., 2013).

InfecgBes assintomaticas sdo bastante comuns, e isso acaba dificultando
os estudos epidemiolédgicos, principalmente em paises em desenvolvimento
(LEE et al., 2013). Estudos coorte multicéntricos em paises em desenvolvimento,
como o GEMS e MAL-ED, tiveram grande importancia na elucidacdo de dados
epidemioldgicos de infecgcdes assintomaticas nessas regides, como ja descrito
(PLATTS-MILLS et al., 2015; KOTLOFF et al., 2013).

InfecgBes assintomaticas causadas por Campylobacter spp. sdo comuns
em criancas acima de 5 anos e estdo associadas com a excrecao prolongada
em um percentual significativo de casos (FERNANDEZ et al., 2008). Nos paises
em desenvolvimento, infecgBes assintomaticas sdo mais comuns entre criancas
desnutridas, principalmente para C. jejuni. Neste contexto, infeccées pelo micro-
organismo podem também ser oportunistas, tendo relagdo com a
imunossupresséo induzida pela desnutricdo (FERNANDEZ et al., 2008; LEE et
al., 2013; QUETZ et al., 2010).

Estudo coorte realizado no Peru, por Lee e colaboradores (2013),
demonstrou que criancas com infec¢des assintomaticas e sintomaticas por
espécies de Campylobacter tiveram uma reducdo de crescimento nos trés
primeiros meses de idade. Estudo caso-controle realizado no Brasil, por Quetz e
colaboradores (2010), no também demonstrou uma significativa reducdo nos
escores de crescimento das criangas, com diagndstico molecular positivo para

Campylobactersp., nos primeiros meses de idade.

InfeccOes entéricas frequentes, especialmente nos primeiros 3 anos de
vida de uma crian¢a, com ou sem diarreia evidente, podem predispor o individuo

a desnutricdo, com a diminuicdo do crescimento através de varios mecanismos,
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onde também pode haver diminuicdo do desenvolvimento cognitivo da crianca,
afetando sua produtividade na vida adulta. Além disso, criangas desnutridas tem
maior frequéncia de doencas diarreicas, com maior duracdo dos episodios.
Finalmente, infeccbes entéricas podem predispor a obesidade e suas
comorbidades, como diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares e
sindromes metabdlicas. Essas consequéncias fazem parte de um ciclo vicioso
de diarreia-desnutricdo (GUERRANT et al., 2013).

Gastroenterites sdo as mais importantes condi¢des clinicas resultante de
infeccbes por Campylobacter spp., mas estes micro-organismos também tém
sido associados a outras condi¢des sérias relacionadas ao trato gastrointestinal,
incluindo Doencas do Intestino Inflamado (IBD). IBD sao condi¢des inflamatorias
cronicas do trato gastrointestinal, que incluem a doenca de Crohn, caracterizada
por lesbes transmurais que podem ocorrer em qualquer local ao longo do trato
gastrointestinal, e colite ulcerativa, caracterizada por uma continua inflamacao
da submucosa, restrita ao célon (KAAKOUSH et al., 2012; MAHENDRAN et al.,
2011; MAN et al., 2011).

Além disso, infec¢cdes causadas por espécies de Campylobacter também
causam uma variedade de manifestacdes clinicas em outros locais do corpo
humano, que podem ser infec¢des locais isoladas (endocardites e miocardites),
manifestacfes sistémicas apdés um episddio de enterite (septicemias) ou
desordens imunoldgicas pos-infecg¢édo, que incluem a Sindrome de Guillain-Barré
(SGB) e a Sindrome de Miller Fisher (BECKER et al., 2007; KAAKOUSH et al.,
2014; KOGA et al., 2005; KUWABARA e YUKI, 2013; NIELSEN et al., 2010).

A SGB é uma condicdo neurolégica caracterizada por uma fraqueza
progressiva e simétrica nos membros superiores e inferiores, com ou sem
hiporreflexia, que pode também afetar os nervos respiratorios e cranianos. A
SGB € uma condicdo que acontece pos-infeccdo, e uma importante causa dessa
sindrome séo infec¢des causadas por C. jejuni(BAKER et al., 2012; KUWABARA
e YUKI, 2013). O mecanismo subjacente dos danos neuronais associados com a
SGB esta relacionadoa uma reagdo cruzada entre anticorpos produzidos em
resposta ao LOS de C. jejuni e ganglosideos humanos, tais como o gangliosideo
GML1 (FREDDO et al.; 1986; VAN DOORN et al., 2008).



45

A sindrome de Miller Fisher € uma condicdo definida por um inicio agudo
de oftalmoplegia, arreflexia e ataxia, que surgem a partir do desenvolvimento de
anticorpos anti-GQ1b pela exposicédo ao LOS de certas bactérias, dentre eles C.
jejuni, um dos mais frequentemente identificados (CHIBA et al., 1992; HEIKEMA
et al., 2013; KOGA et al., 2005). Algumas das principais manifestacdes clinicas
provocadas por espécies de Campylobacterem humanos estdo representadas

na Tabela 1.

TABELA 1 - Principais espécies de Campylobacter com as manifestacdes

clinicas associadas a infec¢6es em humanos.

Espécies de Campylobacter Manifestagdes Clinicas

C. coli Gastroenterite acompanhado de
sangue nas fezes, meningite,

colecistite aguda

C. concisus Gastroenterite, IBD, esofagite,
sangue nas fezes, abcessos

cerebrais

C. curvus Gastroenterite, colite ulcerativa,

esofagite, abcessos bronquiais

C. fetus* Septicemia, gastroenterite,
abcessos cerebrais, endocardites,

aneurisma, peritonites

C. gracilis Periodontite, IBD, infeccbes de

cabeca e pescoco, e abcessos

cerebrais
C. hominis IBD
C. hyointestinalis Gastroenterite

C. jejuni Gastroenterite, IBD, doenca
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celiaca, SGB, Sindrome de Miller
Fisher. Artrite reativa, miocardite,
meningite, colecistite aguda,
infeccbes do trato urinario, febre
aguda associado com leucopenia e
trombocitopenia

C. lari Gastroenterite

C. upsaliensis Gastroenterite, abcessos cerebrais.

Fonte: Adaptacédo de Kaakoush et al, 2014; Man, 2011.

IBD: Doencgas do Intestino Inflamado; SGB: Sindrome de Guillain-Barré. *Incluindo C. fetus
subesp. fetus, C. fetus subesp. venerealis, e C. fetus subesp. testudinum.

2.6 Diagndstico laboratorial das espécies de Campylobacter

O diagndstico laboratorial das infeccées por Campylobacter spp. requer o
uso de meétodos dependentes ou independentes de cultura. Nos métodos
dependentes de cultura, colbnias isoladas podem ser submetidas a uma série de
testes bioquimicos para a identificacdo de tracos fenotipicos. A temperatura
tempo de incubacdo e condicdes atmosféricas adequadas favorece o
crescimento de espécies de Campylobacter durante os procedimentos de
isolamento (IWAMOTO et al.,, 2012). Dentre os métodos independentes de
cultura, testes imunoenzimaticos e moleculares sdo destacados, e cada vez
mais utilizados, aumentando a sensibilidade e especificidade de deteccgéo, tendo
um impacto sobre a vigilancia na salude publica, uma vez que a analise de
isolados € necesséria para controle de distribuicdo de diferentes espécies
(PLATTS-MILLS et al., 2014).

A microbiologia convencional ainda é utilizada como “padrao ouro” para o
diagnéstico de Campylobacter spp., mesmo com a baixa sensibilidade dessa
metodologia. Espécies de Campylobacter sdo bactérias com uma exigéncia
especial de cultivo, como um ambiente microaeréfilo. E durante o
processamento das amostras, as bactérias podem ter um contato muito longo

com uma atmosfera normal (BESSEDE et al., 2011). Além disso, meios seletivos
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sdo geralmente utilizados e os antibioticos incorporados podem inibir o
crescimento de certas espécies de Campylobacter (FITZGERALD, 2015). A
demonstracao da baixa sensibilidade do diagnéstico microbioldgico convencional
sugere que as diretrizes para testes de diagndstico de Campylobacter spp.
precisam ser modificadas em um futuro proximo (BESSEDE et a., 2011; ENDTZ
et al., 2000; SINGH et al., 2011).

Vérios testes tém sido desenvolvidos a base de antigenos para a
deteccdo de Campylobacter. Na Europa, tais testes revelaram ter uma excelente
sensibilidade, que chega a ser maior que 89%, em comparacdo com O0S
resultados em cultura (DEDISTE et al., 2003).

Testes imunoenzimaticos tém mostrado resultados excelentes, mas ja foi
documentado um excesso de resultados positivos para Campylobacter, em
comparagcdo com a cultura seletiva, sugerindo que outras espécies, que nao
possem relevancia clinica, podem estar sendo detectadas pelos métodos
imunoldgicos, com reacdo cruzada, fazendo com que ocorram resultados falso-
positivos (FITZGERALD et al., 2016; PLATTS-MILLS et al., 2014).

Testes bioquimicos podem ser utilizados para diferenciar espécies de
Campylobacter. No entanto, a capacidade de diferenciar C. jejuni e C. coli seria
0 mais relevante no contexto clinico. O Unico teste bioquimico que distingue as
duas espécies € o teste da hidrélise do hipurato, onde isolados de C. jejuni tém a
capacidade de hidrolisar o hipurato, enquanto que isolados de C. coli ndo tem
essa capacidade (SENOK e BOTTA, 2009).

Diagnosticos moleculares como a Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR) j& vém sendo bastante empregados para a deteccdo de grande
diversidade de espécies de Campylobacter em pacientes com gastroenterite,
principalmente pela excelente sensibilidade e especificidade da técnica
(BESSEDE et al., 2011; PLATTS-MILLS et al., 2014). A PCR pode ser uma
ferramenta potencial para a deteccdo de C. jejuni e/ou C. coli a partir de
amostras de fezes congeladas (QUETZ et al., 2010). Essa metodologia ndo é
utilizada em grande escala para o diagndéstico clinico por ser uma técnica de
custos elevados (BESSEDE et al., 2011; FITZGERALD et al., 2016; ON, 2013).
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Para conferir a eficiéncia em diagnosticar espécies de Campylobacter,
diferentes testes de diagnostico foram utilizados para a identificacdo do
patdgeno, em uma populacdo entre 0-36 meses na cidade de Fortaleza -
CE.Dentre eles as técnicas moleculares empregadas, que no caso foram gPCR
e PCR convencional, mostraram ter uma o6tima sensibilidade e especificidade,
em comparagdo ao ensaio imunoenzimatico utilizado, ELISA, e principalmente
em relacdo a microbiologia convencional. Esses valores foram confirmados
quando observados os valores preditivos positivos, onde o valor dos
diagnésticos moleculares foi elevado (VERAS et al.,, 2016). Besséde e
coloboradores (2008) também confirmaram a melhor eficiéncia dos testes
moleculares em relacdo amicrobiologia convencional, testes imunoenzimaticos
rapidos em cartdo, e o ELISA, sendo que a gPCR foi a técnica mais eficiente

para o diagndstico do micro-organismo.

A escolha dos métodos de diagnostico das infec¢cdes provocadas por
Campylobacter spp. ainda é uma questdo de debate, principalmente devido a
baixa sensibilidade da microbiologia convencional, aliada as detec¢bes cruzadas
com testes imunoenzimaticos e os altos custos da biologia molecular (BESSEDE
et al., 2011; DEDISTE et al., 2003; ON, 2013; PLATTS-MILLS et al., 2014)

2.7 Tratamento das campilobacterioses

A maioria das infeccbes causadas por Campylobacter ndo requerem
intervencdo terapéutica que ndo a de suporte, como a manutencdo da
hidratacdo e o equilibrio de eletrélitos. No entanto, os antimicrobianos séo
empregados em pacientes imunodeprimidos, pacientes com sintomatologia
severa ou persistente e aqueles com infeccdes extras intestinais (CODY et al.,
2010; SMITH e FRATAMICO, 2010).

A ciprofloxacina, uma fluoroquinolona, € utilizada para tratamento
empirico de gastroenterites, particularmente em casos relacionados a infecgbes
adquiridas em viagens. Os principais alvos das quinolonas nas bactérias sédo a
DNA girase e a topoisomerase |V, enzimas essenciais para a replicacéo,
transcricdo, recombinacdo e reparo do DNA bacteriano (DRYDEN et al.; 1996).

No entanto, nos casos de campilobacterioses, os macrolideos constituem o
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principal tratamento de escolha. Os macrolideos ligam-se aos nucleotideos da
subunidade ribossomal 50S, bloqueando a fase de translocag¢do na sintese de
proteinas, evitando assim a liberacdo do RNAt (RNA transportador) depois da
formacdo da ligacdo peptidica, resultando na interrupcdo do alongamento da
cadeia peptidica (LUANGTONGKUM et al., 2009).

A razao para o crescimento da utilizacdo de macrolideos como tratamento
de escolha para infec¢cdes por Campylobacter sdo as altas taxas de resisténcia
da bactéria a ciprofloxacina, devido, principalmente, ao uso desses
antimicrobianos na industria alimenticia, em aves utilizadas para consumo
humano, e em menor escala, ao uso indiscriminado de ciprofloxacina para o

tratamento de infeccbes em humanos (GRAHAM et al., 2007).

Os macrolideos também sao utilizados na producdo de alimentos de
origem animal, tanto para a promoc¢ado do crescimento, como para razdes
terapéuticas, resultando no aumento dos niveis de resisténcia da bactéria a
esses medicamentos, que ja estdo sendo relatados em alguns paises (GARIN et
al., 2012; SIERRA-ARGUELLO et al., 2016). Por consequéncia, a ciprofloxacina
volta a ser recomendada para o tratamento de infecgcbes em humanos nesses
casos de resisténcia do micro-organismo aos macrolideos (WIECZOREK e
OSEK, 2013).

2.8 Controle e prevencao das campilobacterioses

O controle de infeccbes por Campylobacter spp. nos paises em
desenvolvimento ainda é um desafio, pois a contaminacdo de agua e alimentos
€ bastante comum. Um exemplo disso sdo as intervencdes especificas, como
um controle na criagdo de frangos de corte, que ainda sdo minimas para
demonstrar um impacto significativo na salde publica (EFSA, 2011;
OBERHELMAN et al., 2006).

Estima-se que aproximadamente 50 a 80% de todos os casos de
campilobacterioses em humanos estao relacionadas ao consumo de carne de
frangos mal processadas (EFSA, 2011). Os custos anuais em todo o mundo das
infecgbes pelo micro-organismo sdo extremamente elevados. Por conta disso

muitos paises tém desenvolvido estratégias para controlar a disseminacao de
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espécies de Campylobacter na industria avicola. Estas estratégias incluem a
reducdo a exposicdo ambiental, reducéo ou eliminacdo do patdégeno em frangos
contaminados, e aumentoda resisténcia dos frangos as infeccbes por
Campylobacter spp. Para isso, a adicdo de antimicrobianos na alimentagao
desses animais é bastante empregada, aumentando a resisténcia da bactéria
aos mesmos (NEWELL et al., 2011; WAGENAAR et al., 2013).

Com o desafio de desenvolver uma vacina para C. jejuni, alguns estudos
ja tém demostrado alguma evolucéo. Estudos no final de 1980 mostraram uma
protecdo homdloga usando a cepa de C. jejuni 81-176. No entanto esta cepa
contem mimicos de gangliosideos GM2 e GM3, implicados na patogénese da
SGB (BLACK et al, 1988). Para evitar este problema, uma cepa de C. jejuni sem
mimicos de gangliosideos foi descrita, a GC 8421, mas ja foi demostrado a falta
de protecdo homéloga em humanos (KIRKPATRICK et al., 2013). Em paralelo, o
desenvolvimento de uma vacina capsular conjugada, a qual, em principio,
poderia ser mais imunogénica e evitar o subsequente risco de SGB, ja conferiu
protecdo em primatas ndo humanos (MAUE et al., 2014; MONTEIRO et al.,
2009; POLY et al., 2011).

As estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra C. jejuni ainda
séo limitadas por conta do incompleto entendimento da patogénese do micro-
organismo, dos epitopos de protecdo, diversidade antigénica, bem como a
associacdo com sindromes pos-infecciosas, como a artrite reativa, a SGB e
Sindrome de Miller Fisher (RIDDLE e GUERRY, 2016; TRIBBLE et al., 2010).

Como medidas de prevencao contra infec¢cdes por Campylobacter spp., o
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) recomenda o cozimento
completo de produtos avicolas, além da lavagem das maos antes e depois do
preparo dos alimentos, e cuidado com a contaminagdo cruzada na cozinha
usando tabuas de corte separadas para alimentos de origem animal e vegetal.
Outras recomendacfes sdo a de ndo consumir leite ndo pasteurizado e agua
nao tratada (CDC, 2014).
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2.9 Prognostico das campilobacterioses

Infeccbes por Campylobacter spp. geralmente causam uma doenca
autolimitada, com duracdo entre 5 a 7 dias. A sintomatologia da infecgéo
comeca, aproximadamente, entre 2 a 5 dias apdés a ingestdo do micro-
organismo, quandopodem haver manifestacdes clinicas como diarreia com
cOlicas, dores abdominais aguda, acompanhadas ou ndo por febre, e em alguns
casos, hauseas e vOmitos. Em recém-nascidos e criangas, diarreia
sanguinolenta, acompanhada de febre, pode ser a Uunica manifestacao
apresentada pela infeccdo (BLASER, 1997; LEHOURS et al., 2012; SKIRROW e
BLASER, 2000).

Casos de mortalidade sdo raros, mas pode acontecer complicacdes pos-
infeccdo como a SGB, na IBD, e Sindrome de Miller Fisher, manifesta¢fes raras
em pessoas saudaveis, sendo mais comuns em pessoas imunocomprometidas.
A SGB, provocada principalmente por C. jejuni, causa paralisia em cerca de 30%
dos pacientes afetados (KUWABARA e YUKI, 2013; YUKI, 2012).

Outras sintomatologias como septicemia, abcessos e meningites podem
ocorrer em pessoas com doencas ja pré-existentes, desnutridas, além das
imunocomprometidas (FERNANDEZ et al., 2008). J& foi demostrado que ha
associacdo de infeccBes por Campylobacter spp. com criangcas desnutridas,
além disso, casos assintomaticos sdo comuns nessas criancas, onde ja foi
observada uma excrecdo prolongada da bactéria em suas fezes (FIGUEROA et
al., 1989; LEE et al., 2013).

Infeccbes por Campylobacter spp. na infancia pode afetar o
desenvolvimento fisico das criancas, afetando tanto o ganho de peso, como o
crescimento. No Peru, criancas que apresentaram casos sintomaticos e
assintomaticos de infecgcbes pela bactéria tiveram uma reducdo no crescimento
e apresentaram perda de peso nos trés primeiros meses de vida. Aléem disso,
casos mais severos da infeccéo foram associados com maiores déficits tanto no
ganho de peso, como no crescimento linear (LEE et al., 2013). Resultados
parecidos foram observados no estudo caso-controle, realizado por Quetz e

colaboradores (2010), na cidade de Fortaleza - CE, com redugédo nos escores-Z



52

peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ), em criangas com e sem

episodios diarreicos, infectadas por C. jejuni.

Como infecc¢des recorrentes na infancia pelo micro-organismo podem
acarretar déficits no desenvolvimento fisico e cognitivo das criancas, isso pode
fazer com que as mesmas tenham algum tipo de prejuizo no desenvolvimento na
vida adulta (FERNANDEZ et al.,2008; LEE et al., 2013). Casos como esses
reforcam ainda mais que estratégias para o controle de infecgbes por espécies
de Campylobacter sejam cada vez mais empregadas. Além disso, 0
desenvolvimento de métodos de diagndstico rapidos para uma detecgéo precoce
da bactéria ganha uma maior importancia, além do desenvolvimento de vacinas
para o controle de infec¢Bes por este patdgeno (BESSEDE et al., 2008; YOUNG
et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Diagnosticar e identificar a presenca de genes de viruléncia relacionados

a Campylobacter jejuni em criancas com diarreia moderada a severa na cidade

de Fortaleza — CE, Brasil.

3.2 Objetivos priméarios

Diagnosticar a presenca de Campylobacter jejuni, através de PCR
convencional, em amostras oriundas de criancas com diarreia
moderada a severa na cidade de Fortaleza — CE, Brasil.

Caracterizar o perfil de genes de viruléncia que codificam proteinas
associadas a motilidade, quimiotaxia, adesdo, invasao, producdo de
toxinas, captacdo de ferro, e resposta ao estresse oxidativo, nas
amostras de criangas diagnosticadas com Campylobacter jejuni.

3.3 Objetivos secundarios

Avaliar a sazonalidade das infecgbes por Campylobacter jejuni
isoladas decriancas com diarreia moderada a severa.

Identificar a presenca de alguns fatores determinantes para doencas
diarreicas, como idade, escolaridade materna, agua encanada e
renda mensal familiar, nas familias das criancas com
campilobacterioses.

Associar a presenca de sinais e sintomas como febre, dor abdominal,
vOomito e a presenca de sangue nas fezes com os genes de viruléncia
detectados nas criancas com diarreia moderada a severa

diagnosticadas com C. jejuni.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etica do estudo

Esse estudo faz parte de um projeto intitulado “Avaliacdo de um teste
pratico para diagndstico etioldgico de diarreias (DEC) em uma unidade hospitalar
de Fortaleza”, aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP,
13.523/2007 — ANEXO A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Albert
Sabin (HIAS, 80/06 - ANEXO B).

Foi lido e assinado pelos responsaveis pelas criancas e adolescentes um
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE, ANEXO C). As criangas
recrutadas necessitaram de algum cuidado médico devido a doenca diarreica.
Todos foram pacientes das salas de emergéncia de dois centros de
atendimentos pediatrico na cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil, o Hospital Albert
Sabin (HIAS) e o Centro de Assisténcia a Crianca Lucia de Fatima R. G. S&
(CAQ).

O CAC é uma unidade de atendimento de média complexidade,
enquanto o HIAS é de alta complexidade, ambos sdo conveniados ao Sistema
Unico de Satde (SUS). As aprovacdes dos comités de ética das duas unidades

encontram-se nos anexos B e D.
4.2 Periodo do estudo e populacao participante

O estudo foi realizado entre maio de 2008 e abril de 2009, onde houve a
avaliacdo da presenca de patdgenos entéricos nascriancasrecrutadas. A
ocorréncia de diarreia foi definida como a presenca de trés ou mais evacuacoes
liquidas, por no minimo 24 horas (OMS, 2013b).

Foram recrutadas 436 criancaspara o0 estudo residentes na zona urbana
da cidade de Fortaleza, capital do estado do Ceara, Brasil. Todas foram
atendidas na rede publica de saude em dois ambulatérios de atendimento
infantil, no caso, o CAC (localizado naRua Guilherme Perdigdo, 299 -

Parangaba), e o HIAS (localizado na Rua Tertuliano Sales, 544 - Vila Uni&o).
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Apds a obtencdo do TCLE assinado pelos pais ou responsaveis, as
criangas tiveram a entrada estabelecida no estudo a partir do preenchimento do
critério de inclusdo: criancas em atendimento ambulatorial de urgéncia médica
por conta de doenca diarreica presente. Os critérios de exclusdo foram: uso
prévio de antibidticos, criancas em amamentacdo, e a ndo concordancia em

assinar o TCLE.
4.3 Obtencao e acondicionamento dos dados epidemiolégicos

Uma equipe de profissionais de saude, que incluiu enfermeiros e técnicos
em enfermagem, foram os responséveis pelas atividades de campo do presente
estudo, como o recrutamento dos participantes, a aplicacdo de formularios (para
documentacdo das informacdes obtidas) e coletas das amostras fecais, de
acordo com os procedimentos operacionais padronizados pelo Instituto de
Biomedicina do Semiarido Brasileiro (IBISAB), na Universidade Federal do
Ceara (UFC) Os detalhes estdo descritos no Iltem 4.4.

Apds a obtencdo do TCLE assinado pelos pais e responsaveis, a
aplicac@o dos questionarios foi realizado. Os questionarios apresentavam dados
sobre critérios de inclusdo (ANEXO E) e informacdes basicas como sexo e data
de nascimento das criancas, endereco de residéncia, data da coleta das fezes e
guestbes sobre o estado clinico da crianca, relacionados as manifestacdes
clinicas das doencas apresentada, que sdo: febre, vomito, dor abdominal e
sangue nas fezes (ANEXO F). Os questionarios foram encaminhados ao
gerenciamento de seguranca e confiabilidade pelo Setor de Seguranca e
Gerenciamento de Dados (SSGD), no IBISAB/UFC.

4.4 Coleta das amostras
Foram coletadas amostras de todas as criancas do estudo. Todas as
amostras foram obtidas em frascos coletores estéreis ou swabs estéreis, sendo
levadas ao Laboratorio de Microbiologia do IBISAB/UFC em até no maximo
quatro horas apdés a coleta, em condi¢cOes refrigeradas. As amostras foram
testadas para a presenca de enteropatdgenos por coprocultura e técnicas de
microbiologia classica (QUETZ et al., 2012), além disso, aliquotas das amostras

foram armazenadas sem diluicdo a -80 °C para a extracdo do DNA bacteriano.
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4.5 Extracao de DNA fecal e da cepa controle

A extracdo do DNA das fezes foi realizada utilizando o kit QIAamp DNA
Stool Mini kit (Qiagen, Valencia, Califérnia, EUA), em aliquotas de 200 mg, de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Foi utilizada uma incubacdo das
amostras em um tampao de lise a 95°C ao invés de 70°C, opcédo escolhida por
aperfeicoar a extragdo de DNA gendmico dos enteropatdgenos.

Para as amostras coletadas em swab anal foi utilizado o mesmo kit para a
extracdo das aliquotas de fezes, mas com uma diferenca na etapa inicial. As
amostras tiveram uma etapa inicial de eluicdo, com incubacao breve, seguida de
homogeneizagéo vigorosa, sendo utilizada metade do volume do tampé&o de lise
requerido para as amostras de fezes (QUETZ, 2013).

Apoés a extracdo, houve a avaliacdo da quantidade e qualidade de todas
as aliquotas de DNA extraido através de leitura em espectrofotdbmetro Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) nos comprimidos de onda 260 e
280 nm.

Os DNAs obtidos foram mantidos a -20°C até a realizacdo do diagndstico
molecular por PCR, e a identificacdo dos genes de viruléncia. E importante
ressaltar que houve uma nova avaliacdo da qualidade e quantidade do DNA
gendmico das amostras utilizadas nesse presente estudo, para comprovar a
qualidade do material devido ao tempo de armazenamento das amostras. Essa
avaliacao foi realizada utilizando o gene rss, de acordo com Quetz et al., 2012.

O DNA utilizado como controle positivo das reacdes foi extraido da cepa
de C. jejuni ATCC 33291 (cedida pela Fundacédo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil). Para a extracdo do DNA as cepas liofilizadas foram levadas a
ressuspensdo em tampdo fosfato 1X (PBS 1X), conforme instrucbes dos
fornecedores, sendo levadas para o cultivo em agar CVA para Campylobacter
com suplementos de crescimento Campylobacter Growth Supplement (Oxoid,
Hampshire, Reino Unido, SR0232), e a seletividade do meio foi obtida através da
adicdo, conforme instrucbes do fabricante, de Campylobacter Selective
Supplement Blaser-Wang (Oxoid, SR0098), que contém vancomicina, polimixina
B, trimetoprima, anfotericina B e cefalotina.

A incubacédo ocorreu na temperatura de 42°C = 1°C por até 72 horas em
atmosfera de microaerofilia. Para a extracdo do DNA bacteriano foi utilizada a

técnica de fervura em agua, onde sao coletadas duas a trés colbnias da
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bactériaque sdo suspensas em agua deionizada estéril e fervidas por 10 min,
sendo logo apos submetidas a centrifugacdo (956 x g, 10 minutos) em
temperatura de 4°C. O sobrenadante é retirado e mantido a -20°C até a

realizacdo dos ensaios de PCR.

4.6 Diagnostico molecular

O diagnéstico molecular foi realizado através da técnica de PCR, sendo
utilizado o gene cromossomal hipO (gene para hipuricase de C. jejuni) para o
diagnéstico de C. jejuni como ja anteriormente descrito por Quetz e
colaboradores (2010; 2012). Os iniciadores utilizados estéo listados na Tabela 3.
Logo apds o diagndstico, iniciadores para a deteccédo de 21 genes de viruléncia
para C. jejuni foram utilizados. Os genes utilizados e suas respectivas fungdes
podem ser observados na Tabela 2.

Os genes de viruléncia foram divididos em painéis de acordo com as
temperaturas de anelamento, sendo realizada a técnica de PCR multiplex e
uniplex para a deteccao. Todos os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen
(Séo Paulo, Brasil), aliquotados e armazenados de acordo com as instrugcdes do
fabricante. Os iniciadores utilizados para a pesquisa dos genes de viruléncia,
assim como suas determinadas temperaturas de ciclagem, estdo na Tabela 3.
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TABELA 2: Genes de viruléncia para Campylobacter jejuni.

Gene de viruléncia

Funcéao

flaA
flgE

Motilidade

cheA
cheR
cheW

Quimiotaxia

cadF
jIpA

Adesao

pVir
iamA
ciaB
pldA

Invasao

cdtA
cdtB
cdtC

Toxina Citoletal Distensora

fur
cfrA

ceuE

Sistema de captacao de ferro

racR
dnaJ
katA
sodB

Resposta ao estresse e sobrevivéncia

bacteriana
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TABELA 3: Iniciadores utilizados nos protocolos do PCR para o diagnostico e deteccdo de genes de viruléncia para C. jejuni

com as condi¢des de ciclagem para as reacoes de PCR uniplex e multiplex.

Acesso ao
) Condig8es dos i
Genes alvo Sequencia dos iniciadores (5’- 3’) GenBank, Amplicons (pb) el Referencia
NCBI

Gene de diagnéstico para C. jejuni
hipO — gene para S: ATGATGGCTTCTTCGGATAG 35 ciclos: 20” a
hipuricase de C. AS: GCTCCTATGCTTACAACTGC FJ655194.1 176 95°C, 20” a 51° C, Quetz et al., 2010
jejuni 45" a72°C
Genes de viruléncia para C. jejuni
PAINEL MULTIPLEX 1
cdtA — Cytolethal S: TTGGCGATGCTAGAGTTTGG
Distending Toxin AS: ACCGCTGTATTGCTCATAGGG AY445094.1 175
(CDT), porgéo A
cdtB — Cytolethal S: CTCGCGTTGATGTAGGAGCTA 35 ciclos: 30” a

. . . Quetz et al., 2010
Distending Toxin AS: GCAGCTAAAAGCGGTGGAGTA AF053962.1 418 95°C, 30” a 56 °C,
(CDT), porcéo B 45" a72°C
cdtC - Cytolethal S: AGCCTTTGCAACTCCTACTGG
Distending Toxin AS: GCTCCAAAGGTTCCATCTTC GQ491062.1 270
(CDT), porgéo C
PAINEL MULTIPLEX 2
ciaB— S: TCATGCGGTGGCATTAGAATGGG 35 ciclos: 30” a
Campylobacter AS: AGGTCTAACTTCATCAACCCTTTGCCA AF114831.1 658 95°C, 30” a 64 °C, Konkel et al, 1999
invasion antigen B 45" a72°C
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dnaJ— proteina S: AGGCTTTGGCTCATCACGTCG

AF053962.1 574 Konkel et al, 1998
chaperona DnaJ AS: GGTCGCTTCACCGCGTATGG

racR— DNA-binding S: TGGGGCTTCAAATCGGTGCTGA .
Hamidian et al,

response regulator AS: GCGACCGATGATAACATCAAGGCT GQ491062.1 326 2011
PAINEL MULTIPLEX 3
flaA — flagelina S: AGCTGCTTCGCAACTTTCTACGGT AF369585.1 .
325 35 ciclos: 30” a Fitzerald et al, 2001
AS: TGCACTCTCGGCTGCAAAGTCT
: 95°C, 30” a 59 °C,
pldA — fosfolipase A S: AAGAGTGAGGCGAAATTCCA
CP000025.1 385 45" a72°C Fouts et al, 2005
AS: GCAAGATGGCAGGATTATCA
PAINEL MULTIPLEX 4
fur - ferric uptake S: ACTCAAAAAGGGGAGTGATATGCT
regulator AS: GCAATCAAGGCTTGCTGTCT X78965.1 399 Koolman, 2015
sodB - proteina S: AAGTACAGGCTGTGGCTGTGG
o Desenhado pelo
superoxido - AS: AGGGCGTGCATTACGATGAT KF864551.1 292
i 35 ciclos: 45" a grupo
dismutase
94°C, 45" a 60 °C,
cfrA - S: GCTTAACGGGTGGTTATGCAG
1”7a72°C
Campylobacter AS: CGGCTGTGTAGATTGCCCTA KP288672.1 158 Desenhado pelo
. grupo
ferric receptor
jiIpA - jejuni  S: CACAGGGAATCGACAGCATAGA Desenhado pelo
lipoprotein A AS: ACGCTCCGCCCATTAACATA AF295104.1 111 grupo

PAINEL MULTIPLEX 5



ceuE - enterochelin

F: GCAGGCGTTCCTGCTAAAAA

61

uptake substrate- R: GCGAGATTGAGGACCAAAGG AL111168.1 396
binding protein 35 ciclos: 45” a
Desenhados pelo
flgE - flagellar hook S: CCTCCTGTTCCTGCTTCACC 94°C, 45” a 60 °C,
) AY277720.1 270 grupo
protein AS: TGACGGCCTTGTAAGCTCAA 1”a72°C
cheW-proteina S: CAGCATTTCCTCCAACTCCA
o EU189137.1 118
quimiotética W AS: ATGCCGCTCATTGATCTAGC
PAINEL MULTIPLEX 6
katA — catalase A S: GCTGCTTGGGATTTTTGGAG
X85130.1 593
AS: GCACGATTTACGGGCAAAAG
- 35 ciclos: 45” a
cheA - proteina S: TCCATTCCTACACCACGACCT Desenhados pelo
o EU189136.1 271 94°C, 45” a 60 °C,
quimiotatica A AS: CAGCAACTCGTGCAGCAAAT 1" 272G grupo
a
cheR - proteina S: CACTCTCGCTCAATCGCTGT
o KC692482.1 131
guimiotatica R AS: GGCATTATTGGCTGCACAGA
REACOES UNIPLEX
pVir — plasmideo S: GAACAGGAAGTGGAAAAACTAGC 35 ciclos: 30” a
associado a AS: TTCCGCATTGGGCTATATG AF226280.2 708 95°C, 30” a 55 °C, Bacon et al., 2002
disenteria 177a72°C
cadF - S: TTGAAGGTAATTTAGATATG 40 ciclos: 30” a
Campylobacter AS: CTAATACCTAAAGTTGAAAC 94°C, 30” a 43 °C,
i KC330891.1 400 Konkel et al., 1999
adhesion to 30"a72°C
fibronectin
iamA- invasion- S: GCTGCTTACCAACTCGCACA 35 ciclos: 45” a
. Desenhado pelo
associated marker AS: CCAAAGCCATGACACGTGGA KM092517.1 235 94°C, 45” a 60 °C,

1"a72°C

grupo
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Adaptado de: Quetz et al, 2012.

Todos os ciclos dos painéis Multiplex tiveram uma etapa inicial de desnaturagédo de 15’ a 95°C, e
uma etapa final de extenséo de 10’ a 72°C. Para todos os PCRs Uniplex houve uma etapa inicial
de desnaturacao de 5’ a 95°C e uma etapa final de extensdo de 10’ a 72°C. S= iniciador senso;
AS= iniciador anti-senso.

Para a técnica de PCR uniplex foi utilizado um volume de 20uL para cada
reacao, contendo 10uL de GoTaqg Green Master Mix (Promega, Fitchburg, WI,
EUA), 2 yL (2mM) dos iniciadores senso e antisenso, 2 puL de DNA molde,
sendo o volume completado com agua livre de nuclease. Para a reacdo de PCR
multiplex foi utilizado um volume de 25 pL, sendo 12,5 pL de solucdo Multiplex
Qiagen Master Mix, 3 uL de solugao “Q” potenciadora (Qiagen), 0,5 yL (5mM)
dos iniciadores senso e antisenso, o volume foi completado com &gua livre de
nuclease. Ambos os PCRs foram realizados no termociclador MyCycler™ (BIO-
RAD, San Diego, CA, EUA).

Para a visualizacdo dos produtos das reacdes amplificados foi realizado a
corrida em eletroforese com géis de agarose a 2% ou 3% (para reacfes de PCR
uniplex e multiplex, respectivamente), corados com brometo de etidio a 1,0
pg/mL. Os géis foram visualizados no Sistema ChemiDoc XRS de
transluminacéo UV (Bio-Rad, San Diego, CA, EUA).

4.7Sequenciamento das amostras controle

Os genes cadF, jIpA, iamA, ceuE, sodB, cfrA, fur, cheA, cheR, cheW, flgE
e katA ndo possuiam uma cepa padrdo para controle positivo nesse trabalho.
Para comprovar que o produto encontrado dos genes se referiam aos mesmos,
amostras positivas para todos os genes foram submetidas ao sequenciamento
através da empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, RJ). O
sequenciamento foi realizado na plataforma ABI3730XL, baseada no método de

seguenciamento de Sanger.
4.8 Andlise da sazonalidade

A andlise de sazonalidade das infecgbes causadas por C. jejuni foram
avaliadas a partir de um comparativo entre os dados pluviométricos do periodo,

fornecidos pelo site da Funceme (http://www.funceme.br/index.php/areas/23-
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monitoramento/meteorol%C3%B3gico/409-precipitacao-por-radar), com 0s

diagndsticos positivos para o micro-organismo.

4.9 Acondicionamento e andlise estatistica dos dados

Todos os dados gerados foram armazenados em planilhas Excel,
MICROSOFT® (New York, NY, EUA). As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o Statistical Package for Social Sciences versao 20.0 (SPSS Inc.™,
Chicago, IL, EUA). A analise das associacfes foi realizada em tabelas de
contingéncia, utilizando o teste exato de Fisher e Qui Quadrado no programa
GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad™ Software, San Diego, CA). Foi
utilizado o programa CART® (Classification and Regression Trees) version 8.0
(Salford Systems, San Diego, CA) que possibilitou a classificacdo dos dados
baseados em &rvores de decisdo.O nivel de significAncia aceitavel foi de P <
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1Caracterizacdo da populacéo de estudo

O projeto DEC, do qual este estudo faz parte,recrutou 436 criancas que
necessitaram de intervencdo médica nos centros de saude CROA e HIAS na
cidade de Fortaleza - CE por apresentarem doenca diarreica moderada a
severa.

Para o diagndstico molecular de C. jejuni foi utilizado o gene hipO. A
deteccdo aconteceu em, aproximadamente, 14% (61/436) das criancas do
projeto DEC (Figura 6).

FIGURA 6: Gel de agarose representativo a amplificagdo do gene hipO (176pb).

500p

Coluna MM: Marcador molecular de 100pb; coluna C-: controle negativo para o genehipO;
colunas 3, 4, e 18: amostras negativas para o gene hipO; colunas 5 a 17, e 19, amostras
amplificadas para o gene hipO, mostrando a positividade pelo tamanho das bandas
apresentadas com 176 pb; coluna C+: controle positivo para o gene hipO utilizando o DNA da
cepa de C. jejuni ATCC 33291.

De acordo com o sexo, 62,3% (38/61) corresponderam aogénero
masculino. Em relagéo a idade, o maior numero de casos de diarreia moderada
a severa ocorreu entre as criancas com idade entre 0 - 12 meses,
correspondendo a 49,18% (30/61) dos casos positivos para C. jejuni,
apresentando significancia estatistica com o diagndstico positivo para o micro-
organismo, com um P=0,0001, risco relativo de 5.059, e IC 95% = 2.544 a
10.060. Significancia estatistica também ocorreu no diagndstico em criancas
com idade entre 12,1 — 24 meses, com P=0,0427, risco relativo de 1.695, e IC
95% = 1.038 a 2.768 (Tabela 4).
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TABELA 4: Caracterizacdo da populacéo positiva para C. jejuni de acordo com o

género e idade.

Parametros N (%) Valor de P
Género
Masculino 38 (62,3%) -
Feminino 23 (37,7%) -
Total 61 (100%) -
Idade
0- 12 meses 30 (49,18%) 0,0001*
12,1 — 24 meses 19 (31,15%) 0,0427*
24,1 — 36 meses 5 (8,2%) 0,7911
> 60 meses 7 (11,47%) 1,000
Total 61 (100%) -

*Significancia estatistica

5.2 Sazonalidade de infec¢bes por C. jejuni na populacdo do estudo

Durante a realizacdo do estudo, entre os anos de 2008 e 2009, ndo houve
uma sazonalidade das infec¢des por C. jejuni com o periodo seco e chuvoso na
cidade de Fortaleza — CE, apresentando P=0,8835.

O maior nimero de casos de infeccdes pela bactéria (12/61) ocorreu no
més de outubro de 2008, més que faz parte do periodo seco na regido, com
pouca ou nenhuma precipitacdo de chuvas. O segundo maior nimero de casos
ocorreu no més de fevereiro de 2009 (8/61), més correspondente ao periodo
chuvoso na cidade de Fortaleza, apresentando uma precipitacdo de 176,8 mm
de acordo com os dados da Funceme (2009). Os meses com maior precipitacao
de chuvas no periodo de realizacdo do estudo, no caso marc¢o e abril de 2009
com precipitacdo de 323,7 e 349,4, respectivamente, também apresentaram
casos de diagndstico positivo para o micro-organismo (Funceme, 2009) (Gréfico
1).
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GRAFICO1: Numero de casos de diagnostico positivo para C. jejuni e

precipitacdo de chuvas (mm) durante periodo de maio de 2008 a abril de 2009.
AB

151 4001
300

2004

ndmero de casos
Chuva (mm)

1.A: Namero de casos positivos para infec¢des por C. jejuni durante os periodo de maio de 2008
a abril de 2009. 1.B: Precipita¢éo de chuvas na cidade de Fortaleza — CE durante o periodo de
maio de 2008 a abril de 2009.

5.3 Caracterizacdodos fatores determinantes para doencas diarreicas

O estudo DEC levantou alguns fatores determinantes para doencas
diarreicas na populacdo de estudo, que foram, basicamente, renda mensal

familiar, presenca de 4gua encanada na residéncia e escolaridade materna.

Tendo como base a média do salario minimo no Brasil entre o periodo de
2008 e 2009 (R$ 440,00), 60,65% (37/61) das familias apresentaram uma renda
mensal <1 salario minimo. Apenas uma familia apresentou renda mensal

superior a 2 salario minimos.

Agua encanada foi presente em 83,61% (51/61) dos domicilios das

familia. Apenas 1 responsavel ndo ofereceu essa informacéao.

Em relacdo a escolaridade materna, 45,9% (28/61) das maes
apresentarampossuir entre 5 a 8 anos de estudo, correspondendo até o 8° ano
do ensino fundamental. 37,8% (23/61) possuiam o ensino médio completo ou
incompleto, e a menor proporgcéo foram de mées que apresentaram 0 ensino

fundamental incompleto, correspondendo a 16,39% (10/61). Os dados



67

relacionados a caracterizacdo socioeconémica da populacdo podem ser
observados na Tabela 5.

TABELA 5: Fatores determinantes para doencas diarreicas populacao positivos

para C. jejuni.

Parametros N (%) Valor de P
Renda mensal(salario
minimo R$ 440,00)

< 1 salario 37 (60,65%) 0,0970
1 salario 0 (0%) -
1 - 2 salarios 19 (31,15%) 0,0916
> 2 salérios 1 (1,64%) -
N&o informado 4 (6,56%) -
Total 61 (100%) -
Agua encanada
Sim 51 (83,61%) -
Nao 9 (14,75%) -
N&o informado 1 (1,64%) -
Total 61 (100%) 0,1444
Escolaridade materna
<4 anos 10 (16,39%) 0,1111
4 — 8 anos 30 (49,18%) 0,2647
> 8 anos 21 (34,4%) 0,1311
Total 61 (100%) -

*SignificAncia estatistica, P< 0,05
5.4 Dados clinicos da populacao

De acordo com a duracéo dos episodios de diarreia, 90,16% (55/61) das
criancas com campilobacteriose apresentaram diarreia aguda, com duragéo
menor que sete dias. Diarreia prolongada, com duracao entre 8 a 14 dias, foi
observada em 6,57% (4/61)das criancas, e diarreia persistente, com duracao
acima de 14 dias, foi observada em 1 paciente. Nao houve o relato da duracéo
dos episddios diarreicos em apenas 1 paciente.
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Em relacdo aos dados clinicos das criangas com diagndstico positivo para

C. jejuni, o sintoma mais relatado foi febre, correspondendo a 77,05% (47/61)

dos casos, seguido de dor abdominal relatada em 63,93% (39/61) dos

casos.Nenhum dos sintomas clinicos reportados teve significancia estatistica

para 0s casos positivos para C. jejuni. Mas a presenca de dor abdominal intensa

apresentou tendéncia a ter significancia estatistica com os diagndsticos positivos

para C. jejuni, apresentando P= 0,0531, com risco relativo de 1.629, e IC 95% =

0.9945 a 2.669.Todos os sinais e sintomasanalisadosestdo apresentados na

Tabela 6.

TABELA 6: Sintomatologia clinica relatada pelos responsaveis pelas criancas

com amostra positiva para C. jejuni.

Dados Clinicos
Febre
Sim
N&o
Total
Dor abdominal
Sim, dor moderada
Sim, dor intensa
N&ao
N&o soube responder
Total
Sangue nas fezes
Sim
N&o
Total
Vémito
Sim
N&o

Total

N (%) Valor de P

47 (77,05%) 0,6586
14 (22,95%)
61 (100%)

5 (8,2%)
39 (63,93%) 0,0531
16 (26,23%)

1 (1,64%)

61 (100%)

18 (29,51%)
43 (70,49%)
61 (100%) 1,000

38 (62,29%) 0,1046
23 (37,71%)
61 (100%)

*Significancia estatistica, P< 0,05
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5.5 Produtos dos genes amplificados nas amostras sequenciadas

Para o sequenciamento, foram amplificadas seis amostras para a
confirmacédo da presenca dos genes de viruléncia cadF, jIpA, iamA, ceuE, sodF,
cfrA, fur, cheA, cheR, cheW, flgE e katA, como controle positivos para as
reacoes. Os produtos amplificados para a realizacdo do sequenciamento podem

ser observados na Figura 7.

FIGURA 7: Produto da amplificacdo das amostras sequenciadas como controle
de qualidade para dos genes cadF, jlpA, iamA, ceuE, sodF, cfrA, fur, cheA,
cheR, cheW, flgE e katA.

7 8 9 10 1112 13 14 C-

cadF fur ceuE cfrA iamA sodB jIpA cheW cheA katA flgE cheR

500pb

Coluna MM: marcador molecular de 100pb; coluna 2: amplificagdo do genecadF (400pb); coluna
3: amplificacdo do gene fur (399pb): coluna 4: amplificacdo do gene ceuE (396pb); colunas:
amplificacdo do gene cfrA (158pb); coluna 6: amplificagdo do gene iamA (235pb); coluna 7:
amplificacdo do gene sodB (292pb); coluna 8: amplificacdo do gene jlpA (111pb); coluna 9:
amplificacdo do gene cheW (118pb); coluna 10: amplificacdo do gene cheA (271pb); coluna 11:
amplificacdo do gene katA (593pb); coluna 12: amplificacdo do gene flgE (270pb); coluna 13:
amplificacdo do gene cheR (131pb); coluna C-: controle negativo.

5.6Deteccdo molecular dos genes de viruléncia de C. jejuni

Dentre as 61 amostras positivas para C. jejuni no diagnéstico molecular
com o gene hipO, devido a problemas técnicos, apenas 51 amostras foram
utilizadas para a realizacdo da deteccdo molecular dos genes de viruléncia para

a bactéria em questao, nesse estudo.

Foram pesquisados, ao todo, 21 genes de viruléncia referentes a
motilidade (flaA e flgE), quimiotaxia (cheA, cheR e cheW ), adesao (cadF e jIpA),
invasdo (ciaB, pldA, iamA e pVir), toxina citoletal distensora- CDTs (cdtABC),

transporte e regulacao de ferro (ceuE, fur, e cfrA) e relacionados a sobrevivéncia
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da bactéria ao estresse oxidativo (racR, dnaJ, katA e sodB) de C. jejuni,
divididos em painéis de PCR Multiplex e detecc¢des simples com PCR Uniplex
(Figuras8, 9 e 10).

FIGURA 8: Representacdo da amplificagcdo dos genes de viruléncia de C. jejuni
referentes aos painéis de Multiplex 1, 2 e 3.

IMC+ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 C-

500pb
cdtB (418pb)

cdtC (270pb)

cdtA (175pb)

MMC+ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 C-

ciaB (658pb)

500pb dnaJ (574pb)

racR (326pb)

MMC+ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 C-

500pb

pldA(385pb)
flaA (325pb)

8.A: Multiplex 1: coluna MM: marcador molecular de 100pb; coluna C+: controle positivo
utilizando o DNA da cepa de C. jejuni ATCC 33291, colunas 3 a 8, 10, 12, 13, 16 a 18: amostras
representativas da amplificagéo do painel multiplex 1, correspondendo aos genes cdtABC, com
seus respectivos produtos; colunas 9, 11, 14 e 15: amostras negativas para os genes cdtABC;
coluna C-: controle negativo utilizando agua livre de nucleases. 8.B: Multiplex 2: Coluna MM:
marcador molecular de 100pb; coluna C+: controle positivo utilizando o DNA da cepa de C. jejuni
ATCC 33291; colunas 3, 6 a 12, 15 e 18: amostras representativas da amplificacdo do painel
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multiplex 2, correspondendo aos genes ciaB, dnaJ e pldA, com seus respectivos produtos;
colunas 4, 5, 13, 14, 16 e 17: amostras negativas para os genes ciaB, dnaJ e pldA; coluna C-:
controle negativo utilizando agua livre de nucleases. 8.C: Multiplex 3: Coluna MM: marcador
molecular de 100pb; coluna C+:controle positivo utilizando o DNA da cepa de C. jejuni ATCC
33291; colunas 7 a 15, 17 e 18: amostras representativas da amplificacdo do painel multiplex 3,
correspondendo aos genes pldA e flaA, com seus respectivos produtos; colunas 3 a 6, e 16:
amostras negativas para os genes pldA e flaA; coluna C-: controle negativo utilizando agua livre
de nucleases.

FIGURA 9: Representacao da amplificacdo dos genes de viruléncia de C. jejuni

referentes aos painéis de Multiplex 4, 5 e 6.

fur (399pb)
sodB (292pb)

cfrA (158pb)
jlpA(111pb)

8 19-10~11"12"13 1471516 1718719 C-

500pb ceuE (396pb)

flgE (270pb)

cheW (118pb)

MMC- 345 wi6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20

katA(593pb)
500pb

cheA(271pb)

cheR (131pb)

9.A: Multiplex 4: Coluna MM: marcador molecular de 100pb; colunas 2 a 19: amostras
representativas da amplificagdo do painel multiplex 4, correspondendo aos genes fur, sodB, cfrA
e jlpA, com seus respectivos produtos; coluna C-: controle negativo utilizando agua livre de
nucleases. 9.B: Multiplex 5: Coluna MM: marcador molecular de 100pb; colunas 2 a 8, 10 a 19:
amostras representativas da amplificacdo do painel multiplex 5, correspondendo aos genes
ceuE, flgE e cheW, com seus respectivos produtos; coluna 9: amostra negativa para os genes
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ceuE, flgE e cheW; coluna C-: controle negativo utilizando agua livre de nucleases. 9.C:
Multiplex 6: Coluna MM: marcador molecular de 100pb; coluna C-: controle negativo utilizando
agua livre de nucleases; colunas 3 a 20, amostras representativas da amplificacdo do painel
multiplex 3, correspondendo aos genes katA, cheA e cheR, com seus respectivos produtos.

FIGURA 10: Representacao da amplificacdo dos genes de viruléncia de C. jejuni

referentes as reagfes de PCR uniplex dos genes cadF, iamA e pVir.
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Vir (708pb
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10.A: Coluna MM: marcador molecular de 100pb; colunas 2 a 15: amostras representativas da
amplificagdo do gene cadF, com seu respectivo produto; coluna C-: controle negativo utilizando
agua livre de nucleases. 10.B: Coluna MM: marcador molecular de 100pb; colunas 2 a 14, 16 a
18: amostras representativas da amplificacdo do gene iamA, com seu respectivo produto;
colunas 15 e 19: amostras negativas para o gene iamA,; coluna C-: controle negativo utilizando
agua livre de nucleases. 10.C: Coluna MM: marcador molecular de 100pb; coluna C+: controle
positivo utilizando o DNA da cepa de C. jejuni ATCC 33291; coluna C-: controle negativo
utilizando agua livre de nucleases.
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Os genes mais detectados nas amostras foram o cadF e racR, com 100%
(51/51) de positividade nas amostras, seguidos dos genes ciaB e sodB com uma
deteccdo em 96,1% (49/51) das amostras. O gene pVir foi 0 Unico com 0%
(0/51) de positividade em todas as reacdes. A prevaléncia dos genes de

viruléncia pode ser observada na Tabela 7.

TABELA 7: Prevaléncia dos genes de viruléncia de C. jejuni.

Gene N° de amostras Porcentagem
positivas (%)
racR 51/51 100%
cadF 51/51 100%
ciaB 49/51 96,1%
sodB 49/51 96,1%
cdtABC 48/51 94,1%
flgE 47/51 92,2%
chew 46/51 90,2%
iamA 46/51 90,2%
dnal 45/51 88,2%
cheA 42/51 82,4%
flaA 19/51 76,1%
fur 34/51 66,6%
katA 34/51 66,6%
cheR 34/51 66,6%
pldA 23/51 45,1%
ilpA 22/51 43,1%
cfrA 16/51 31,4%
ceukE 11/51 21,7%
pVir 0/51 0%

A distribuicdo da presenca simultdnea dos genes de viruléncia, de acordo
com sua funcdo ficou a seguinte: genes relacionados a motilidade bacteriana
(flaA e flgE) foram presentes 70,59% (36/51) das amostras; os relacionados a
quimiotaxia (cheA, cheR e cheW) foram presentes em 64,7% (33/51); os
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relacionados a adesao (cadF e jlpA) foram presentes em 43,14% (22/51);
relacionados a invasao (ciaB, pldA e iamA) foram presentes em 35,3% (18/51);
os relacionados a toxina citoletal distensora- CDTs (cdtABC) foram presentes em
94,1% (48/51); em relagéo ao transporte e regulagcéo de ferro (ceuE, fur, e cfrA),
os genes foram presentes em 7,81% (4/51); e os relacionados a sobrevivéncia
da bactéria ao estresse oxidativo (racR, dnaJ, katA e sodB) os genes foram

presentes em 52,94% (27/51) das amostras positivas.

Todas as amostras positivas para C. jejuni tiveram no minimo a detecc¢ao
de 10 genes de viruléncia, mas o perfil de deteccéo foi bastante heterogéneo,
nao sendo possivel definir um perfil de deteccdo de um grupo especifico de

genes, nesse caso.
5.7 Andlise dos genes de viruléncia pelo programa CART®

Para a analise foi utilizado o programa CART® que possibilita o
agrupamento de diferentes genes de viruléncia relacionado a patogénese do
micro-organismo com 0s sinais e sintomas clinicos analisados nesse estudo. Os
resultados do CART séo expressos através de numeros binarios, onde o niumero
0 se refere aos casos negativos, e 0 numero 1 se refere aos casos positivos. O
calculo estatistico é realizado utilizando os “nés” terminais, representados na cor

vermelha na arvore.

De acordo com os resultados obtidos pelas associa¢cées dos genes com
os fendtipos clinicos foi observado que a presenca dos genes dnald, flgE, sodB,
ciaB e a auséncia de jIpA apresentam tendéncia a significancia estatistica com o
parametro clinico de dor abdominal intensa”, apresentando P= 0,0535, com risco
relativo de 1.5, e IC 95% entre 1.078 e 2.088.0s resultados podem ser

observados na Figura 11.
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FIGURA 11: Arvore de classificacio e regressdo dos genes de viruléncia de acordo com o parametro clinico dor abdominal
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NoOs azuis = nés iniciais da arvore; Nos vermelhos = nés terminais da arvore.

Além disso, foi identificado que a associa¢do entre os genes cfrAe dnal
apresentaram associacdo com o parametro clinico “febre” com P = 0,0216, com
risco relativo de 1.440, e IC 95% entre 1.159 a 1.789 (Figura 12). A presenca do
gene jlpA com a auséncia do gene katA foi associado com o parametro clinico
vomito, tendo apresentado significancia estatistica com P=0,0211, risco relativo
de 1.680, e IC entre 1.309 a 2.156 (Figura 13). E por fim, foi observado a
associacdo entre os genes pldA e ceuE com o paradmetro clinico “sangue nas
fezes”, apresentando P=0,0013, com risco relativo de 4.6, e IC entre 2.658 a
7.961 (Figura 14).

FIGURA 12: Arvore de classificacio e regressédo dos genes de viruléncia de

acordo com o parametro clinico febre.
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FIGURA 13: Arvore de classificacdo e regressdo dos genes de viruléncia de

acordo com o parametro clinico vomito.
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FIGURA 14: Arvore de classificacdo e regressdo dos genes de viruléncia de

acordo com o parametro clinico sangue nas fezes.
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6DISCUSSAO

Doencas diarreicas continuam sendo um importante problema de saude
publica no mundo, e apesar de medidas preventivas terem sido tomadas nos
altimos anos, especialmente no Brasil, e, por consequéncia, ter havido a
diminuicdo da mortalidade, os casos de morbidade ainda continuam elevados
(BARTELT et al., 2013).

Campylobacter sp. € um dos principais patégenos associados a doencgas
diarreicas, principalmente em criangas menores de cinco anos de idade (LEE et
al., 2013). Apesar disso, estudos epidemiolégicos acerca desta bactéria ainda
sdo escassos, e os dados séo contraditorios e muitas vezes inexistentes em
paises em desenvolvimento (KAAKOUSH et al., 2015).

Na cidade de Fortaleza - CE, os indices de infec¢des diarreicas ainda séao
muito elevados, além disso, h& a existéncia de varios fatores determinantes que
podem contribuir para o acometimento dessas infec¢cbes, como o desmame
precoce, baixa escolaridade materna e falta de saneamento basico (FACANHA e
PINHEIRO, 2001; MOORE et al., 2010).

O DEC foi um estudo descritivo transversal realizado na cidade de
Fortaleza — CE, Brasil, no periodo de maio de 2008 a abril de 2009. O projeto
teve, ao todo, 436 criancas que necessitaram de atendimento médico por conta
de infec¢éo diarreica moderada a severa.

O projeto DEC teve como objetivo desenvolver um ensaio de PCR
multiplex para a deteccdo de quatro bactérias que estdo, comumente,
relacionadas a infec¢des entéricas, que sdo Campylobacter spp.,Escherichia coli
nao O157:H7, Salmonella spp. eShigella spp. Os resultados do estudo,
baseados no diagndéstico por microbiologia convencional, foram de 60 (13,76%)
amostras positivas para Shigella spp., 22 (5,04%) amostras positivas para de
Campylobacter spp., 21 (4,82%) amostras positivas parak. coli ndo-O157:H7 e 8
(1,83%) amostras positivas para de Salmonella spp. (QUETZ et al., 2012).

Para o presente estudo, um novo diagnostico foi realizado por PCR
convencional onde foram diagnosticadas 61 amostras positivas para C. jejuni,
equivalente a 14% da populacao de estudo. Em contrapartida, um estudo caso-
controle realizado na cidade de Fortaleza, encontrou uma prevaléncia de 9,6%

de Campylobacter spp. no grupo com diarreia, e 7,2% no grupo sem diarreia,
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utiizando PCR convencional como diagnoéstico (QUETZ et al., 2010). A
prevaléncia de Campylobacter spp. na cidade de Jo&do Pessoa — PB, foi de 2,4%
em estudo caso-controle com criangcas com diarreia, sendo utilizado a
microbiologia convencional como diagndstico (MORENO et al., 2010).

Na cidade de S&o Paulo - SP, houve uma prevaléncia de 7% do micro-
organismo em crian¢as com idade entre 12-59 meses que apresentaram quadro
diarreico (SOBEL et al., 2004). Em Santa Catarina a prevaléncia do patdgeno foi
de 6,2% em pesquisa realizada com portadores assintomaticos (TOSIN e
MACHADO, 1995). J& em outro estudo realizado na regido Sul do Brasil foi
encontrado uma prevaléncia de 2% de campilobacterioses por coprocultura em
pessoas com diarreia (SILVA et al.,, 2016). Todos os estudos anteriormente
mencionados, utilizaram a microbiologia convencional como diagndéstico para
Campylobacter sp. Sendo o patégeno bastante fastigioso, a baixa deteccdo do
patégeno provavelmente se deve a essas condi¢cdes especiais de cultivo que o
mesmo exige.

Os dados encontrados nesse estudo em questdo foram elevados se for
levado em consideracdo os dados encontrados nos estudos nacionais.
Explicacfes para isso podem estar na metodologia empregada para diagnéstico,
que no caso foi PCR convencional, além da populacéo investigada, que foram
apenas de criancas com diarreia moderada a severa.

A diferenca de sensibilidade e especificidade entre diferentes técnicas de
diagnéstico para o micro-organismo ja foram relatadas em diferentes estudos.
Um exemplo foi o trabalho realizado por Bessede e colaboradores (2011), onde
foram utilizados amostras de pacientes com doenca gastrointestinal que
precisaram ser hospitalizados. Para o diagnostico foram utilizadas técnicas
moleculares, como PCR convencional, além de imunoenzimaticos e a cultura
convencional. O trabalho relatou a dificuldade em realizar a cultura
microbiolégica para o diagnostico de espécies de Campylobacter, aléem de
relatar a boa sensibilidade e especificidade nas técnicas moleculares e
imunoenzimaticas para o0 diagndstico do micro-organismo. Mas o estudo
considerou como diagnéstico positivo as amostras que foram simultaneamente
positivas para pelo menos uma técnica molecular e uma imunoenzimatica

utilizada, além do diagnéstico positivo da microbiologia convencional.
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Estudo realizado por Platts-Mills e colaboradores (2014), com amostras
de criancas participantes do projeto MAL-ED, também relatou a dificuldade no
cultivo de Campylobacter spp. Nesse trabalho foi relatado um excesso de
diagnéstico positivo pelo ELISA, que pdde ser provocado por reacdo cruzada
com antigenos de outras espécies de Campylobacter que ndo possuem
interesse clinico. Além disso, foi relatado que o diagnostico por PCR é uma boa
alternativa na clinica, mas principalmente em estudo epidemiolégicos. Isso se
deu pelo fato da técnica apresentar uma o6tima especificidade e sensibilidade,
além de poder realizar o diagnéstico do patégeno em nivel de espécie.

Nosso grupo publicou um trabalho utilizando amostras do projeto DEC,
com criancas com faixa etaria entre 0-36 meses, onde foi utilizado quatro
diferentes técnicas de diagnéstico para espécies de Campylobacter. Os
resultados mostraram que o cultivo microbiolégico € a técnica de diagndstico
com maior especificidade e valor preditivo positivo, quando comparada com as
demais técnicas utilizadas, mas a mesma apresentou uma baixa sensibilidade.
Esse estudo utilizou como padrdo outro o diagndstico positivo empregado por
Bessedé e colaboradores (2011), mas foi demonstrando que o emprego apenas
da PCR em tempo real, ou da PCR convencional aliada a um diagndstico
imunoenzimético podem ser boas alternativas para o diagndstico do micro-
organismo. Mas que o padrdo ouro para o diagndstico continua sendo o cultivo
microbiolégico, por apresentar uma especificidade de 100% (VERAS et al.,
2016).

Em relacdo a andlise de coinfecg¢des,fazendo um comparativo com 0s
resultados do projeto DEC de deteccdo de outros patégenos (Shigella
spp.,Salmonella spp. e E. coli ndo 0157:07), 84% das amostras positivas para
C. jejuni através do diagnostico por PCR apresentaram apenas a presenca do
patdogeno, quando comparado os resultados com o diagnodstico através da
microbiologia convencional para os demais patégenos. Além disso, os resultados
que apresentaram coinfeccdo nado tiveram relagdo com o estado clinico dos
pacientes.

Coinfecgbes entre espécies de Campylobacter sdo esporadicas, sendo
diagnosticada, na maioria das vezes, apenas uma espécie do micro-organismo
(RICHARDSON et al.,, 2011). Estudo caso-controle realizado na cidade de

Fortaleza—CE houve a detec¢édo de coinfeccdo em 2,4% dos casos entre C.
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jejuni e C. coli (QUETZ et al., 2010). Uma baixa presenca de coinfeccéo entre C.
jejuni e C. coli também foi encontrada em estudo realizado por Bhadra e
colaboradores (1992) na india, com uma frequéncia de 1,8% dos casos.

Apesar do baixo numero de casos de coinfec¢cbes envolvendo C. jejuni,
no projeto DEC, a aplicacdo do diagnostico molecular para a deteccdo das
demais espécies de interesse do projeto DEC poderia aumentar o nimero de
casos de coinfeccdo, pois esse tipo de diagnostico possui uma melhor
sensibilidade quando comparado a microbiologia convencional (PLATTS-MILLS
et al., 2014).

Em relacdo a sazonalidade, no periodo de realizacdo desse estudo nao
foi observado uma sazonalidade das infeccbes por C. jejuni na cidade de
Fortaleza — CE, onde foi observada a presenca de diagndsticos positivos tanto
na estacao chuvosa, entre os meses de janeiro e julho, como na estagéo seca,
entre os meses de agosto e dezembro. Infeccdes por espécies de
Campylobacter apresentam um perfil de sazonalidade em paises desenvolvidos,
com um clima temperado, onde os picos de infec¢cdes ocorrem, principalmente,
no verdo (FRIEDRICH et al., 2016; KAASOUSH et al., 2015; MCCARTHY et al.,
2012).

Em paises em desenvolvimento com um clima tropical, no caso do Brasil,
as infeccdes pelo micro-organismo sdo muitas vezes endémicas, podendo
ocorrer em todas as estacdes do ano, onde, por consequéncia, ndo se observa
um perfil de sazonalidade. (EKDAHL et al., 2004; KAASOUSH et al., 2015; RAO
et al.,, 2001). Essas informacdes acabam corroborando com os achados do
presente estudo.

O grupo mais acometido por C. jejuni, em relacdo a idade, foram criancas
com idade entre 0-12 meses, onde houve correlacdo estatistica com 0s casos
positivos para infecgdes pelo micro-organismo, sendo encontrado um P=0,0001.
A faixa etéria de criancas com idade entrel2,1-24 meses foi a segunda mais
acometida, sendo também observada uma correlagdo estatistica com o0s casos
positivos para C. jejuni, apresentando um P=0,0427. Criancas com até 24
meses, que apresentaram quadro diarreico, tiveram significativa prevaléncia do
patdogeno no estudo MAL-ED (PLATTS-MILLS et al., 2015). Essa mesma faixa
etaria também foi a mais acometida em um estudo caso-controle realizado na

Amazonia peruana com criangas diagnosticadas com Campylobacter spp. (LEE
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et al., 2013). Esses estudos demonstram que provavelmente Campylobactersp.
€ um importante patégeno envolvido em doencas diarreicas em criancas com
menos de 24 meses de idade. Episodios graves de diarreia antes dos dois anos
de idade podem afetar o desenvolvimento fisico e cognitivo das criancas, e
predispb-las a doencas cronicas na vida adulta (GUERRANT et al., 2013).

De acordo com a renda mensal, criancasdeste estudo cujas
familiasapresentaram uma renda mensal <1 salario minimo foram as mais
acometidas por Campylobacter jejuni, sendo equivalentes a 60,65% dos casos.
Familias que vivem com uma renda mensal baixa geralmente sdo mais
predispostas a fatores que geram riscos de doencas diarreicas, como a falta de
saneamento basico. Um exemplo desse caso foi um estudo realizado na
Indonésia, onde infec¢des entéricas observadas na populacdo mais carente da
cidade de Jackarta foram associadasa falta de higiene, e a falta de qualidade
dos alimentos consumidos (SIMA e ELIMELECH, 2013).

Outro exemplo ocorreu em um trabalho realizado na cidade de lbanda, na
Nigéria, onde a prevaléncia de diarreia na populacdo carente dessa cidade foi
maior em familias que ndo tinham hébitos de higiene adequados, onde foi
observado ainda o aumentodo risco de infeccdes em criangas menores de 5
anos, além da facilidade da disseminacdo de micro-organismos através de
insetos vetores, como moscas (OLORUNTOBA et al., 2014).

Em relacdo as infec¢bes por Campylobacter spp., no Equador,casos de
infecgbes provocadas por este micro-organismo foram prevalentes em familias
que possuiam uma baixa renda familiar (VASCO et al., 2014). Em Karachi, no
Paquistao, familias residentes em 24 comunidades carentes do pais tiveram alto
indice deinfec¢bes provocadas porCampylobacter spp. eShigella spp. (SOOFI et
al., 2011).

De acordo coma escolaridade materna, as criangcas cujas maespossuiam
de quatro a oito anos de estudo tiveram maior prevaléncia de casos de
campilobacterioses. A escolaridade materna pode influenciar nos casos de
morbidade e mortalidade de infec¢Ges entéricas, onde estudos ja demostraram
gue maes com mais anos de escolaridade tém um maior cuidado com os filhos
quando os mesmo possuem algum quadro de doenca diarreica (ARMAR-
KLEMESU et al., 2000; KATAHOIRE et al., 2004).
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Trabalho realizado por Moore e colaboradores (2010), na cidade de
Fortalezaobservou que a baixa escolaridade materna foi um dos fatores
determinantes para casos de diarreia aguda prolongada (entre 8 a 14 dias), e
diarreia persistente (acima de 14 dias) nessa populacdo. No Paquistéo,
campanhas de educacdo materna, como o simples incentivo de lavagem de
maos, reduziram a incidéncia de doencas diarreicas infantis (LUDY et al., 2005).
Ja estudos realizados por Dargent-Molina e colaboradores (1994), demonstrou
gue a influencia da educacdo materna nos casos de diarreia também dependem
da situacdo socioecondmica das comunidades que as familias vivem, onde a
influencia educacional acabou sendo maior em comunidades mais favorecidas
do que em comunidades mais carentes.

Outro fator importante como o preparo e manejo adequado de alimentos
pelas maes para seus filhos possam evitar infec¢des, principalmente por
Campylobacter spp., que tem como uma das principais vias de transmissao
alimentos mal processados. Infeccdes entéricas causadas por manejo
inadequado de alimentos fornecidos para criancas foram associadas com méaes
com baixa escolaridade em Bangladesh (CHOWDHURY et al., 2016).

Apesar de todos esses dados descritos, nossos resultados nao indicaram
significancia estatistica relacionada a renda mensal, presenca de agua
encanada e escolaridade materna. Mas vale ressaltar que mais de 80% das
familias acometidas por Campylobacter jejuni tinham rede de agua encanada em
suas residéncias.

O aleitamento materno também é uma fonte de protecdo contra doencas
diarreicas e a correlacdo entre diarreia aguda prolongada com desmame
precoce em criancas ja foi demonstrado na cidade de Fortaleza (MOORE et al.,
2010). No presente projeto, o aleitamento materno foi um dos critérios de
exclusdo do estudo, o que impossibilitou a avaliacdo da influencia dessa variavel
na populacdo com campilobacteriose.

Infeccbes causadas por Campylobacter jejuni geralmente provocam
episodios de diarreia aguda, sendo, muitas vezes, uma infec¢cdo autolimitada
(MAN, 2011). O mesmo se relaciona aos dados apresentados nesse trabalho, ja
que 90,16% da duracdo dos episdédios diarreicos, aqui descritos, foram
classificados como agudos. Mas vale salientar que 6,56% apresentaram diarreia

prolongada, o que poderia predispor essas criancas a um quadro de
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desnutricdo. Mas os episodios de diarreia persistente, que também foram
observados, desempenham um papel fundamental no ciclo vicioso de diarreia-
desnutricdo na infancia, onde casos de subnutricdo podem ser um fator de risco,
ou podem ser decorrentes da ocorréncia de frequentes episodios de doencas
diarreicas (GUERRANT et al., 2013; MOORE et al., 2010; MOORE, 2011).

Foram avaliados quatro sinais e sintomas clinicos nesse estudo que
foram febre, dor abdominal (intensa e moderada), vomito e a presenca de
sangue nas fezes.Dentre os sintomas relatados, a presenca de dor abdominal
intensa, que teve presenca em 63,93% (39/61) dos casos, obteve tendéncia a
ser estatistico com o diagnostico para C. jejuni, apresentando P=0,0531, com
risco relativo de 1.629, e IC 95% = 0.9945 a 2.6609.

A avaliacdo do grau de severidade de doencas diarreicas a partir de
pardmetros clinicos avaliados pode ser definida com o uso de escores de
gravidade. Estudo realizado por Lee e colaboradores (2014) definiu escores de
gravidade de doencas diarreicas a partir da avaliacdo de sinais e sintomas
associados a essas infeccfes. Os escores de gravidade foram definidos a partir
de estudos coorte que apresentaram uma alta incidéncia de diarreia em
comunidades. Esses escores podem determinar a gravidade das infeccdes
diarreicas, prevendo assim a perda de peso, bem como a diminuicdo do
crescimento linear nas criancas acometidas, a partir de janelasde tempo.

Esses escores de gravidade foram aplicados em outro estudo de Lee e
colaboradores (2016) a partir do estudo coorte do projeto MAL-ED. Houve a
avaliacdo a partir de parametros como anorexia, disenteria, febre, vomito, dentre
outros, a partir do acompanhamento da presenca e da duracdo da
sintomatologiaem criancas acometidas por diarreia na comunidade.

Os escores de severidade utilizados nesses estudos foram realizados em
diarreia de comunidade, tendo um acompanhamento da duracdo da
sintomatologia, podendo assim ser mensurado 0 grau de severidade das
doencas diarreicas. Essa avaliacdo ndo pode ser aplicada no estudo DEC por se
;tratar de um estudo transversal e ndo de acompanhamento, onde, por
consequéncia, ndo houve a avaliacdo da duracdo dos sintomas clinicos
apresentadospelas criangas. Além disso,a populacdo participante do estudo
apresentava doencgas diarreicas moderada a severa, precisando de intervengao

hospitalar, ndo se tratando de diarreia de comunidade.Mas o0s sinais e
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sintomasclinicos avaliados nesse estudo corroboram com o ultimo relatério
internacional para o tratamento de diarreia infantil, ndo incluindo apenas a
analise da desidratacao (LO VECCHIO et al., 2016).

Para tentar elucidar alguns aspectos da patogenicidade das infeccbes
causadas por C. jejuni nessa populacdo com diarreia moderada a severa, foi
realizada a pesquisa de genes de viruléncia. A patobiologia das infeccdes
ocasionadas por espécies de Campylobacter € complexa e ainda pouco
entendida, por isso, a pesquisa dos genes de viruléncia pode tentar elucidar
algum aspecto dessa patogenicidade (MAN, 2011).

Os genes de viruléncia estudados estdo associados a viruléncia da
bactéria, pois tais genes codificam proteinas envolvidas na motilidade,
qguimiotaxia, adesdo, invasdo, producdo da toxina citoletal distensora- CDTSs,
resposta ao estresse oxidativo e regulacdo na captacéo de ferro.

Os genes relacionados a motilidade da bactéria, o flgg e flaA, séo
codificantes das proteinas FIgE, que faz parte da porcdo menor do gancho
flagelar, e a proteina FlaA, que forma a maior por¢cao do filamento final do flagelo
(BOLTON, 2015). A prevaléncia de ambos os genes foi de 100%, em um
trabalho utilizando isolados de fezes de animais e humanos (KOOLMAN et al.,
2015). Estudo realizado por Muller e colaboradores (2006), também encontrou
uma prevaléncia de 100% de ambos 0s genes em isolados da bactéria. A
deteccdo do gene flaA é bastante variada em estudos sobre a viruléncia de
Campylobacter jejuni, variando de 100% a 42% (DATTA et al., 2003;
KRUTKIEWICZ e KLIMUSZKO, 2010; LAPRADE et al.,, 2016). No estudo
realizado por Zeng e colaboradores (2015) houve uma frequéncia de 73,58% do
geneflaA, prevaléncia similar ao encontrado nesse estudo. Apesar de nesse
estudo o gene flgE néo ter tido uma prevaléncia de 100%, a deteccdo do gene
nas amostras clinicas avaliadas também foi bastante elevada.

O estudo da quimiotaxia de espécies de Campylobacter esta sendo
relacionado como um importante mecanismo de viruléncia aliado a motilidade da
bactéria (DASTI et al., 2010). Os genes quimiotaticos estudados (cheA,cheR e
cheW) tiveram diferentes prevaléncias nas amostras analisadas (82,4%, 66,6% e
90,2%, respectivamente). O Unico estudo encontrado que avaliou a presenca
desses genes foi o0 de Koolman e colaboradores (2015), onde os genes cheA,
cheR e cheW tiveram prevaléncia de 91,66%, 66,6% e 95,83%,
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respectivamente, prevaléncias parecidas, e até mesmo similar, no caso do cheR,
com os resultados encontrados nesse estudo.

O gene cadF, que tem funcdo na adesdo da bactéria,teve uma
prevaléncia de 100% nesse estudo. Essa prevaléncia € bastante similar a outros
trabalhos (BISWAS et al., 2011; GHORBANALIZADGAN et al., 2014; GHUNAIM
et al., 2015; KOOLMAN et al., 2015). Uma explicacdo para isso € que o gene é
bastante conservado, principalmente em espécies como C. jejuni e C. coli. Em
alguns estudos cadF é utilizado como gene diagndstico para essas espécies
(AMRI et al.,, 2007; PLATTS-MILLS et al.,, 2014; WIECZOREK et al., 2013).
Outro gene de adesdo bacteriana utilizado nesse estudo, o jlpA, tem uma
prevaléncia variada em estudo de viruléncia da bactéria, variando de 96,15% a
54,16% (KOOLMAN et al.,, 2015, BISWAS et al., 2011). Nesse estudo a
prevaléncia do gene também foi diferente dos demais, com 43,1% de deteccao
nas amostras.

A invasdo de C. jejuni € um dos fatores de viruléncia mais estudados. Ja
foram descritos diversos mecanismos de invasdo da bactéria, como a invasao
por via paracelular, transcelular e a formacgao de um vacuolo no interior da célula
do hospedeiro (BACKERT e HOFREUTER, 2013). Os genes pVir, ciaB, pldA e
iamA estéo envolvidos na invasdo da bactéria.

O pVir € um gene plasmidial e um dos reguladores do sistema de
secrecéo tipo 1V de C. jejuni (BACON et al., 2002). Nao houve positividade para
estegene nas amostras coletadas das criancas desse estudo, apesar de a
presenca de sangue nas fezes ter sido relatado em 29,51% dos casos positivos
para C. jejuni, pois a presenca do gene ja foi associada com casos de disenteria
em pacientes infectados por C. jejuni (LOUWEN et al., 2006; TRACZ et al.,
2005).

Os genes ciaB e pldA sao bastante citados, apresentando diferentes
prevaléncias dependendo da fonte de estudo. No caso do estudo realizado por
Zeng e colaboradores (2015), em amostras positivas para C. jejuni de aves
domeésticas, as prevaléncias dos genes foram de 39,62% e 9,43%,
respectivamente. Em amostras de agua positivas para a bactéria, Laprade e
colaboradores (2016) encontraram uma prevaléncia de 72% do gene pldA e 81%
do gene ciaB. Ja um estudo realizado no Iran, por Ghorbanalizadgan e

colaboradores (2014), com criangas hospitalizadas que apresentaram diarreia



87

aguda, os genes ciaB e pldA apresentaram prevaléncia de 100% e 58,3%,
respectivamente, nas amostras de fezes positivas para C. jejuni. Este estudo
apresentou resultados muito similares aos encontrados com nosso estudo.

O gene iamA ainda ndo tem seus mecanismos de agéo totalmente
esclarecidos, mas ja se sabe que o mesmo é um importante marcador de
invasdo em C. jejuni e C. coli (CARVALHO et al., 2001). O gene mostrou uma
alta prevaléncia nesse estudo (90,2%), prevaléncia semelhante foi encontrada
por Koolman e colaboradores (2015), que foi de 91,66%. Em isolados humanos,
Rizal e colaboradores (2010) encontraram uma prevaléncia de 77,7% do
geneiamA.

Carvalho e colaboradores (2001) observaram uma prevaléncia do gene
em 85% dos pacientes sintométicos para infecgbes por Campylobacter spp., e
uma prevaléncia de 20% para pacientes assintomaticos. Resultados do estudo
realizado por Rozynek e colaboradores (2005) mostraram uma prevaléncia de
20% do gene em amostras humanas. Baseadonesse resultado o trabalho
sugeriu que o gene ndo € um forte marcador de invasdo da bactéria, pois 0s
resultados de prevaléncia do mesmo variam de acordo com a amostra clinica
utilizada e com a espécie de Campylobacter.

Em relacdo a prevaléncia encontrada no presente estudo, o gene
iamApode ser um bom indicativo para invaséo de C. jejuni em amostras clinicas
de fezes de pessoas acometidas com diarreia moderada a severa, tendo em
vista a alta prevaléncia encontrada, que foi de 90,2%. Para definir isso, estudos
mais detalhado acerca da funcdo desse gene devem ser realizados.

A toxina citoletal distensora (CTD) é a Unica toxina conhecida, até agora,
que C. jejuni produz. A toxina é subdividida em 3cadeia proteicas que sao
regulados pelos genes cdtA, cdtB e cdtC (LAI et al., 2016). No presente estudo
houve a deteccdo concomitante dos 3 genes de viruléncia em 94,1% das
amostras positivas para 0 micro-organismo. A presenga concomitante dos genes
também foi encontrada por Ghorbanalizadgan e colaboradores (2014), que
obtiveram uma prevaléncia de 58,3% em amostras de criangcas com idade menor
gue cinco anos, com sintomas de diarreia aguda. Além disso, a severidade da
doenca foi associada com a presenca destes genes.

A detecgdo concomitante dos trés genes foi encontrada também em

amostras de pacientes com diarreia na Tailandia, com prevaléncia de 97,7%,
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onde a presenca da toxina também foi associada a severidade do quadro clinico
dos pacientes acometidos por C. jejuni (TALUKDER et al., 2008). Para a
atividade da toxina € necessario a acdo ativa das trés proteinas do complexo
Cdts que formam uma holotoxina tripartite responsavel pela toxidade celular
(LARA-TEJERO et al., 2001), provavelmente esta seja a explicacdo da
severidade da doenca sendo associada a presenca dos genes
cdtABCencontrada em pacientes com quadro de doenca diarreica aguda
(GHORBANALIZADGAN et al., 2014; TALUKDER et al., 2008), apesar de que
essa presenca nado foi associado a severidade dos casos nas criangcas desse
estudo, mesmo apresentando diarreia moderada a severa.

Os genes relacionados ao transporte e regulacdo de ferro da bactéria
(ceuE, cfrA e fur) ndo tiveram uma alta prevaléncia comparado aos demais
detectados nesse estudo. C. jejuni possui um sofisticado mecanismo de
eliminagdo e captagao de ferro do organismo. Este mecanismo envolve a agao
dos sideréforos que se ligam aos ions ferro com grande afinidade, regulando a
entrada e saida do ion no micro-organismo (ANDREWS et al., 2003).

O gene furcodifica um dos responséaveis pela regulacdo da acdo dos
siderdéforos e, nesse estudo, 0 mesmo apresentou prevaléncia de 66,6. O Unico
trabalho encontrado que detectou o gene fur foi o de Koolman e colaboradores
(2015), encontrando uma alta prevaléncia de 91,66%.

O gene ceuE é responsavel por regular a enteroquelina, um sideré6foro de
alta afinidade ao ion ferro (GONZALEZ et al., 1997). Nesse estudo o gene
apresentou uma baixa prevaléncia, sendo detectado em 21,7% das amostras. A
deteccdo do gene foi de 83,33% no estudo realizado por Koolman e
colaboradores (2015). Ja em estudo realizado por Zeng e colaboradores (2015),
em amostras de animais, a prevaléncia do gene foi de 65,2%, mas no estudo de
Bang e colaboradores (2003), também utilizando amostras de animais, a
prevaléncia do gene foi de 100%. Em amostras de fezes diarreicas de humanos
a prevaléncia do gene foi de 81,8% (RIPABELLI et al., 2010).Esses estudos
mostram que a prevaléncia do gene ceuE é bem diversificada, dependendo o
tipo amostral utilizado. Mas estudos que investigaram a prevaléncia do gene em
amostras de humanos com episodios de diarreia sdo raros, e nenhuma

associagdo com sintomatologia clinica foi encontrada.
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O gene cfrAapresentou nesse estudo uma prevaléncia de 31,4%. Esse
gene também regula um sideréforo que possui alta afinidade com o ion ferro, o
FeEnt. O gene também ¢é essencial para a colonizacdo da bactéria no
intestino(CARSWELL et al., 2008).

A resisténcia da bactéria ao excesso de oxigénio também é um
importante fator de viruléncia. Nesse estudo foi levantado a prevaléncia de
quatro genes responsaveis pela regulacdo dessa funcdo, o racR, dnal, katA e
sodB.

O gene racR é um importante gene tanto para a termo tolerancia do
micro-organismo como para a colonizacao no epitélio intestinal, fazendo parte do
sistema de proteinas RacRS (BRAS et al., 1999). O gene teve prevaléncia em
100% das amostras utilizadas nesse trabalho. Além desse estudo,
racRapresentou alta positividade em amostras humanas, sendo detectado em
94,23% no estudo realizado por Biswas e colaboradores (2011), e de 98,2% em
trabalho realizado porDatta e colaboradores (2003). Ambos os trabalho tiveram
prevaléncia parecidas com esse estudo, além disso, ambos também utilizaram
amostras de fezes humanas com diarreia em seus estudos.

O genednalJ codifica uma proteina chaperona, a Dnal,
estandorelacionada tanto a resisténcia da bactéria a altas temperaturas, como
ao crescimento da bactéria no hospedeiro (ZIPRIN et al., 2001). Nesse estudo o
gene teve prevaléncia de 88,2% nas amostras. Uma alta prevaléncia também foi
encontrada em estudos de Biswas e colaboradores (2011), com 94,23%, e em
trabalho realizado por Laprade e colaboradores (2016), com uma prevaléncia de
88% do gene. Prevaléncias parecidas com a encontrada nesse estudo. Koolman
e colaboradores (2015) encontraram uma prevaléncia de 100% do genednaJ em
C. jejuni e C. coli. Os resultados obtidos por Datta e colaboradores (2003),
também apresentaram uma alta prevaléncia do gene, com uma presenca de
98,2%.

Codificantes das proteinas superéxido dismutase, e catalase, 0s genes
sodB e katA constituem um dos principais sistemas de defesa da bactéria contra
0 estresse oxidativo (ATACK e KELLY et al., 2009; OH et al., 2015). O gene
sodB foi um dos mais prevalentes nesse estudo, sendo identificado em 96,1%
das amostras. Prevaléncias de 100% a 94,23% (BISWAS et al., 2011; HANNING
et al., 2010; KOOLMAN et al., 2015) foram encontradas, mostrando que ha uma
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alta identificagéo do gene em todos os estudos encontrados, corroborando com
os achados desse estudo.

Estudo realizado por Koolman e colaboradores (2015), foi o Unico
encontrado que investigou a prevaléncia do gene katAem isolados de amostras
fecais humanas, apresentando prevaléncia de 50%. No nosso estudo, a
prevaléncia do gene foi superior, sendo detectado em 66,6% das amostras
clinicas avaliadas.

Para a associacdo dos genes de viruléncia utilizados nesse estudo e os
sinais e sintomas clinicos apresentados pelas criancas foi utilizado o programa
CART®, que tem sua funcdo baseada na formacgéo de arvores de classificacao e
regressao para associar diferentes variaveis. O principio basico do programa € a
formacdo dearvores onde as diferentes associacbes formamramos com nos
iniciais e terminais. A tarefarealizada no programa foi encontrar a melhor diviséo
de no6s para se escolher um melhor ponto de corte dentro dos nos
resultantes(ZHOU e MCARDLE, 2015).

De acordo com os resultados obtidos no programa, a associacao entre 0s
genes dnaJ, flgE, sodB, ciaB e auséncia de jIpA possuem uma tendéncia
estatistica com os casos de dor abdominal intensa relatado nesse estudo,
apresentando P=0,0535. Esse valor de P foi semelhante com o valor de P
encontrado quando houve a associacdo entre os casos de dor abdominal
intensa com o diagndéstico positivo para C. jejuni (P=0,0531).

N&o foi encontrado nenhum trabalho que possa explicar a influéncia
desses determinados genes na sintomatologia clinica apresentada por pacientes
acometidos por infecgBes provocadas pelo patégeno. Os genes de viruléncia
apresentados tém suas fungbes baseadas basicamente na colonizagéo (dnaJ e
flgE), invasao (ciaB) e sobrevivéncia bacteriana (dnaJ e sodB) no hospedeiro,
onde a ligacdo dessas diferentes funcdes pode ter alguma influéncia na
apresentacdo clinica de dor abdominal intensa nos pacientes com
campilobacterioses.

A associacgdo dos genescfrA e dnaJd apresentaram significAncia estatistica
com os casos de febre reportados. O gene cfrA esté relacionado a regulacao
dos niveis de ferro no micro-organismo, enquanto o gene dnaJ esta relacionado
a colonizacdo e sobrevivéncia bacteriana (CARSWELL et al., 2008; ZIPRIN et
al., 2001). De acordo com as pesquisas realizadas, esse foi 0 primeiro estudo
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que relacionou a associacdo desses genes com essa sintomatologia clinica
apresentada pelas criancas.

Em relacéo a presenca do sintoma de vomito relatados, foi observado que
a presenca do gene jIpA, que tem sua fungdo relacionada com a adesao
bacteriana (JIN et al., 2011) e a auséncia do gene katA, que esta relacionado
com a sobrevivéncia do patégeno ao estresse oxidativo (ATACK e KELLY, 2009)
esta relacionado com essa sintomatologia apresentada pelas criancas. Nao foi
encontrado estudo relacionando a presenca e auséncia desses respectivos
genes com a sintomatologia apresentada, podendo, assim, este ser o primeiro
estudo a apresentar essa associagao.

Os genespldA e ceuE, apresentaram significAncia estatistica com o
pardmetro clinico sangue nas fezes.O gene pldA esta relacionado com a
fosfolipase A, uma fosfolipase que cliva a membrana fosfolipidica causando a
lise celular. Essa lise foi observada em estudo feito por Grant e colaboradores
(1997), onde o micro-organismoconseguiu lisar eritrécitos em cultura de células.
Mas em comparacdo com outras bactérias, espécies de Campylobacterque néao
possui um sistema hemolitico tdo eficiente.Para realizar a hemolise, a bactéria
precisa da aquisicdo de ferro a partir de células do hospedeiro (HOSSAIN et al.,
1993; SIMON et al., 1995).

A aquisicao de ferro é fundamental para a colonizacdo bem sucedida de
muitos  micro-organismos  enteropatogénicos, incluindo espécies de
Campylobacter, que realizam essa funcdo através de sideréforos, e tém sua
funcdo regulada por alguns genes, como o0 ceuE, gene responsavel pela
regulacdo da funcéo da enteroquelina (GONZALEZ et al., 1997).

Essa associacao entre proteinas que causam a lise celular, e a aquisi¢ao
de ferro para a potencializacdo dessa funcdo, pode estar relacionado com a
associacdo entre os genes pldA e ceuE com o pardmetro sangue nas fezes
analisado nesse estudo. No estudo coorte realizado pelo estudo MAL-ED, houve
associacao entre criangas que apresentaram diarreia sanguinolenta, com casos
de Campylobacter spp. (PLATTS-MILLS et al., 2015). Esse dado reforca os
achados desse resultado encontrado nopresente estudo.

Nosso estudo mostrou a presenca de alguns fatores determinantes para
infeccbes por Campylobacter jejuni, além da associacdo de alguns genes de

viruléncia com o estado clinico de criangas que apresentaram diarreia moderada
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a severa. Mas algumas limitagbes podem ser apontadas, como o fato de o
projeto DEC ter sido um estudo transversal, onde as analises de alguns
parametros clinicos foram limitadas quando comparado comestudo estudos
caso-controle ou coortes.O estudo de escores clinicos ficou limitado para
mensurar a gravidade das infec¢des. Por isso,para um melhor entendimento das
infeccbes causadas por Campylobacter jejuni estudos mais detalhados acerca
de fatores que causam essa infeccdo, como um maior niumero de sinais e
sintomas clinicos, estudo nutricional, dados antropométricos e fatores
socioecondmicos, devem ser realizados. Ademais, a investigacao da expressao
das proteinas associadas aos genes de viruléncia estudados e do genoma dos
isolados bacterianoseriam importantes para determinar os mecanismos pelos

quais esses genes estariam envolvidos na patogénese.
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7CONCLUSAO

A realizagdo desse estudo descritivo transversal mostrou que na cidade
de Fortaleza - CE, Brasil ha grande presenca de C. jejunina populacao infantil
diagnosticadas com diarreia moderada a severa. Os resultados foram mais
expressivos em criancas com menos de dois anos de idade, onde a baixa renda
mensal e a baixa escolaridade materna podem serfatoresdeterminantes para a

infeccdo pela bactéria nessa populacao.

Além disso, o estudo dos genes de viruléncia nessa populacao identificou
uma alta e heterogénea prevaléncia dos mesmos. Onde a associacdo dos
mesmos com parametros clinicos de febre, vémito e de sangue nas fezes foram
correlacionados aos casos de C. jejuni nesse estudo a partir da associagdo com
alguns genes de viruléncia.

Esses resultados sugeremque a presenca desses determinados genes
possa estar relacionada coma severidade de infecgdes por Campylobacter jejuni
em criancas que apresentaram quadro de diarreia moderada a
severa.Parademonstrar isso, estudos mais amplos sobre a presenca da bactéria,
patobiologia e fatores determinantes devem ser realizados. Além disso, o estudo
da expressdo dessas proteinas, reguladas pelos genes que foram abordados
nesse estudo, devem ser realizados, para o melhor entendimento dos

mecanismos de patogenicidade do micro-organismo.
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Os objetivos do estudo s@o avaliar a sensibilidade e especificidade do teste
DEC utilizando amostras colhidas de criangas com sinlomas de doenga diarréica em
unidades clinicas situadas em um pais em dessnvolvimanto (Fortaleza-Brasil) e avaliar o
efeito do teste de lactoferrina em combinagio com a coprocultura para delecgéo de
casos, quando comparado com a cultura isolada de espécimes clinicos

Este estudo envelvera criangas que se apresentem aos servicos de pediatra
amoulatorial no Nordeste do Brasil Sera realizado na Unidade de Pesquisa Clinica da
Universidade Federal do Ceard, com amostras coletadas no Servige de Emergéncias
Clinicas_do Hospital Infant! Albert Sabin. Os critérics de inclusdo requerem que o
individuos' apresentem 3 ou mais fezes liquicas nas (ftimas 24 horas, e 0s pals
autorizem se for menor de 18 anos; comao fatores de exclusao, que tenham wutilizado
antibidtico nos Glimos 30 dias e os pais nao autorizarem, ou j4 terem sido previamente
recrutados no estudo.

Quando comparecer no servigo e concordar em panicipar do estudo, apos
assinatura @0 TCLE, o clinico do estudo preenchera um formulario sucinio de
informagdes clinicas; o clinico ou enfermeiro coletard uma amostra de fezes em copo
padrao, se houver emissdo disponivel. Se ndo, o clinico coletard um swab retal, e as
amostra serao transportadas para o laboratério para processamento. Sels swabs e trds
Criotubos serao preparados, sendo O primeiro para coprocuitura e provas imunoldgicas
(destino do anico coletado, se nac houver fezes), © segundo serd inoculado em caldo
MacConkey e incubado overnight, sendo o resultado da culta preservado sob
congelamento e posteriormente erviado para Seaifle, assim como, 3 criolubos
preench.dos com amostras fecais, etiquetados e congelados para futuras pesquisas com
o DEC cu outros métodos diagnésticos; qualquer amostra restante serd ulilizada para os
testes de lactoferrina

Pelo calculo amostral apresentado, e justificando a baixa prevaléncia dos
patcgenas pesquisados, e caculado um namero de 1186 individuos. Os dados serao
enviades peia equipe do laboratdrio da UFC ao PATH. Na pdgina 12 consta que ¢
estudo & financiado pelo NIAID e NIH com projeto nimero UO1AIE1187 “A multiples,
point of care test for enteric pathogens” .

Cont. Parecer CONEP 366/2007.

O projeto é multicéntrico envolvendo a Universidade da Virginia, Universidade Federal
de Fortaleza e o Hospital Albert Sabin na mesma cidade. O pais de origem é EUA, e nao
consta neste projeto que participaré do estudo. Em projeto anexo descrevendo todo ©
desenvolvimento de testes diagndsticos pelo PATH, é citado malerial armazenado
de individuos de |4 seré utilizado, mas sem detalhes (ao redor de 500 amostras, na &rea
de Seattie). Nao fica muito claro neste projeto de onde vira este material (coletados nas
clinicas de Seallle). Nao tem ética do pais de origem. Participam
pesquisadores americanos, Matthew Steele, Bernard Weigl, Richard Guemnant e mais
dois co investigadores e no Brasil o investigador principal é o Prof Aldo Moreira Lima e o
coordenador de campo Luis Carlos Rey, entetanto ninguém € indicado como
pesquisador responsavel. H& uma carta do Prof Aldo Morelra Lima destacando as
vantagens para o pais, dessa participagao no desenvolvimente deste teste, pois ajudaria
no tratamento de in0meras criangas em nossc pais.

Consideragbes
A0 se proceder & andlise do projeto de pesquisa em questdo, em resposta ao
Parecer CONEP n® 067/2007, cabem as seguintes consideragoes:

a) O pesquisador respondeu adequadamente as questdes colocadas, justificando o
embasamento tedrico que fez do problema que anteriormente se baseava em
alaques terroristas. Justificou que a verba destinava-se para algo ligado a este
m.

b) Justificou a nao no pais de origem, pela etiologia diferente das
diarréias, alegando que nos EUA a maioria & de origem viral @ ndo bacteriana
como no local onde sera realizada a pesquisa e para qual se destina o teste em
cesenvolvimento;

c) Forneceu maiores informagoes sobre a coleta de material e sobre o envio deste
para o exterlor, respondendo salisfatoriamente ds questdes colocadas.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa—~ CONEP, de
acordo com as atribuigbes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.
Brasilia, 24 de abril de 2007.

Tannous

Coordenadora | da CONEP/CNSMS
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ANEXO B - CEP (HIAS)

R AT HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN
ALBERT SABIN COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HIAS

O protocolo “Avaliagdo de um teste pratico para diagndstico etiologico das diarréias
(DEC) em uma unidade hospitalar de Fortaleza, Brasil”, verdo 3.0, tradugdo do
protocolo em inglés “Brazil DEC evaluation protocol v.3.0” foi recebido pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin (CEP-HIAS), e foi considerado
conforme o projeto DEC anteriormente submetido e j& aprovado por este Comité
(Registro CONEP 13526). O CEP-HIAS considera assim o protocolo acima aprovado

para sua implementacao.

Fortaleza, 22 de janeiro de 2008.

Regina L. ira Moreno
Coordenadora do CEP-HIAS

*aord’ do Qomltl de Etica enéz;wlsa
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ANEXO C -TCLE

/‘_‘ Protocolo de Avaliagdo do DEC - Brasil, versdo em portugues 3.0 de 25.08. 2008

\valiagdo de um cartdo para diagnostico entévico para mancjo de diarvéia (DEC) em Unidaces Hospitalares de Fortaleza, Brasil

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA ¢ HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN, Fortaleza, CE, BRASIL
e
PATH, Seattle WA, FUA

TITULO DO ESTUDO: Avaliagio de um Cartio para Diagnostico Entérico para Manejo de Diarréia
(DEC) em Unidades Hospitalares ce Fortaleza, Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA OS PAIS

PESQUISADORES: = . T S e
| Aldo Lima Ph.D. Universidade Federal do Ceard. (Fone: 55-85-3366-8437)
| Richard Guerramt M.D..PhD.  Universidadc da Virginia. Virginia, EUA

PATH. Scatile

| Matthew Steele Ph.D.. M.P.H. . P/
PA

- ashington. EUA
Bernhard Weigl Ph.D.

INTRODUCAO

Convidamos vocé a permitir que seu (a) fitho (a) possa participar de uma pesquisa medica. A participagio dela ¢
voluntiria. Este formulario da um resumo da informagio que os pasquisadores discutirio com vocé. Se sua crianga
participar deste trabalho de pesquisa, vocé ficara com uma copia deste formulario Certifique-se de ter feito todas as
perguntas que vocé tenha sobre esta pesquisa.

Seu filho podera participar deste estudo porque cle esta com diarréia

PORQUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Este estudo estid sendo feito para desenvolver um teste que ajude os medicos a conhecer i causa da diarréia, Se 0 novo
teste funcionar, ele dird aos médicos o que esta causando a diarréia em menos de meia hora. Hoje, leva de 3 a 5 dias para
saber o que causa a diarréia na crnanga.

Nos estamos coletando amostras de fezes das criangas da Emergéncia com diarr¢ia. Gostariamos de coletar uma pequena
amostra de fezes de seu filho. Estamos plancjando coletar amostras de fezes de mais de 1000 criangas que vém a este
Hospital.

Os pesquisadores ¢ médicos do hospital estio trabalhando com pesquisadores dos Estados Unidos (EUA). Os

pesquisadores americanos sdo do PATH. uma organizagdo sem fins lucrativos de Seattle, estado de Washington. ¢ a
Universidade de Virginia.

QUEM ESTA PARTICIPANDO DO ESTUDO?
Se vocé permitir deixar seu filho participar, um profissional vai examinar scu filho, fara perguntas sobre a saude dele ¢
sobre a diarréia. Vocé serd interrogado sobre trabatho ¢ tempo de estudo O exame ¢ uma parte de rotina no atendimento
de scu filho mas as perguntas que farcmos em geral ndo sdo feitas pelo meédico. Se seu (ilho preencher os critérios de
inclusdo, uma amostra de fezes dele seri coletada

A pequena amostra de fezes sera coletada da [ralda de seu fitho (se cle for menor de dots anos). Para as criancas maiores, a

oS amostra serd coletada com um recipiente. Se a crianga ndo puder nos dir uma amostra de feves dessa maneira. coletaremos
[ g_ ‘5 uma pequena amostra com um swab retal. Podercmos lhe pedir de coletar uma amostra em casa ¢ trazer para o hospital.
g 4 8 Utilizaremos a amostra de fezes para fazer os exames padrics para saber o que estd causando a diarréia na sua crianga.
= ‘:; E Uma parte da amostra sera utilizada para o novo teste. Como nos ndo sabemos se 0 novo leste € correto, os resultados ndo
. <> g podem ainda ser usados para os cuidados do seu filho ou pari o tratamento
il
ﬂ: = f Com sua permissdo, alguma quantidade da amostra sera congelada ¢ encaminhada para PATH nos Estados Unidos. A
£ ‘,‘_ ‘E amostra sera utilizada para confirmar o estudo em testes futuros e nio podera retornar uma vez que for despachada. As
g 3 .g amostras enviadas aos Estados Unidos ndo terdo nomes on ontra informagio que possa identificar seu filho.
asd b
@ & © QUAIS SAO OS RISCOS DE PARTICIPAR DESTA PESQUISA?
= ‘é Nio ha riscos conhecidos para sua crianga participar deste estudo, A coleta de amostra de fezes de seu filho em um
g’g 3 recipiente ou da fralda nio causa qualquer dano. A coleta de amosta por um swab colocado no reto pode causar um
xS X desconforto passageiro. A coleta de amostra retal ¢ uma pratica rouncira em criangas com diarréia grave na Emergéncia
P para fazer exames de diagnostico. Nio ¢ uma pritica de rotina em criar¢as com diarréia leve
2

.~ EXISTEM BENEFICIOS PARA PARTICIPAR NESTA PESQUISA”

Participando este estudo, seu filho receberd o tratamento normal dos pacientes com diarréia na Emergéncia. Também
lestaremos as fezes para compreender o que estd causando a diarréia. Este teste geralmente ndo € feito nas diarréias
comuns. A informagio serd utilizada para ajudar no tratamento da sua crianga se seu fitho tiver um caso grave de diarréia
que necessite ficar hospitalizado no Albert Sabin

18 de fevereiro de 2008 Versdo 4.0 Page 1 of 3
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Protocoio de Avaliagio do DEC — Brasil, versdo em portugués 5.0 de 25.08.2008
Ivaliagdo de um cartéo para diagnéstico entérico para manejo de diarréia (DEC) em Unidades Hospitalares de Fortaleza. Brasil

O que nos vamos aprender com este estudo pode ajudar a desenvolver um novo (esie para saber rapidamente a causa da
diarréia. Isio vai ajudar as criancas com diarréia no futuro.

COMO FICA A CONFIDENCIALIDADE?

A informacdo que nés coletarmos ¢ as amostras de fezes serdo etiquetadas com um numero da pesquisa. Nenhum nome
seri utilizado para os questionarios ou as amostras de fezes. Somente os pesquisadores brasileiros saberdo qual o codigo
aue vincula o nome da crianga a0 questionirio da pesquisa e amostra de fezes. Os pesquisadores dos Fstados Unidos nio
lerio o vinculo de acesso a0 nome da crianga.

(s dados da pesquisa serdo mantidos durante 5 anos depois do fim do estudo. O vinculo cnire 0 nimero do estudo € 0
proniuario clinico da crianca sera destruido quando os resultados do laboratorio forem colocados no prontudrio. As

amostras de fezes da pesquisa enviadas aos Estados Unidos serdo mantidas oito anos ¢ utilizadas em pesquisas futuras
sobre diarréia.

Nenhum nome serd utilizado em publicagdes ou apresentacio dos resultados da pesquisa.

MEU/MINHA FILHO(A) OU EU SEREMOS PAGOS PARA PARTICIPAR DO ESTUDO?
Niio hi pagamento para vocé ou sew/sua filho(a) para participar do estudo.

QUAIS SAO OS DIREITOS DO MEU/MINHA FILHO(A) COMO PARTICIPANTE DA PESQUISA?

Participar da pesquisa ¢ um gesto voluntario. Vocé pode decidir ndo querer que sew/sua filho(a) participe do esindo. Voce
pode mudar de opiniio em qualquer momento € s¢ retirar do estudo. Sua decisdo de sair do estudo ndo vai afetar o
stendimento médico do seu filho no Hospital Infantil Albert Sabin de modo algum

A QUEM DEVO CHAMAR SE TIVER PERGUNTAS OU PROBLEMAS?

Se vocs tiver qualquer davida sobre o estudo por favor ligue para o Dr. Aldo Lima. telefone 33668445 na Universidade
Federal do Ceara.

Se vacé tiver duvidas sobre os direitos de seu filho como participante da pesquisa. por favor chame Dr. Regina Lucia

Moreno. da Comissio de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin. Dra. Regina Lucia pode ser encontrada no
telefone local 31014193,

PERGUNTAS PARA CONFIRMACAO DA COMPREENSAQ DO PROTOCOLO DA PESQUISA

Antes de assinar este termo de consentimento, o pesquisador lhe fard uma séric de perguntas para ter cerieza de que vocé
entendeu a pesquisa ¢ os direitos de seu/sua fitho(a).

1 Vai haver coleta dc uma amostra de fezes neste estudo? SIM/NAO
2 Sew/sun filho(a) receberi atendimento e tratamento da diarréia s¢ vocé ndo quiser participar da pesquisa? SIM/ NAO
3 Ewiste alguma penalidade para seu/sua filho(a) se vocé disser NAO para participar da pesquisa? SIM/NAO
1 Sewsua filho(a) sera pago para participar da pesquisa? SIM/NAO
S Amosiras de fezes serdo enviadas aos Estados Unidos para continuar com os estudos sobre diarréia? SIM/NAO

DECLARACAO DOS PAIS
A pesquisa foi bem explicada para mim. Fu tive oportunidade de fazer perguntas Fu scu a quem ligar para qualquer

ditvida futuri que cu possa ter. Eu concorde que meu filho participe da pesquisa, Uma copia deste termo de consentimento
me for dada.

ASSINATURA DOS PAIS
Se voot concorda e permitir que seu filho tome parte na pesquisa. por favor assine este formulanio.
Por favor, marque abaixo se aceita fazer doagdo de uma amostra de fezes para pesquisa posierior.

 Sim. amostra restante de fezes podem ser enviadas ao PATH nos Estados Unidos. A amostra sera codificada ¢ 0s
pesquisadores do PATH ndo terdo acesso ao nome da crianga. Eu entendo que as amostras ficardo armazenadas
durantc 8 anos para confirmar a pesquisa diagnostica.

“  Ndo, o restante das amostras de fezes de micu filho ndo serdo enviadas aos Estados Unidos para pesquisas futuras

sobre diarr¢ia. Impressiio do polegar do
parente (se necessano)

Assinatura do Pai ou Responsavel Legal

18 de feverewo de 2008 Versdo 4.0 Page 2 of 3
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Protocolo de Avaliagdo do DEC — Brasil, versdo em portugués 5.0de 25.08.2008
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Eu estive presente enquanto a pesquisa foi explicada aos pais.

Minha assinatura como testemunha certifica que o participante ou seu responsavel legal assinou esta folha de
consentimento informado na minha presenga como ato consciente de sua vontade.

Nome da testemunha Data

Assinatura da testemunha

O

18 de fevereiro de 2008 Versido 4.0 Page 3 of 3



ANEXO D - CEP (CAC)
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA &/
Rua Tertuliano Sales 544 — Vila Unido Fortaleza — Ceara
FoneFax: (85)3101.4212 —3101.4283

E-mail: cep@hias.ce.gov.br I\*n(

AlberttiSabin

Secretaria de Saude do Ceard

Referéncia: Protocolo CEP-HIAS N 80/06

Titulo: Avaliagdo de um Cartado de Diagnéstico Entérico para o Manejo de
Diarréia em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil, versdo 5.0.

Coordenadores locais do estudo: Dr. Aldo A. M. Lima
Dr. Luis Carlos Rey

Levamos ao conhecimento dos responsaveis pelo projeto “Avaliagdo de um
Cartdo de Diagnéstico Entérico para o Manejo de Diarréia em uma Unidade Hospitalar
de Fortaleza, Brasil”, que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert
Sabin (CEP-HIAS), analisou e aprovou a emenda ao protocolo versdo 4.0, onde se prevé
que o Centro de Assisténcia a Crianc¢a Dra. Lucia de Fatima R. G. Sa torne-se um novo
local de recrutamento de criangas com diarréia e coleta de amostras de fezes para o
estudo. Esta emenda. agora aprovada, transforma a versio 4.0, datada de 25 de agosto
de 2008, na nova versdo 5.0 do mesmo protocolo.

Fortaleza, 30 de outubro de 2008.

—7
= 1 \A@\k )
Regina Lt’n.qa ibeiro Moreno

Coordenadora do CEP-HIAS

Regir= Lacia R. Morero
Coorr. © - -ia de Etica em Pes:;
Ho: nfantil Albert Sa.

123

Secretaria Municipal de Saude
Hospital Nossa Senhora da Conceigdo
Conjunto Ceara — IV Etapa
Regional VI
Fortaleza — CE

A Comissio de Etica em Pesquisas do Hospital Infantil Albert Sabin,

Eu abaixo assinado, Diretora Clinica do Hospital Distrital N. Senhora da Conceigao,
estou ciente da pesquisa intitulada “Avaliacdo de um Cartido para Diagnostico
Entérico para Manejo de Diarréia (Dec) em Unidades Hospitalares de

Fortaleza, Brasil”, e aprovo sua realizagdo nesta Unidade Hospitalar, desde que
dentro das Normas Exigidas pela Comissdo de Etica do HIAS.

Fortaleza, 03 de setembro de 2008.

[ S e

Dra. Dr. Anonio d¢ Padua Siqueira
Diretor Geral
Dr. Antbrlo de Padua Sigueira Martins

MEC: 4916-CPF 355,365.783-91
C&wx Executivo do HN.S.C.
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Avaliagdo de um cartdo para diogndstico entérico para manejo de diarréia (DEC)
em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil

HIAS-UFC

Checklist de Elegibilidade Para o Recrutamento de Participantes

1. O paciente n3o apresentou 3 ou mais fezes liquidas nas ultimas 24 horas?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

SIM NAO

2. A crianca é amamentada exclusivamente ao seio?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

SIM NAO

3. A crianca tomou antibidtico nos tltimos 30 dias?

SIM NAO

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

4. A crianca estava internada por 12 h ou mais antes de vir ao HIAS?

SIM NAO

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

5. A crianca ja participou deste mesmo estudo antes?

SIM NAOD

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO




ANEXO F — Questionario (Dados epidemioldgicos e clinicos)

HIAS-UFC
Avaliagio de um cartdo para diognadstico entérico para manejo de diarréia (DEC)
em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil

Formulario de Avaliagdo Clinica (CRF)

1. Data de aplicacdo do questionario / /

2. Seu filho € menino (1) ou menina (2 )? Sexo

3. Qual o dia do aniversario de seu filho? Data de nascimento / /

4. Qual a idade de seu filho(a) ____anos___meses

5. Quantas pessoas moram na casa da crianca (inclusive)? ___ pessoas
6. Quantos cdmodos tem a casa onde mora a crianga? _
7. Quantos cdmodos a casa tem para dormir? _
8. Quantas pessoas fumam na casa? _

9. Vocé prepara o alimento da crianca? Sim__ Ndo
10. Vocé lava as maos antes de preparar o alimento da crianga? Sim__ Nido
11. A casa tem agua da Cagece? Sim__ Nao_

12. A agua de beber da casa é proveniente de :
1= CAGECE, 2= poco profundo, 3=cacimba, 4=carroca, 5=lagoa/riacho/rio, 6

outras fontes

13. Se ndo possui agua encanada, o que vocé faz antes de cozinhar ou beber a dgua:

1= ferve 2= usafiltro 3= usasolucdo de cloro 4= outro

14. A casa tem sanitario com descarga? Sim Nao
15. O sanitario fica dentro da casa? Sim Nio
16. Existe agua corrente e sabdo para lavar as maos perto do sanitario Sim __ Néao
17. O sanitario esta ligado na rede de esgoto da cidade? Sim Nao
18. Criancas menores de 5 anos defecam no chao da casa/quintal?

(1= sempre, 2=frequentemente, 3= poucas vezes, 4=nao ouraramente, 9=

NS)

19. Animais costumam ficar dentro da casa? Sim Nio

20. Se sim, que animais ficam dentro de casa

125



1= cdo, 2=gato, 3=galinha, 4=outro

21. Quantos anos de estudos a mde da crianca completou? ___série _ grau, ___ anos
(99= NS)
22. Quantos anos de educacdo escolar o pai completou? ___série _ grau, ___ anos
23. No dltimo més, qual foi a renda total da familia? __ reais/més NS
24, Quantas vezes seu filho(a) evacuou ontem? _ /dia
25. Ha quanto tempo seu filho(a) esta com diarréia? ___dias____meses NS
26. Teve sangue vivo nas fezes de seu filho durante algum episddio de diarréia? __ Nao

Somente raios de sangue
Sim
Sim, alguém viu sangue

N&o sabe

27. Seu filho teve dor de barriga forte desde o inicio da doenca?

Sim, mas nao foi a causa da consulta

Sim, a dor € muito forte (choro constante, flexdo do tronco)

Nao
NS
28. A crianca vomitou desde o inicio da doenca? ___Sim__Ndo ___ NS
29. Quantos dias a crianga teve vomitos nesta doenca? dias
30. Seu filho teve febre durante esta doenca? Sim Nao NS

31. Se sim, qual a mais alta temperatura que ele teve? ) graus C

Nio foi medida

Entrevistador Datadaentrevista _ _ / [/
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Campylobacter spp. were detected - using culture, ELISA, PCR, and qPCR - among children (0-36 months) with
moderate to severe diarrhea in Northeastern Brazil. Our data showed that either the gPCR alone or PCR along
with ELISA might be an alternative to culture to diagnose Campylobacter due to their enhanced sensitivity.

© 2016 Published by Elsevier BV.

1. Introducton

Campylobacter spp. are important etiological agents of gastroenteri-
tis, especially in children living in developing countries (Fernandez,
2011).Food-borne campylobacteriosis is reported as zoonotic infection,
and the poultry's farm-to-fork chain is the main source of infection
(Wassenaar, 2011 ).

Previous reports have shown an association between Campylobacter
spp. diagnosis/detection and malnutrition or worse developmental
scores in children livingin Chile (Ferndndez et al., 2008) and Northeast-
em Brazil (Quetz et al., 2010). In a multisite cohort study, called MAL-
ED, Campylobacter spp. were the most frequently detected pathogens
and had the highest impact in cases of diarrhea in Brazil, Peru and
South Africa in the first year of life (Platts-Mills et al, 2014, 2015).

Campylobacter diagnosis is hampered by the fastidious characteris-
tics of this microorganism, and by its ability to reach a viable-non-culti-
vable state (Jackson et al., 2009). Molecular and immunoenzy matic
methods, which have greater sensitivity, are challenging the conven-
tional diagnosis by culture (Besséde et al., 2011; Lehours et al., 2012).

In the present work, we aimed to investigate the best altemnative
methods ( PCR, gPCR and ELISA) to detect Campylobacter spp. compared

* Corresponding author at: Rua Coronel Nunes de Melo, 1315, Rod olfo Teofilo, Fortaleza,
CECEP: 60.430-270, Brazil.
E-mail address: herlicenv@homail. om (H. do Nascimento Veras).

hirp: dx doiorg101016/mimet 2016.06.026
0167-7012/0 2016 Published by Elsevier BV.

with gold standard test, culture, regarding their agreement, specificity
and sensitivity in stools samples.

2. Materials and methods

This study was part of a project entitled: Diarrhea Enteric Card. It
‘was approved by local and national Ethical Committee in Brazil (HIAS
80/06 and CONEPE 13523,2007, respectively). Children (0-36 months
age/58.66% male and 41.34% female) from urban area of Fortaleza re-
ceived medical care because of a diarrheal event in the emergency
rooms of two pediatric hospitals in Fortaleza, Ceara, Brazil: Albert
Sabin Pediatric Hospital (HIAS) and Center for Child Assistance Lucia
de Fatima R.G. Sa (CROA). Exclusion criteria consisted of prior adminis-
tration of antibiotics or breastfeeding.

Stool samples were collected from May 2008 to April 2009. 153 of
them were tested for Campylobacter spp. using microbiologic diagnosis,
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) and molecular tests
(PCR and gPCR). Besides Campylobacter species, other bacterial patho-
gens, such as Escherichia coli non-0157:H7, Salmonella and Shigella,
were investigated simultaneously. For the purpose of microbiological
analysis, the samples were processed within a 4 h period. For the isola-
tion of Campylobacter spp., fecal samples were cultivated in Columbia
agar supplemented with 5% sheep blood and Campylobacter Growth
Supplement (Oxoid, Hampshire, UK, SR0232 ). The selectivity of the me-
dium was obtained by adding Campylobacter Selective Supplement
Blaser-Wang (Oxoid, SR0098 ) containing vancomycin, polymyxin B,
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Fig. 1. Positive percentage found with different methods for detection of Campylobacter
spp.

Table 1
Positive distribution profile of Campylobacrer cases detected through the use of d fferent
methods.

Number of cases Results

Culture ELISA qPCR PCR
Positive microbiological diagnosis (n = 20)
13 + + + +
4 + + + -
1 + + - +
1 + + + NR
1 + + - NR
Others positive diagnosis (n = 42)
12 — + + +
1 - + - +
1 - + + -
1 — — - +
3 - - + +
24 - + - -

Abbreviations: NE - no results,

trimethoprim, amphotericin B, and cephalothin. Incubation occurred at
42 °C 4 1 °Cfor 72 h in a microaerophilic atmosphere. The suggestive
phenotypic identification of Campylobacter spp. was determined by
their morphological characteristics: growth of non-hemolytic, translu-
cent or colorless colonies. The activity of cytochrome oxidase was test-
ed, using the reagent N, N-dimethyl-p-phenylenediamine (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). It was also performed the investigation of
Gram-negative bacilliin the form of “gulls wings” by optical microscopy
after smear slide and gram stain with carbol fuchsin (Quetz etal, 2012).

The remaining fecal material was diluted for the ELISA and directly
used for the DNA extraction (Quetz et al., 2012 ). Canpylobacter ProSpect
Microplate Assay from REMEL™ (Lenexa, KS, USA) was the chosen en-
zyme immunoassay for the qualitative detecion of Campylobacter spe-
cific antigen in fecal specimens performed according the manufacturer
guidelines.

We performed genomic DNA extraction using QlAamp DNA stool
Mini kit (QIAGEN, Valencia, USA). The DNA for positive controls amplifi-
cations were extracted from Campylobacter jejuni ATCC 33291, and

Sensitivity of the different methods

Specificity of the different methods

Campylobacter coli INCQS 00263 (kindly provided by Oswaldo Cruz
Foundation, Rio de Janeiro, Brazil ).

The gene used for the molecular diagnosis of Campylobacter spp., in
both techniques, was the gyrA (DNA gyrase subunit A). SYBER Green-
based Real-Time PCR (qPCR) was assayed at PATH (USA) facilities,
using the following primers, synthetized by Micronics (Redmonds,
USA): 5-GAGTGTTATTATAGGTCGTGCTTTG-3" (Forward), and 3'-
CTATAACAGCACCCACTATACGG-5' (Reverse). After a fast step of initial
denaturation (50 °C, 2 min.; 90 °C, 10 min.), 40 cycles of amplification
(95 °C 15 s.; 60 °C, 1 min.; 72 °C, 45 s.) took place. Results were
expressed as positive (<35 cycles), marginal (between 35 and 40 cycles)
or negative (=40 cycles) amplification.

The PCR was performed using GoTag Green Master Mix 2x
(Promega), and the primer design was the same mentioned above for
the gPCR. After a step of initial denaturation (95 °C, 5 min.), 40 cycles
of amplification (95 °C, 20 s.; 55 °C, 20 s.; 72 °C, 45 s.) took place. PCR
were performed in duplicate and the results were coinddent. Each reac-
tion product was run on 2% agarose gel in Tris/Acetate EDTA buffer. The
reaction was flushed with Blue Green loading dye { LGC Biotechnology,
Sdn Paulo, Brazil), and photographed using a ChemiDoc XRS UV transil-
luminator (Bio-Rad).

Data were entered twice by two independent persons, validated
using Excel software ( Microsoft Corp., Cupertino, USA) and analyzed
using SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 20.0
(SPSS Inc.™, Chicago, IL, USA). The graphics were performed using the
GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad™ Software, San Diego, CA). Sig-
nificance level was set at P < 0.05.

3. Results and discussion

The microbiological diagnosis showed 13.07% (20/153) positive
samples for Campylobacter spp. On the other hand, the ELISA was able
to detect 37.9% (58/153) positive samples, and just one sample was
not definitively diagnosed. Among the positive samples diagnosed by
culture, all of them were also positive for the ELISA. Regarding the mo-
lecular methods, 29.4% (45/153 ) of samples were positively diagnosed
by gPCR, while only 20.3% (31,150 - loss of 3 samples) positive samples
were detected by PCR.

Besséde et al (2011) considered stool samples as positive for Cam-
pylobacter spp. when either culture was positive, or in the case of nega-
tive culture, but both the molecular and the immunoenzymatic
methods were positive. Based on this definition, 22.2% (34/153) of the
samples were positive for Campylobacter spp. The variation between
the positive percentages found for each diagnostic test can be observed
in Fig. 1.

According to the results of all techniques, 13 samples were positive
for all methods of diagnosis, and 12 samples were positive for all
methods except for conventional microbiology. Among the positive re-
sults for culture, 4 were not positive for PCR, and 2 were not positive for
qPCR. The different combinations are presented in Table 1.

The culture was not able to detect Campylobacter species in 14 sam-
ples, which can be explained by the low sensitivity of the method as

Positive predictive value of the different methods
100

& & & F

&L EE

AT A

Fig. 2. Simple measures of sensitivity, specificity and predicive positive values (PPV), of culture, ELISA, qgPCR and PCR.
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shown in Fig. 2. However, these samples were positive for the ELISA and
some of the molecular methods used. One possible explanation for the
lack of diagnosis by culture is the limitation of this test due to the fastid-
ious characteristic of Campylobacter spp., which reduces substantially
the sensitivity of the test (Jackson et al, 2009). Errors in measuring
the sensitivity and specificity of a particular test will arise especially if
the gold standard test itself does not have 100% sensitivity and 100%
specificity, which is not a rare case among the infectious diseases
(Banoo et al, 2006).

Seeking to avoid the underestimation of positive cases as a result of
low sensitivity of culture, in a multisite birth cohort study (MAL-ED),
the diagnosis of Campylobacter spp. was performed by ELISA, achieving
a high detectionindex. Besséde et al (2011) have reported the high sen-
sitivity of immunoassays compared to other methods, including molec-
ular methods and conventional culture. Similarly, we found 100%
sensitivity for ELISA, which was higher than the sensitivity found for
the other methods. However, its specificity and positive predictive
value (PPV) were significantly reduced, 80% and 24%, respectively. The
6% prevalence value of Campylobacter spp. described by Quetz et al.
(2012) was used to calculate the PPVs (Fig. 2).

Besséde et al. (2011) have also mentioned that the molecular
methods are not used as an alternative to the microbiological culture
due to their limited specificity. Conversely, in this study, both the PCR
and the gPCR showed a great specificity (97%). However, the gPCR
had a higher sensitivity (91%) when compared to the PCR (84%). The
combination of elevated sensitivity and specificity of gPCR suggests
that, after culture, it can be considered as the best method to diagnose
Campylobacter species. On the other hand, the lower sensitivity of PCR
may be overcome by combining this method with ELISA, which have
shown 100% sensitivity, but lack of specificity.

In conclusion, cases of infection with Campylobacter spp. were
underestimated using microbiological culture as the gold standard test
for diagnosis. Besides culture, either gPCR alone or PCR along with
ELISA might be good alternatives for the diagnosis of this pathogen.
However, the culture is still the only method capable to give 100% spec-
ificity and PPV.
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