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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um dos mais prevalentes agentes etiologicos
associados a infeccdes em criangas menores de cinco anos de idade principalemte em paises em
desenvolvimento. No presente trabalho, investigou-se os determinates socioecondémicos
vinculados ao desenvovimento da diarreia ou infeccdo asssintomatica na populacdo infantil
colonizada pela EAEC, bem como a influéncia do perfil de genes relacionados a viruléncia
(GRVs) e coinfecgdes durante as manifestacdes clinicas. Estas analises podem contribuir para o
entendimento da versatilidade dessa infeccdo e identificar possiveis biomarcadores de
fragmentos de DNA que podem ser utilizados para avaliar a evolucdo da gravidade da doenca ou
como medida de intervencdo da infeccdo. O estudo transversal de etiologia de diarreia infantil foi
realizado em criancas de 2-36 meses de idade residentes no Semiarido brasileiro. Questionario
sobre as condi¢des socioecondmicas das familias foi aplicado no momento da coleta das amostras
fecais. O DNA e RNA extraidos foram utilizadoa para os diagndsticos dos painéis de
enteropatdgenos (bactérias, virus e protozoarios) pela plataforma Luminex. Detectou-se EAEC
em 54,6% (650/1191) das criancas. A heterogeneidade da infeccdo causada pela EAEC foi
avaliada pela pesquisa de 27 GRVs investigados por reacdes de polimerase em cadeia. Para essas
analises foram selecionadas 232 criancas identificadas com os dois alvos genéticos de
diagndsticos da EAEC. Observam-se que as criangas na primeira infancia, maes com idade entre
14 a 25 anos e amamentacdo ndo exclusiva foram associados ao desenvolvimento da diarreia;
enquanto a infecdo assintomatica foi correlacionada ao terceiro ano de vida infantil, a
amamentacdo ndo-exclusiva, a fontes de dgua ndo tratadas e a reducdo dos indices de z-escores
de peso-por-altura quando comparados ao grupo diarreico. Na avaliacdo de GRVs, o gene
transmitido pelo plasmideo que codifica um homologo de hexosiltransferase (capU) foi o mais
frequentemente detectado (89,7%). O gene que codifica a enterotoxina EspC (espC) foi
correlacionado com a diarréia infantil e sua condi¢do grave. Enquanto a presenca do gene da
hemolisina hipotética codificada pelo plasmideo (aar) foi associado a reducdo do nimero de dias
e episodios de diarreia por dia. Contudo, apenas a subunidade fimbrial AAF/IV (agg4A) foi
correlacionada significativamente ao grupo controle. Quanto a analise das coinfecgdes, 0 co-
patdgeno mais detectado foi Escherichia coli enteropatogénica atipica (aEPEC) (63,1%), seguido
de Giardia lamblia (23,5%), Escherichia coli enterotoxigénica (20,7%). A combinacdo de EAEC
e Giardia lamblia na auséncia de aEPEC foi associada especificamente ao grupo controle.
Nossos dados indicam que especificos GRVs e coinfeccdes podem influenciar na inducdo
diarréia. O gene espC é proposto como um indicador do aumento da gravidade da doenga,
enquanto o aar indicaria o efeito oposto

Palavras-chaves: EAEC. Diarreia infantil. Assintomaticos. Viruléncia. Coinfecces.



ABSTRACT

Enteric infection caused by enteroaggregative Escherichia coli in children from Brazilian
semiarid: characterization of diagnosis, virulence-related genes profile and coinfection

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is one of the most prevalent enteric E. coli pathotype
associated with diarrhea and asymptomatic infections in children less than five years of age living
in developing countries. In the present study, we investigated the socioeconomic determinants
related to the development of diarrhea or asymptomatic infection in the childhood population
colonized by the EAEC, as well as the influence of virulence-related genes (GRVs) and
coinfections during clinical manifestations. In order to better understand the versatility of this
infection and to identified DNA markers for potential intervention or used to measure the
infection severity. A cross-section study of diarrhea etiology in children aging 2-36 months old
from Brazilian semiarid was conducted during 2009 to 2011. Data on health and socio-economic
status and health-related behaviors and habits, collected via questionnaires, anthropometric
measurements and stool sample have collected from all participants. The extracted DNA and
RNA were used for the diagnosis of the enteropathogenic panels (bacteria, viruses and protozoa)
by the Luminex platform. EAEC was detected in 54.6% (650/1191) of the children. Only 232
samples identified with the two genetic targets of EAEC diagnoses were selected to the
evaluation of 27 GRVs investigated by polymerase chain reactions. Our results showed that
children aged 0-6 months, mothers aged 14-25 years and non-exclusive breastfeeding were
associated with the development of diarrhea; while the asymptomatic infection was correlated
with the third year of infant life, non-exclusive breastfeeding, untreated water sources, and
reduction of weight-for-height z scores when compared to the diarrheic group. In the evaluation
of GRVs, the plasmid-borne gene encoding a hexosyltransferase homolog (capU) was the most
frequently detected (89.7%). The gene encoding enterotoxin EspC (espC) was correlated with
diarrhea infantile and its severe condition. While the presence of the hypothetical plasmid-
encoded hemolysin (aar) was associated with a reduction of the number of diarrhea days and
episodes by day. In addition, only AAF/IV fimbrial subunit (agg4A) was associated significantly
with the control group. Regarding coinfections analysis, the most detected co-pathogen was
atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) (43,5%), followed by Giardia lamblia
(23.5%), enterotoxigenic Escherichia coli (20.7%). The combination of EAEC and Giardia
lamblia in the absence of aEPEC was associated specifically with the control group. Our data
indicate that different VRGs and coinfection profile could influence diarrhea outcomes. The espC
gene is proposed as an indicator of disease severity increase, whereas the aar would indicate the
opposite effect

Keywords: Enteroaggregative Escherichia coli.. Diarrhea infantile. Asymptomatic. Virulence.
Coinfection.
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1 INTRODUCAO
1.1 Escherichia coli

Em 1886, Theodor Escherich, médico pediatra austriaco, descreveu pela primeira vez,
em detalhes, a Bacterium coli commune, conhecida atualmente como Escherichia coli (E.coli),
isolada a partir de amostras fecais infantis, por meio das quais se verificou que 0 meconio era
estéril e que a colonizacdo microbiana era atribuivel ao ambiente da crianca (incluindo a
introducdo do leite materno), durante o periodo de 2-24 horas apds o nascimento (SHULMAN,
FRIEDMANN, SIMS, 2007).

A E. coli é uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriacea, do género
Escherichia, que apresenta caracteristicas: bacilo gram-negativo, movel e anaerdbio facultativo,
sendo a bactéria mais abundante da microbiota intestinal. Normalmente, esse microrganismo é
encontrado em fezes, em uma carga bacteriana aproximada de 10”2 unidades formadoras de
colénias por grama de fezes (BLOUNT, 2015; KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004;
GUERRANT et al., 2001).

Em geral, ainda é um paradigma o modo como a E. coli se adaptou a microbiota
humana, como um microorganismo “inofensivo” em um modelo simbi6tico. Pesquisas relatam a
relacdo mutualistica na qual o hospedeiro mamifero secreta imunoglobulina A, que parece
facilitar a formacao de biofilme na parede intestinal, e em contrapartida, a E. coli beneficiaria o
hospedeiro de varias maneiras, por exemplo, pela producdo de vitamina K e B12, necessarias ao
desenvolvimento do sistema neuroldgico e ao crescimento infantil (BLOUNT, 2015, PINTO et
al., 2011).

A E. coli pode também ser encontrada em diferentes nichos, em razdo da sua
expansdo, pela necessidade de sobrevivéncia, como no microbioma de passaros, répteis e peixes,
bem como no solo, na agua, nas plantas e nos alimentos. Ao longo dos anos, esse
microorganismo foi se adaptando a pressfes positivas e seletivas ambientais, o que, de forma
atrelada a versatilidade de mecanismos de metabolizacdo e de regulacdo, permite sua colonizacao
até em periodos de ndo perpetuacdo de crescimento bacteriano (LEIMBACH, HACKER,
DOBRINDT, 2013).
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Os referidos fatores de plasticidade genética dessa bactéria, durante os eventos de
replicacdo e de transferéncia horizontal, resultaram da aquisicdo ou da delecdo de genes, assim
como de seu rearranjo ou de muta¢fes em pontos aleatorios, fato que contribuiu para variacdo do
contetido e da estrutura do genoma, favorecendo o processo de colonizagdo subclinica ou
patogénese (DOBRINDT et al., 2010).

Vale ressaltar ainda que tanto as E. coli patogénicas como as ndo patogénicas
transportam elementos genéticos moveis e acessorios, como plasmideos ou transposons,
bacteriéfagos, ilhas gendmicas, que codificam as fungbes necessarias a uma adequada adaptacdo
e que podem ser facilmente transferidas a outras bactérias (DOBRINDT et al., 2010,
HACKER; HENTSCHEL; DOBRINDT, 2003; JOHNSON; NOLAN, 2009).

Assim, as cepas comensais de E.coli raramente causam doencas; mas, quando é
rompida a barreira intestinal, observa-se a colonizacdo do hospedeiros em outras partes do corpo,
que ndo sejam o intestino, podendo contribuir para infecgdes extraintestinais ou sistémicas
(KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004).

No curso da dindmica dos processos de alteragdes gendémicas da E. coli, observa-se a
introducdo de fatores de viruléncia e de adaptacdo, que frequentemente estdo associados a clones
de E. coli patogénicas, os quais induzem a um amplo espectro de doencas, como colecistites,
bacteremia e sepse, colangite, infeccdo do trato urindrio (UTI), meningite neonatal, pneumonia e
diarreia persistente (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004).

As E. coli diarreiogénicas (ECDs) apresentam-se como um dos principais agentes
infecciosos nos casos de diarreia e desnutrigédo infantil. Atualmente as ECDs séo classificadas em
seis subtipos: E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli enterohemorragica (EHEC); E. coli
enteroagregativa (EAEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E.
coli difusamente aderente (DAEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO; KAPPER,
1998).

Clements et al. (2012) sugeriram uma expanséo da classificacdo com a apresentagéo
de outros dois patotipos: E. coli aderente e invasiva (AIEC) e E. coli agregativa produtora de
shiga-toxina (STEC), em vez da denominacdo de EHEC. Em um surto de diarreia na Europa em
2011, causado por STEC, foi identificada uma EAEC produtora de shiga toxina, que causou a
sindrome hemolitica urémica afetando aproximadamente 4.000 pessoas (BIELASZEWSKA et
al., 2011; FRANK et al., 2011; SCHEUTZ et al. 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hentschel%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12907788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobrindt%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12907788
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EAEC é um patotipo emergente principalmente nos paises em desenvolvimento e, por
conta da sua alta heterogeneidade genética, é reconhecida como um dos microrganismos mais
versateis, detectado frequentemente nos dois primeiros anos de vida de criangas, durante 0s casos
diarreicos e de desnutricdo infantil, por ser o periodo crucial para o desenvolvimento pueril
(LIMA et al., 2000, ROGAWSKI et al., 2017, LIMA et al., 2013). Este fendmeno, de associa¢bes
da EAEC com diferentes desfechos de infecgéo clinica e até subclinica, poderia ser explicada por
modificaces em sua plasticidade fenotipica a partir de variacfes genéticas de aquisi¢cdo ou perda

dos genes de viruléncia que influenciariam nos mecanismos de patogenicidade.

1.2 Escherichia coli enteroagregativa

Em 1987, Nataro e colaboradores realizaram um estudo com cepas de E.coli isoladas
de fezes de criangas chilenas com quadro clinico de doenca diarreica aguda, cepas em que se
observaram distintos padrbes de aderéncia em células de carcinoma cervical humano (HEp-2):
localizado, difuso aderente e agregativo. As cepas com a habilidade de produzir o fenotipo
aderéncia agregativa (AA) indicavam uma nova classe das ECDs, posteriormente denominada
como EAEC (NATARO et al., 1987). Além disso, diferente das outras cepas padrdo de E. coli, a
cepa EAEC ndo apresenta a capacidade de secretar enterotoxinas termoladbeis (LT) e
termoestaveis (ST) (NATARO; STEINER; GUERRANT, 1998).

1.2.1 Epidemiologia

Apo0s a descoberta da EAEC, foram isoladas duas cepas: JM221 e 042, a partir de
pesquisas em adultos com quadro clinico de diarreia dos viajantes (DDV), no Meéxico
(MATHEWSON et al., 1985) e em criancas com diarreia aguda, respectivamente (NATARO et
al., 1987). Essas cepas foram testadas em voluntarios, nos quais a cepa 042 induziu diarreia em
sua maioria, enquanto a cepa JM221 ndo apresentou evidéncias da doenca, revelando a
heterogeneidade dessa bactéria (NATARO et al., 1995).

Ao longo dos anos, verificaram-se diversos surtos e estudos de prevaléncia da EAEC
em paises desenvolvidos. Em 1997, um surto massivo foi relatado no Japao, onde 2.697 criangas
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apresentaram sintomas de diarreia aguda, apos se alimentarem em varias escolas. Nesse surto,
40% das amostras testadas foram diagnosticadas como EAEC (ITOH et al., 1997).

A cidade de Akita, Japdo, apresentou um surto no qual 42,8% dos casos eram
positivos para EAEC, identificadas por dois sorotipos EAECO126:NM e O111:NM
(YATSUYANAG et al., 2002). Outro surto foi relatado na cidade de Shizuoka, 77,7% recém
admitidos pelo distrito policial adquiriram a bactéria ap6s a ingestdo de comida contaminada
(HARADA et al., 2007). Na Coreia do Sul, um surto de gastroenterite em colégio da cidade de
Incheon apresentou uma taxa de prevaléncia de 6,1% e 57,1%, respectivamente, em criancas e
manipuladores de alimentos com infeccdo assintomatica (SHIN et al., 2015).

No Estados Unidos da América, a EAEC foi relatada como o segundo agente
infeccioso (67%) mais detectado em criangas de um estudo caso-controle de diarreia infantil
atendidas na emergéncia de um hospital pediatrico (FOSTER et al., 2015).

Na Europa, em um estudo prospectivo coorte, a EAEC foi identificada em dois surtos
de infeccdo alimentar oriundos de queijos contaminados com EAEC, em trés restaurantes na
Italia, nos quais foram obtidas taxas de infeccdo de 43% e 58% (SCAVIA et al., 2008). Na Suica,
46% de criancas hospitalizadas com quadro clinico diarreico apresentavam infeccdo por EAEC
(TOBIAS et al., 2015). Cinco surtos de EAEC foram identificados na Inglaterra, durante o
consumo de alimentos em restaurantes e conferéncias. As analises desses casos mostraram cepas
oriundas de diferentes clones de EAEC e sua coinfecgdes (CHATTAWAY et al., 2013;
DALLMAN et al., 2014; SMITH et al., 1997, WILSON et al., 2001). Na Republica da Sérvia,
descreveu-se um surto de diarreia, em que 63,3% de criancas e neonatos internados foram
diagnosticados com o referido microorganismo (COBELJIC et al, 1996).

O ultimo grande surto ocorreu na Europa no ano de 2011, onde brotos de feijao
contaminados pelo hibrido de EAEC e STEC induziram a sindrome hemolitico-urémica,
acarretando em 45 mortes e 3.500 internagdes, (FRANK et al., 2011). Logo, mostrou-se a
importancia da continua vigilancia, nos paises em desenvolvimento, das infec¢des por EAEC.

Na investigacdo da doenca diarreica dos viajantes (DDV), observa-se que a
prevaléncia de EAEC varia entre 30 a 70% do casos, dependendo do local de destino e da estacao
do ano. Ademais, 80 a 90% dos casos séo de origem bacteriana (CONNOR, 2017). O primeiro
estudo a identificar EAEC associada @ DDV foi realizado por Mathewson et al. (1985), no qual
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reconheceram a EAEC como enteropatdgeno presente em 14,9% dos casos com diarreia e em
7,6% de portadores assintomaticos, pacientes que tinham viajado para o México.

Até recentemente, a ETEC era o principal agente infeccioso identificado em DDV na
maioria das regides. Contudo, em um recente estudo prospectivo desenvolvido por L&averi et al.
(2017), EAEC (42%) e EPEC (42%) foram detectadas como os patdgenos mais prevalentes,
seguidos por Campylobacter jejuni/coli (31,7%) e ETEC (19%). Os autores avaliaram 459
participantes, por meio da analise de amostras fecais, antes e depois de viagens a varios destinos.
Adicionalmente, em estudo recente realizado na regido do sudeste da Asia, verificou-se a EAEC
como o segundo agente mais frequente (27%) nos casos de DDV (AHN et al., 2011). Por
conseguinte, considerando as informacgdes descritas, revela-se a importancia da infeccdo de
EAEC durante a DDV.

Relatos descritos por Mayer e Wanke (1995), inicialmente, mostraram um paciente
com diarreia persistente e infectado com o virus da imunodeficiéncia (HIV), no qual, apos a
triagem de identificacdo de enteropatdgenos, foi indicada a presenca da EAEC, diagnosticada
pelo método de padrdo de aderéncia, mediante a utilizacdo de células de adenocarcinoma cervical
(HeLa). Na mesma pesquisa, posteriormente, a EAEC foi encontrada em mais sete pacientes
portadores de HIV com baixa contagem de leucocitaria T auxiliar, CD4", e quadro clinico de
diarreia crénica.

Em estudo prospectivo descrito em 140 criangas infectadas com HIV, conduzido em
trés hospitais no Peru, a EAEC foi identificada como o enteropatégeno de maior prevaléncia,
entre oas quais 6% apresentavam diarreia e 10% eram assintomaticas. Ressalta-se que criangas
com HIV e diarreia apresentaram piora relativa da imunossupressdo, com aumento da carga viral
(MEDINA et al., 2010). Na investigacdo de Samie et al. (2007), participaram 322 dos pacientes
portadores do HIV, dos quais 29,5% foram diagnosticados com a EAEC, associada a inflamacao
e a diarreia. Em outra pesquisa, a EAEC foi diagnosticada em 10,7% do total de 56 criangas com
diarreia aguda portadoras de HIV, em dois hospitais do Quénia (PAVLINAC et al., 2014).
Assim, nota-se que a EAEC continua uma bactéria oportunista, de relevancia, em criancas e
adultos que apresentam imunossupressao.

Ao longo dos anos, estudos do ciclo vicioso da diarreia e desnutri¢cdo infantil
mostram que a desnutricdo pode causar distirbios na fun¢do imunoldgica e perda da integridade

da barreira intestinal, o que favorece o aparecimento de infeccbes entéricas, perpentuado em
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diarreia aguda ou crénica, principalmente, nos dois primeiros anos de vida, apds a continua
exposicdo a EAEC e a outros enteroapatogenos, como consequéncias das precarias condicdes
socioecondmicas e higiénico — sanitarias (LIMA et al., 1992; LIMA, GUERRANT, 1992; 2000;
STEINER et al., 1998).

Nesse sentido, o projeto caso-controle de etiologia de diarreia moderada a severa
denominado Multicéntrico Entérico Global (GEMS), em criancas até cinco anos de idade,
realizado em sete paises da Africa e Asia, mostrou que, em algumas das regides, a detecgdo
EAEC foi associada a diarreia, de acordo com a idade estratificada.

Como parte do projeto Interacbes de Desnutricdo e InfeccBes Entéricas:
Consequéncias para a Saude Infantil e Desenvolvimento (MAL-ED) realizado em oito paises da
Asia, Africa e América do Sul, descrito por Rogawski et al. (2017), determinou-se que a EAEC
foi encontrada em 94,8%, pelo menos uma vez, nas amostras das criancas, sendo considerada
frequente nos primeiros anos de vida do infante, contribuindo para a reducdo do crescimento
linear infantil e inflamacé&o crénica.

PLATTS-MILLS et al (2015), durante a pesquisa de etiologia de diarreia do coorte
multicéntrico (MAL-ED), acompanharam 2.145 criancas do décimo terceiro dia de vida até os
dois anos de idade, das quais 24.310 amostras fecais foram coletadas e testadas, identificando a
EAEC como um dos enteropatdgenos mais prevalentes no primeiro e no segundo ano de vida.

Nos anos 90, iniciaram-se pesquisas no Brasil, indicando a EAEC como responsavel
pela diarreia persistente, interligada a reducdo do crescimento, a inflamacdo intestinal, ao déficit
do desenvolvimento cognitivo e a morte em criancas residentes em comunidades carentes
(WANKE et al., 1991; LIMA, GUERRANT, 1992; STEINER et a., 1998).

Em investigagédo realizada por Amaral et al. (Manuscrito em submisséo), relata-se
uma alta variabilidade da prevaléncia de EAEC, de 0,7% a 71%, na populagdo infantil com
quadro clinico diarreico, nas diversas regifes do Brasil. Contudo, ainda ha poucas pesquisas
relativas a prevaléncia de EAEC no Nordeste brasileiro.

Nesse contexto, os resultados dos estudos acerca da frequéncia de EAEC
desenvolvidos no Nordeste brasileiro indicam o seguinte: o percentual de 41% do total de 325
criangas com idade de 2 e 36 meses, em estudo caso-controle de diarreia nas comunidades de
Gongalves Dias e do Parque Universitario, em Fortaleza/CE (LIMA et al., 2013); em estudo
caso-controle de diarreia, 16,9% do percentual total de 580 criancas menores de 2 anos de idade
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atendidas na emergéncia do Hospital Pediatrico Arlinda Marques em Jodo Pessoa/PB (MORENO
et al., 2010); prevaléncia total de 4,2% na diarreia infantil, apds o monitoramento de 1.233
criangas do pre-escolar, em varias regifes de Salvador/BA (FRANZOLIN et al., 2005); 10,68%
do total de 1, 207 criangas atendidas em ambulatorios de vérias regides de Salvador/BA
(BUERIS et al., 2007).

Uma importante problematica é a influéncia das coinfeccdes com EAEC, no estudo
coorte de desnutrigdo infantil em Fortaleza/CE, indicando que criangas diagnosticadas com
EAEC, com pelo menos uma coinfec¢do, obtiveram a redugdo dos escores antropométricos
(LIMA et al., 2018). Em pesquisa prospectiva desenvolvida em criangcas com diarreia com idade
abaixo de cinco anos, oriundas de 3 hospitais em Israel, mostrou-se a correlacdo sinérgica da
EAEC e do rotavirus, quando do aumento do nimero de evacuac@es e da ocorréncia de vomitos e
febre, acima de 39°C (TOBIAS et al., 2015). Entretanto, as analises de coinfec¢des ainda s&o um
desafio, por existir poucos relatos acerca da influéncia na gravidade das doencas diarreicas e da
desnutricdo.

O fator de transmissdo é a via fecal-oral o que facilita a dissemina¢do da infeccdo
causada pela EAEC por alimentos e agua contaminados. O referido patégeno também foi
detectado em amostras de mamadeiras e frascos utilizados na alimentacdo infantil, manipulados
por mdes com baixo nivel socioeconémico (GOMES et al., 2016). Além disso, Zhang et al.
(2016) analisou em geral 1.142 amostras de diferentes fontes de origem, com o0s seguintes
percentuais de deteccdo de EAEC: 6% em pessoas saudaveis; 25% em animais (porcos e animais
de estimacdo domésticos); em agua 8,3%; 52,4% em pacientes com manifestacGes diarreicas,

sendo essa a maior taxa de deteccéo.

1.2.2 Classificacéo e Diagnostico

Estudos mostram que as cepas da EAEC indicam o método de padrdo de aderéncia
em células de adenocarcinoma cervical humano (HeLa), como padréo ouro de diagnéstico, o qual
apresenta um padrdo do fendtipo AA, semelhante a “tijolos empilhados” (NATARO; STEINER;
GUERRANT, 1998).

Contudo, mudancas do fenotipo de aderéncia tém sido observadas em diferentes
isolados de EAEC (LIEBCHEN et al., 2011; RAJAN et al., 2018). Pesquisa realizada em cepa
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knockout da cepa EAEC 042 para o gene ativador transcricional (aggR) e cepas de EAEC
isoladas de estudos clinicos identificadas por diagndstico molecular mostraram um padréo difuso
aderente em modelo in vitro de enteroides de jejuno oriundo de bidpsias de endoscopia em
adultos (RAJAN et al., 2018).

Ademais, Liebchen et al. (2011) caracterizaram em nivel molecular 59 cepas isoladas
de EAEC, oriundas de pacientes com diarreia, e observaram diferentes padrdes de aderéncia
indicando pelo o fendtipo difuso—aderente (DA) que estava presente em cerca de 48,4% das
cepas, enquanto 9,4% exibiram o fenétipo de aderéncia-localizada (LAL), 9,4% foram

caracterizadas com o padrdo AA e 7,2% ndo aderiram, como visto na Figura 1.

Figura 1 — Fendtipos de aderéncia da Escherichia coli enteroagregativa em células HeLa em

cepas isoladas de pacientes com quadro clinico diarreico

o
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Fonte: Liebchen et al. (2011). Legenda: células de origem de cancer cervical humano — HeLa. Cepas apresentam
fenotipo difuso—aderente — DA (A), fenotipo aderente agregador — AA (B), fendtipo como aderéncia-localizada —
LAL (C) e fenotipo organizado em aderéncia difusa — ODA (D).

Nesse contexto, encontram-se dificuldades a fim de realizar o diagnostico da EAEC

por essa metodologia, uma vez que sdo requeridos laboratérios de referéncia para cultura celular,
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material de alto custo, de tempo e de mao de obra treinada, além de apresentar alta variabilidade e
ndo possibilitar a diferenciacdo de cepas patogénicas e ndo-patogénicas (JENSEN et al., 2014).

Em relacdo a sorotipagem, esse método ndo constitui uma ferramenta ideal para o
diagndstico de EAEC (cepas identificada pelos antigenos de superficie O, somético, e H,
flagelar); pois apresentam como limitacGes: demanda de material de alto custo, mao de obra e
tempo de procedimento; presenca de reatividade cruzada dos soros com diferentes sorogrupos;
limitada disponibilidade de antissoros restritos a laboratorios especializados; variac@es entre lotes
e existéncia de cepas ndo tipaveis. As cepas tipaveis de EAEC pertencem a uma vasta variedade
de sorogrupos incluindo 03, 07, 015, 044, 055, 077, 086, 0126 e 0127 (FRATAMICO et al.,
2016; VILLASECA et al., 2005).

Atualmente, as técnicas moleculares sdo utilizadas para o diagnostico da EAEC, por
serem rapidas e precisas na investigacdo epidemioldgica em animal, humano e ambiental.
(FRATAMICO et al., 2016). No entanto, ainda é necessario o desenvolvimento de alvos de
referéncia para o diagnéstico da EAEC.

Inicialmente, como primeiro diagndstico, foi utilizada a probe do gene transportador
de proteina de anti-agregacao (aatA), chamado anteriormente de sonda CVD432, localizada no
plasmideo (SCHMIDT et al., 1995; BAUDRY et al., 1990). Ao longo dos anos, novos alvos
genéticos, como o gene codificador do regulador transcricional (aggR), transportador de proteina
de anti-agregacao (aatA) e o gene plasmidial codificador da dispersina (aap) (VIAL et al., 1988).

No estudo multicéntrico MAL-ED, a identificagdo da EAEC foi realizada por meio
dos genes: codificador da ilha de ativagdo do regulador transcricional (aaiC) e transportador de
proteina de anti-agregacdo (aatA) (HOUPT et al.,, 2014). O gene aaiC estd localizado no
cromossomo e codifica a “ilha” gendmica, relacionando-se ao sistema de secre¢do IV (DUDLEY
et al., 2006a).

Na pesquisa realizada por Andrade, Gomes e Elias (2014), 75 cepas de EAEC foram
testadas previamente para a identificacdo dos genes aatA e aggR, em combinagdo com o teste de
padrdo de aderéncia. No mesmo estudo, as cepas foram reavaliadas por um novo multiplex,
utilizando os seguintes genes: aatA, aggR e dois codificadores das proteinas do sistema de
secrecdo IV (aaiA e aaiG) na deteccdo de EAEC tipica e atipica. Os resultados desse novo
multiplex mostraram uma sensibilidade de 94,8% e uma especificidade de 94,3%. No citado
estudo, além dos genes ja utilizados na identificacdo da EAEC (aatA e aagR), foi sugerida a
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incorporacgdo de mais dois genes alvos de diagnostico: aaiA e aaiG, que sao oriundos da “ilha” de
patogenicidade pheU, identificada no protétipo da EAEC 042.

Em relacdo ao regulador transcricional (aggR), varios estudos vém utilizando a
diferenciacéo classificatoria de EAEC tipicas e atipicas (ANDRADE, GOMES, ELIAS, 2014;
ANDRADE et al., 2017; MORIN et al., 2013). O gene aggR € um importante ativador
transcricional, que modula em torno de 44 genes, incluindo a biogénese da fimbria Il, a
dispersina e o seu sistema secretorio, codificador de proteina homologa a Shigella flexneri (Shf),
sistema de secregdo tipo VI e o proprio aggR (ELIAS, NAVARRO-GARCIA, 2016)

Atualmente, de acordo com segmentos gendmicos especificos, a EAEC pode também
ser subdividida em seis grupos filogenéticos: A, B1, B2 e D, E, F (ANDRADE et al., 2017,
CLERMONT et al., 2013; REGUA-MANGIA et al., 2009; FRANCA et al., 2013). Observam-
se fatores de risco especificos, como o uso de antibiéticos, durante o processo diarreico,
relacionados aos determinados grupos filogenéticos (REGUA-MANGIA et al., 2009).

A identificacdo da EAEC permanece um desafio; pois, apesar do uso do padréo de
aderéncia em HEp-2, sorotipagem e biologia molecular, o diagndstico desse microrganismo ainda
ndo foi definido, em razdo da alta heterogeneidade genética e fenotipica, relacionada aos seus
diferentes “comportamentos” na interagdo com o hospedeiro nos estudos clinicos, in vitro e in

vivo.

1.2.3 Patobiologia

A patogénese da infecgdo causada por EAEC é complexa e muito heterogénea, o que
dificulta estabelecer os mecanismos pelos quais esse microrganismo causa a doenca (ELIAS et
al., 2002). Assim, diversos estudos mostram que tanto fatores do hospedeiro como da bactéria
podem influenciar o desenvolvimento da EAEC. Determinantes relacionados ao hospedeiro,
como imunossupressao, desnutricdo infantil e polimorfismos, aumentam a susceptibilidade e a
inducdo das doencas diarreicas causadas pelo patogeno.

Essa bactéria leva normalmente a uma diarreia aquosa, com muco, podendo
apresentar sangue nas fezes e possiveis manifestacoes clinicas, como dores abdominais, vomitos,
néuseas e febre baixa (CROXEN et al., 2010). Portanto, a variabilidade de fatores como adesinas,

toxinas e proteinas, associados a viruléncia parecem apresentar relacdo com a carga bacteriana, a
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gravidade da doenca e a distincdo geografica dos padrGes de distribuicdo dessa bactéria
(CROXEN et al., 2013).

Estudos sugerem que a progressdo da patogénese de EAEC se inicia com a
aglutinacdo plactbnica da bactéria, o que acarreta a sua adesao ao epitélio, por meio de fimbrias
de aderéncia agregativa (AAFS) e de outros fatores de adesdo do microrganismo, seguida pela
formacdo de biofilme, juntamente com a secrecdo e depdsito de muco na superficie dos
enterdcitos, o que levaria, consequentemente, a colonizacdo intestinal (JENSEN et al., 2014).

Logo, como ultimo estagio, ocorre o estabelecimento da completude do biofilme
adicional, com liberacdo de toxinas bacterianas, induzindo a suscitacdo da resposta inflamatoria
do hospedeiro, como reflexo ao dano causado no epitélio, o que inclui a destruicdo parcial ou
total das vilosidades, a vacuolizacdo do citoplasma basal dos enterécitos, o destacamento do
epitélio e a desorganizacdo da estrutura, com extrusdo de células epiteliais, a secrecdo e a
apoptose celular intestinal (JENSEN et al., 2014; ANDRADE, HAAPALAINEN, FAGUNDES-
NETO, 2011; PRATA et al., 2018). Resumidamente, na Figura 2, é possivel verificar as etapas

da patogénese da infec¢do por EAEC no hospedeiro.

Figura 2 — Estagios da progressdo da patogénese da Escherichia coli enteroagregativa

Liumen
intestinal

'\/\/D

s =

Fonte: Adaptado de Jensen et al. (2014). Legenda: Aglutinacdo em forma plactonicada bactéria (1); Aderéncia ao
epitélio e colonizagdo intestinal; (2) Formacdo de biofilme (3); Liberacdo de toxinas, inducdo de dano intestinal e
aumento de secrecdo (4); Estabelecimento de biofilme adicional (5).

As alteracdes descritas, durante a infeccdo da EAEC, em interacdo com o epitélio do
hospedeiro, poderiam explicar as anormalidades digestivo-absortivas, em resposta ao
prolongamento da diarreia ou a colonizacdo subclinica (ANDRADE, HAAPALAINEN,
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FAGUNDES-NETO, 2011; ANDRADE, FREYMULLER, FAGUNDES-NETO, 2011). Nesse
esteio, estudos demostraram que a EAEC 042 adere a mucosa do jejuno, ao ileo e, mais
fortemente, ao colén, em cultura de érgdos in vitro (NATARO et al. 1996).

Em fragmentos de biopsias infectados com a cepa protétipo EAEC 042, mudangas
no colén, com o maior nimero de células caliciformes com area de lise e destrui¢do celular nas
regibes mais proximas das microvilosidades podem justificar a presenca de muco e de sangue nas
fezes (ANDRADE, HAAPALAINEN, FAGUNDES-NETO, 2011).

O mesmo estudo realizado com a cepa de EAEC 171-1 indicou a capacidade dessa
bactéria de invadir o tecido, o qual se mostrou totalmente desagregado e destruido ap6s 6 horas
de incubacdo bacteriana; enquanto a cepa EAEC 042 causou alteracdes significativas no epitélio,
porém, de forma menos intensa, quando analisadas por microscopia de luz.

A pesquisa de Vial et al. (1998) relatou que apds a inoculagdo das cepas de EAEC
(042 e 17-2) na regido do ileo de coelhos, resultou no encurtamento das microvilosidades,
hemorragia, necrose e infiltracdo por mononucleares na submucosa. Contudo, a analise por
microscopia eletronica ndo revelou invasdo da bactéria na estrutura das microvilosidades.

Em outro estudo realizado por Prata et al. (2018), durante a incubacdo bacteriana da
cepa protdtipo 042 (isolada de caso de diarreia) e de uma cepa isolada de desnutricdo infantil
(LDI001), por 3 horas, em células intestinais, determinou-se que a cepa protétipo 042 causou um
maior nivel de necrose que o verificado na cepa LDI001, demonstrando comportamentos
diferentes na inducgéo do dano celular, os quais poderiam ser explicados pela heterogeneidade dos
genes codificadores de viruléncia identificados.

Além disso, diferentes cepas de EAEC testadas em material de biopsias intestinais de
criancas indicaram predilecOes de aderéncia pelas distintas regides intestinais (jejuno, ileo e
célon), onde a cepa protdtipo 042 aderiu em todas as areas, enquanto que algumas das cepas
testadas apresentaram diferentes padroes (HICKS, CANDY, PHILLIPS, 1996).

Com relacéo a diversidade de padrdes de comportamento da EAEC, estudos mostram
que esse microorganismo configura uma bactéria multifacetada, com alta diversidade de genes de
viruléncia, o que pode estar associado a habilidade de viruléncia e de patogenicidade. No entanto,
0S genes bacterianos desse microorganismo podem estar hipoteticamente relacionados com a
progressdo da doenca ou com a sua ndo perpetuacdo (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013;
HAVT etal., 2017; JESEN et. 2017).
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1.2.3.1 Adesao celular bacteriana

O processo de adesdo celular é a primeira etapa da colonizagdo bacteriana na mucosa
intestinal, sendo esse mecanismo mediado principalmente pelas fimbrias de aderéncia agregativa
(AAF) (JENSEN et al., 2014; NAVARRO-GARCIA, ELIAS, 2011). Atualmente, cinco
variagOes de subunidades fimbriais (AAFI a AAFV) foram confirmadas com o emprego de
microscopio eletrénico, cristalografia de raios-X e ressonancia magnética, apresentando
estruturas distintas do pilin (BERRY et al., JONSSON et al., 2015, 2017).

Estudos demonstram que as fimbrias da EAEC s3o comparadas a “organelas
multifuncionais”, que, além de atuarem na adesdo de explantes intestinais humanos (SHEIKH et
al., 2001), facilitam a formacéo de biofilme em superficies abidticas (DUDLEY et al., 2006b;
BOLL et al., 2012), interagem com fibronectina associada & AAF/V (JONSSON et al., 2017) e
estimulam a liberacdo de interleucina-8 (IL-8) (STRAUMAN et al., 2010), e ainda,
especificamente, AAF/II foi capaz de modular o ciclo celular e a inducdo de apoptoses (PRIYA
etal., 2017).

Outro fator que corrobora para adesdo bacteriana é o gene aap que codifica a proteina
de dispersdo, induzindo a uma mudanca eletrostatica na superficie da camada lipossacaridica
bacteriana, o que facilita a movimentacdo do patgeno, promovida pelas projecdes fimbrias, as
quais se ligam aos componentes bacterianos como a matriz celular intestinal, citoqueratina-8 e a
fibronectina (FARFAN et al.,2008; JONSSON et al., 2017).

Ademais, as fimbrias I, Il e Il contribuem para o fen6tipo padrdo AA, controlado
pelo gene aggR, que € um importante ativador transcricional, responsavel pela adesdo da EAEC,
que promove a expressdo de fimbrias e dispersina, 0 que esta relacionado as cepas de EAEC
“tipicas” (DUDLEY et al.,, 2006b; JENSEN et al., 2014).

1.2.3.2 Formagéo de biofilme

Apos a excrecdo da camada de muco nos enterocitos, ocorre a formagéo de biofilme,
que é um importante passo na patogénese da EAEC e um fator de viruléncia importante, que
pode fornecer resisténcia a0 microrganismo contra a atividade de agentes fisicos e quimicos
(MARQUES, 2005; RICKARD et al., 2003), bem como contribuir para infec¢bes subclinicas e

manifestacdes persistentes da doenca, ao permitir que as bactérias evadam o sistema imunoldgico
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local, podendo inibir a quimiotaxia, a fagocitose e a proliferacdo de linfocitos, além de limitar a
atuagdo dos macrofagos, prevenir o transporte de fatores antibacterianos e também a passagem de
antibioticos (PEREIRA et al., 2007; TOKUDA et al., 2010; VASUDEVAN et al., 2003).

Uma caracteristica relevante da EAEC é sua capacidade de formar biofilme em
superficies bioticas e abioticas, fato resultante de sua genética multifatorial (DUDLEY et al.,
2006b; ESTRADA-GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012).

Sheikh et al. (2001) demonstraram que o produto de YafK, proteina relacionada a
transpeptidase, € requerido na regulacéo e biossintese de AAF/II e regulador da expressdo AAF
(Fis), os quais contribuem para formacao de biofilme, sendo o ultimo relacionado ao seu tempo-
dependente de crescimento bacteriano. Distintas das outras cepas de E. coli, o biofilme da EAEC
indica ndo estar relacionado ao curli, ao flagelo nem ao antigeno 43.

Fujiyama et al. (2008) mostraram que na cepa padrdo 042 ocorre estimulagédo do
codificador de proteina homdloga a Shigella flexneri (shf), aumentando os niveis transcricionais
de aggR, o que é necessario para formacdo de biofilme. Outros estudos clinicos com amostras
diarreicas demonstraram que o gene regulador transcricional (aggR), proteina antiagregativa
(aap), transportador de proteina de anti-agregacdo(aatA), toxina termoestavel A (astA) e
enterotoxina ShET-1 (setlA), bem como a combinacdo proteina envolvida em colonizagédo (pic),
protease extracelular da Shigella (sepA) e subunidade da AAF/IV(agg4A) estdo associados com a
presenca de biofilme (CENNIMO et al., 2009; NEZARIEH et al., 2015).

1.2.3.3 Elaboracéo e liberago de toxinas

Uma vez completa a formagéo do biofilme, pode ocorrer a liberacdo de citocinas e
proteinas imunomoduladoras, o que pode alterar o epitélio intestinal, induzindo o processo
inflamatdrio e até a morte celular (PRIYA et al., 2017; PRATA et al, 2018).

Uma ampla variedade de substancias liberadas pela EAEC nesta etapa encontra-se
dentro da familia das serinas proteases autotransportadoras (SPATES), que apresentam, como
sitio ativo, uma triade catalitica (Ser/His/Asp), a qual induz a atividade proteolitica (RUIZ-
PEREZ, NATARO, 2014). As SPATEs incluem 25 proteases com substratos diferentes,
distribuidos em diversos organismos, e sdo dividas em duas classes, com base na filogenética,

podendo apresentar duas distintas sequéncias de aminoacidos no dominio passageiro ou no
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dominio alfa, regido que apresenta caracteristicas funcionais da proteina (RUIZ-PEREZ,
NATARO, 2014). Assim, a arvore filogenética das duas classes de SPATES pode ser visualizada

na Figura 3.

Figura 3 — A arvore filogenética das duas classes de serina protease autotransportadora
EspP/PssA EHEC 3\
( EcM863-C1sp Swine-PEC
_{_—Sa! Shigella/EAEC/UPEC
Pet EAEC

L SigA Shigella/EAEC
Ech605-01sp AIEC
NA114-C1sp UPEC

\\ EcSE15-C1sp Commensal

SD2IX04041)

EcPCN033-C1sp Swine-EXPEC
RE22-C1sp REPEC

CrC1isp C. rodentium
EspC EPEC J

Pic Shigella/EAEC
‘I:L PicU UPEC

EcTA206-C2sp swine-EPEC

DEC6E-C2sp Commensal \
e Crczsp C. rodentium

Tsh/Hbp APEC/septicemic E.
—Er Vat APEC
Vat-ExEC UPEC/Septicemic E.
SPATE — ] Boa S. bongori

—l _Eea-CZsp S. enterica(arizonae)
Etarda-C2sp E. tarda

EcSEIS-CZsp Human Commensal )\
| EcNA114-C2sp UPEC
EcPCN033-C2sp Swine-EXPEC
EcB088-C2sp Avian Commensal

L RE22-C2sp REPEC
] AdcA C.rodentium

EaaA/EaaC Commensal
l:Eaa-STEC STEC
RpeA REPEC J

— SepA Shigella/EAEC
—EE N587-C2sp EPEC
EcB7A-C2sp ETEC

EatA ETEC j
L ohe i
Espl/EcH250-C2sp STEC

0.3

SDJOPD|NPOWOUNWT

2 OluIWoQq Op DIdUSNY

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). Legenda: E. coli uropatogénica — UPEC; E. coli enteroagregativa —
EAEC; E. coli de adesdo difusa — DAEC; E. coli enteropatogénica — EPEC; E. coli enterohemorragica — EHEC; E.
coli patogénica aviaria — APEC; E. coli enterotoxigénica — ETEC; E. coli produtora de shiga toxin — STEC; E. coli
patogénica extra-intestinal — EXPEC; E. coli aderente-invasiva — AIEC; e E. coli enteropatogénica de coelho -
REPEC.

A classe | das SPATEs (TABELA 1) compreende os genes codificadores de
proteinas que demostram citotoxicidade in vitro e atividade enterotoxigénica em tecidos animais
com alvos intracelulares. Assim, incluem o0s seguintes genes: toxina autotransportadora
secretada—Sat (GUYER et al., 2000), toxina codificada por plasmideo — pet (ESLAVA et al.,



36

1998), protease homologa da Shigella IgA-like— sigA (AL-HASANI et al., 2000), codificador da
enterotoxina EsSpC — espC (STEIN et al.,, 1996) e serina protease extracelular — espP
(BRUNDER, SCHMIDT, KARCH, 1997).

Tabela 1 — Caracterizacdo das principais serina proteases autotransportadoras (SPATES)

da Classe |
SPATESs da ManifestacOes ~ . Substrato )
Classe | Clinicas Fungdo/Efeito Bioldgico Patogenos
Sat — _ Clstlte,_ Cltot(_)xmldade, - UPEC
. Pielonefrite, enterotoxina, danos nas . .
toxina Muco e sangue  proteinas de juncdes - Espectrina - Shigella
autotransportadora - Jung - Fator V - EAEC
nas fezes e firmes da barreira
secretada S . ; . - DAEC
Diarreia aquosa intestinal, autofagia
. - Espectrina
Pet — n . ..
code;[fic;%);l pir Diarreia aquosa Cltotoxmd_ade, -FAK EAEC
. enterotoxina - Fator V
plasmideo
SigA N protease  Muco e sangue Citotoxicidade, - Espectrina - Shigella
homologa da nas fezes, enterotoxina EAEC
Shigella IgA-like  Diarreia aquosa
EspC — i - - Espectrina
codificador da  Diarreia aguosa C'tOtOX'C'd.ade’ - Fator V - EPEC
. enterotoxina .
enterotoxina EspC - Hemoglobina
EspP — serina
protease Diarreia Citotoxica, aderéncia e - Fator V - EHEC
extracelular hemorrégica biofilme - C3/C3b/C5 - EPEC

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). Legenda: E. coli uropatogénica - UPEC; E. coli enteroagregativa -
EAEC; E. coli de adesdo difusa - DAEC; E. coli enteropatogénica — EPEC e E. coli enterohemorragica - EHEC

Estudos mostram que a classe Il das SPATEs (TABELA 2) é conhecida como
imunomoduladora, apresentando a atividade proteolitica, como mucinase, e habilidade de aderir
glicoproteinas, o que pode refletir na sua capacidade de aglutinar os glébulos vermelhos, atuando
também na clivagem de glicoproteinas leucocitarias, as quais sdo substituidas por carboidratos,
apresentando estrutura similar as encontradas em mucinas de glicoproteinas humanas, de modo a

induzir o comprometimento leucocitario. Por conseguinte, sugere-se 0 seu envolvimento na
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evasdo imunologica do hospedeiro, 0 que confere vantagens no seu processo de colonizacao

(RUIZ-PEREZ, NATARO, 2014).

Tabela 2 — Caracterizagdo das principais serina proteases autotransportadoras (SPATES)

da Classe Il
SPATEs da Manlfegtagoes Funcéo/Efeito Sgbs,trfato Pat6genos
Classe Il Clinicas Biol6gico
Mucinase,
Imunomodulagéo, - Mucina
Pic — proteina Cistite, Colonizacéo, - Glicoproteinas ligado- - Shigella
envolvida em Pielonefrite e Hemaglutinina lectina- 0O: CD43,CD44, i EA?EC
colonizacédo Diarreia like, Atividade secretéria ~ CD45, CD93,CD162,
de muco, resistente a CX3CL1
soro
Mucinase, .
Imunomodulag&o - Mucina :
Tsh - o NN - Hemoglobina - E. coli
. Injuria Sequestro i0nico, . 7 .
hemaglutinina . . . . - Glicoproteinas ligado-  causadora
o infecciosa, Hemaglutinina lectina- )
sensivel a Septicemia like, Proteinas de ligacao O: CD43,CD45, de Sepse
temperatura P by gac CD93, CD93,CD162, - APEC
CXCL1
Vat — toxina Se[p;tc;gﬁn:a, Agente de vacuolizante,
autotransportadora oenca Vat efeitos Desconhecido - APEC
. respiratdria, )
de vacuolizante . desconhecidos
celulites
SepA —protease - Sangue e muco Enterotoxina, SepA . - Shigella
extracelular da nas fezes, . ! Desconhecido
. . . efeitos desconhecidos -EAEC
Shigella Diarreia aquosa
EatA — proteina
autotransporta_ldora Diarreia aquosa Er_1terotoxma, Ea_'rA - Adesina EtpA -ETEC
de E. coli efeitos desconhecidos
enterotoxigénica
EspL — . .
Mucinase, Blogueio de - Mucina _STEC

Escherichia coli
secretora de
protease

Diarreia, SHU
Necroptose

Fonte: Adaptado de Ruiz-Perez e Nataro (2014). Legenda: Sindrome Hemolitico Urémica — SHU; E. coli
enteroagregativa — EAEC; E. coli patogénica aviaria — APEC; E. coli enterotoxigénica — ETEC; e E. coli produtora

de shiga toxina — STEC.
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Na classe IlI, os principais alvos estdo presentes no compartimento extracelular e
incluem os genes: proteina envolvida na colonizacdo — pic (HENDERSON et al., 1999);
hemaglutinina sensivel a temperatura — tsh (PROVENCE, CURTIS, 1994); toxina
autotransportadora vacuolizagcdo — vat, (SALVADORI et al., 2001); protease extracelular da
Shigella — sepA (SANDT, HILL, 2000); proteina autotransportadora de E. coli enterotoxigénica —
eatA (PATEL et al., 2004); e Escherichia coli secretora de protease — espL (SCHMIDT et al.,
2001).

Assim, estudos tém focado na elucidagdo dos mecanismos secretores das SPATEsS,
apesar da elevada variacdo da biogénese, que inclui mecanismos de clivagem e requerimento de
chaperonas, além das diferentes funcdes desempenhadas, como proteases e adesinas, dos diversos
mecanismos, por exemplo, citotoxicos e imunomoduladores.

Nesse contexto, observam-se ainda discrepancias experimentais in vitro e in vivo e
diversidade de relacBes com estudos clinicos, como transferéncias genéticas plasmidiais, o que

torna um desafio a determinacdo do papel das SPATEs na patogénese da EAEC.

1.3.3.4 Outros fatores de viruléncia

Um amplo nimero de genes de viruléncia pode estar presente em cepas isoladas de
EAEC, promovendo mecanismos complexos de colonizagdo do hospedeiro, que podem contribuir
para a patogénese ou inibi-la.

Toxina enteroagregativa termolabil (EAST-1) é codificada pelo astA, gene adjacente
ao pet, que esta presente também nas cepas de EPEC, ETEC e EHEC. Nesse esteio, apesar de ser
uma toxina, EAST-1 ndo esta inserida na classe das SPATESs. Yatsuyanagi et al. (1996) sugerem
que a presenga de EAST-1, confirmada por analises de southern blot, poderia estar vinculada ao
surto de diarreia no Japdo. Ademais, EAST-1 é frequentemente comparada a enterotoxina
termoestavel de E. coli (STa); pois ambas sdo consideradas indutoras de diarreia secretoria.
Contudo, em estudo realizado nas cdmeras de ussing em isolados de ileo de coelho, EAST-1 néo
demostrou atividade enterotoxica (SAVARINO et al., 1993).

Além disso, em pesquisa realizada com cepas de EAEC (17-2), detectadas com
EAST-1, introduzidas em voluntarios, ndo se observaram manifesta¢des clinicas da diarreia
(NATARO et al., 1995), uma vez que, provavelmente, a combinacdo de outros genes seja

requerida para a inducdo da diarreia; logo o sequenciamento da cepa padrdo EAEC 042
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confirmou a presenca do gene astA (CHAUDHURI et al. 2010), o que pode contribuir para sua
capacidade de inducédo da diarreia em voluntarios.

Sheikh et al. (2006) identificaram que cepas mutantes de 042 para o gene regulador
homdlogo ao Salmonella HilA (eilA) causavam alteracOes direta e indiretas em diversos genes
das ilhas de patogenicidade eip (ex., eipB, eipC, eipD, eicA and eaeX) e em dois genes nédo
oriundos de eip (ETT2 -Escherichia coli sistema de secrecdo 2 tipo 3), bem como tornavam a
bactéria menos aderente as células epiteliais in vitro, reduzindo a formacao do biofilme, que se
apresentou menos abundante e isogénico. O sistema ETT2 apresenta semelhanga aos encontrado
em E. coli enterohemorrégica e Salmonella. Neste sentido, é possivel que similares efetores do
sistema ETT2 estejam localizados no mesmo locus (selC tRNA) do gene air (proteina repetida da
imunoglobulina enteroagregativa), o qual estd envolvido na adesdo e na agregacdo da EAEC
(ELIAS, NAVARRO-GARCIA, 2016; SHEIKH et al. 2006).

Estudos relacionados a Shigella flexneri mostram o aumento da expressao de ShiA,
proteina imunomoduladora (codificada pelo gene shiA), pode reduzir o recrutamento de
neutréfilos e a delecdo do gene, o que causa a inducdo do processo inflamatério (INGERSOLL et
al., 2003; INGERSOLL, ZYCHLINSKY, 2006).

Além disso, ap0os o recente sequenciamento da cepa EAEC 042 (, novos genes foram
descobertos, dentre os quais, 0 aar, anteriormente conhecido como orf61, que se apresenta como
um possivel plasmideo codificador da proteina hemolisina (CHAUDHURI et al., 2010). Contudo,
em estudo tranversal de diarreia infantil realizado por Lima et al. (2013), observou-se que 0 gene

aar foi associado as criangas assintomaticas.

1.3.3.5 Inflamagéo

Estudos clinicos mostram que a EAEC é capaz de causar resposta inflamatoria,
induzindo a liberacdo de interleucina (IL)-8, IL-1p, interferon (INF)-y, leucocitos, sangue oculto
e lactoferrina, identificados em amostras fecais (STEINER et al., 1998; GREENBERG et al.,
2002; JIANG et al., 2002; CENNIMO et al., 2009; JIANG et al., 2002). Ademais, Gupta et al.
(2016) testaram cepas de EAEC isoladas de criangas indianas com manifestacOes de diarreia, in

vitro, mostrando a heterogeneidade de marcadores de viruléncia, estimulando a resposta
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inflamatdria, com aumento da expresséo de 1L-8, IL-1p, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a e
TLR-5.

Em relacdo ao mecanismo da EAEC, pesquisas sugerem que a flagelina (FIiC)
estimula a liberagdo de IL-8 em células epiteliais apos se ligar ao receptor de Toll-like 5 (TLR5).
Logo, TLR5 sinaliza para ativacéo de proteina quinase, ativada por mitogeno (MAPK) (ERK-1/2,
JNK e p38MAPK), o que estimula a ligacdo de NF-kB e AP-1, resultando na liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias e IL-8, que é um potente indutor de migracdo de polimorfonucleares
(PMN) (KHAN, KANG, STEINER, 2004; KHAN et al., 2010).

Boll e McCormick (2012) sugerem que, para a inducdo de PMN na infeccdo por
EAEC, é necessaria uma segunda secrecdo (lipidica) na zona apical do epitélio. Desse modo,
inicia-se pela polarizacao das células epiteliais, ativando a fosfolipase A, (iPLA2) - independente
de célcio, que modula a liberacdo do acido araquidbnico a partir da membrana celular. Mediante
a acdo da 12-lipoxigenase e do &cido araquidbnico, ¢ gerado o metabdlito da hepoxilina As
(HXAg3), um potente quimioatraente.

Ademais, a infeccéo por EAEC também causa aumento da expressao do transportador
de cassete de ligacdo a ATP (ABC) associado a proteina2 de resisténcia (MRP2), a qual apresenta
funcéo de liberagdo de HXA3 na zona apical da membrana, cuja sua secre¢ao forma um gradiente
quimiotaxico entre as proteinas de juncdo firme. Logo, os PMN transitam por meio da via
paracelular em direcdo ao limen. No mesmo grupo de pesquisa, Boll et al. (2017) demostraram
que a interacdo de AAF com MUC-1 (mucina), além de facilitar a adesdo, induziu a migracao
neutrofilica pela mucosa epitelial, apds a infeccdo por EAEC.

De forma interessante, observam-se, em criangas sem manifestac@es clinicas e com
inducdo de leve a moderada, inflamacéo durante a colonizacdo pela EAEC (ROGAWISKI et al.,
2017, STEINER et al., 1998, HAVT et al., 2017), o que pode estar associado a consequéncias da

infecgéo a longo prazo, como redugéo da velocidade de crescimento infantil.
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2 JUSTIFICATIVA

Ao longo dos dltimos anos, a taxa de mortalidade infantil decorrente de doengas
diarreicas sofreu um declinio de 57%, em termos globais. Entretanto, as doencas diarreicas
continuam em segundo lugar, como causa de mortalidade em criancas abaixo de cinco anos de
idade (UNICEF, 2016; OMS, 2017a).

As informagdes do Ministério da Saude brasileiro mostram a notificacdo de mais de
1,5 milhdo de casos de diarreia registrados pelas unidades sentinelas, entre os anos de 2011 e
2015. A regido do Nordeste brasileiro é a mais afetada, sendo responsavel pela metade de ébitos
das doencas diarreicas do pais, o que reflete as precarias condi¢@es higiénico-sanitarias e o baixo
perfil socioeconémico da populacédo local (BRASIL, 2015a).

Em geral, o maior percentual de casos de diarreia no Nordeste brasileiro foi reportado
em criangas menores de cinco anos de idade, as quais, em casos persistentes de diarreia, podem
apresentar severo desequilibrio hidroeletrolitico e desidratacdo. Em conjunto com a desnutricéo,
esses disturbios sdo associados ao aumento das taxas de dbito infantil (BRASIL, 2015b,c).

Estudos multicéntricos internacionais relatam a alta prevaléncia de infecgbes por
EAEC na populacdo infantil em casos diarreicos ou assintomaticos. Nesse contexto, as
colonizac@es subclinicas tém sido reconhecidas como um importante fenbmeno que compde a
DEA (PLATTS-MILLS et al., 2015; KEUSCH et al., 2014).

No Brasil, a EAEC foi reconhecida como um importante agente etioldgico presente
em criangas com quadro clinico diarreico e nos casos de colonizacdo subclinica, 0 que pode
resultar em redugdo de crescimento linear infantil, déficit cognitivo e inflamagdo cronica
(BUERIS et al., 2007; FRANZOLI et al., 2005; LIMA, GUERRANT, 1992; LIMA et al., 2000;
MORENO et al., 2010; STEINER et al.,1998). Entretanto, ainda existem poucos estudos que
investigaram a epidemiologia molecular de patdgenos especificos das infeccbes entéricas na
regido do Semiarido brasileiro.

Diante do exposto, considerando o importante papel da colonizacdo pela EAEC na
populacdo infantil brasileira, tornou-se fundamental investigar a patobiologia dessa bactéria,
relacionado os fatores de viruléncia com as infecgdes com manifestacOes diarreicas e
subclinicasq. Além disso, a busca de biomarcadores para os diferentes desfechos clinicos da
infecc@o por EAEC mostra-se de extrema importancia para o melhor manejo da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a frequéncia da infeccdo pela Escherichia coli enteroagregativa, fatores

determinantes do perfil de genes codificadores de viruléncia, inflamacéo e gravidade da doenca

em criancas, participantes do estudo transversal de diarreia, residentes no Semiarido brasileiro

3.2 Objetivos especificos

1.

Investigar a frequéncia da infeccdo pela EAEC em criangas com e sem diarreia residentes

no Semidrido brasileiro;

Caracterizar a distribuicdo dos determinantes populacionais, socioeconémicos, sanitarios
antropométricos e clinicos na infeccdo por EAEC em criangas com e sem diarreia

residentes no Semidarido brasileiro;

Desenvolver iniciadores para a identificacdo de novos genes relacionados a viruléncia da

EAEC, mediante reacbes multiplas em cadeia da polimerase;

Analisar a distribuicdo dos genes codificadores de fatores de viruléncia relacionados a
gravidade da infeccdo pela EAEC diagnosticada em amostras fecais de criangas com e

sem diarreia no Semiarido brasileiro;

Avaliar a distribuicdo das coinfeccBes relacionadas a infeccdo pela EAEC diagnosticada

em amostras fecais de criangas com e sem diarreia no Semiérido brasileiro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

O presente estudo ¢ derivado do projeto intitulado “Interven¢do com micronutrientes
e impactos ao longo prazo no Brasil —Subprojeto 2A - Rede de Ovino Caprino Cultura e Diarreia
Infantil no Semiarido Brasileiro - RECODISA - (CONEP, protocolo n°.238[105 ~ANEXO A,
protocolo n°.2380105) e recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da UFC
(COMEPE/UFC, oficio n°.33812009 — ANEXO B). O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO C) foi revisado e aprovado pelo COMEPE (oficio n°. 338120009,
protocolo n°. 238(105) em 06 de Abril de 2009.

4.2 Delineamento do estudo

RECODISA é um estudo epidemioldgico, observacional, analitico, transversal,
envolvendo a participacdo de 1.200 criangas, com faixa etéria de 2 a 36 meses de idade, das quais
596 foram consideradas casos (criancas com diarreia) e 604, controles (criancas assintomaticas),
no periodo entre setembro de 2009 a marco de 2011 (Lima et al. Manuscrito em submissao). Os

seguintes critérios de inclusdo e exclusdo dos participantes foram utilizados no estudo:

1. Critérios de inclusdo:
1.1.Casos: criangas que apresentaram 3 ou mais evacuacgdes liquidas, ou semissolidas nas
ultimas 24 horas; consentimento escrito emitido por pelo menos um dos pais;
1.2.Controles: criangas que ndo apresentaram diarreia nas ultimas duas semanas imediatas ao

recrutamento do estudo; consentimento escrito emitido por pelo menos um dos pais;

2. Criterios de exclusédo de casos e controles: criangcas que previamente participaram
de outros estudos, ou cujos pais ndo entregaram o termo de consentimento assinado, ou que
fizeram uso de antibioticos nos Gltimos 30 dias ou apresentaram doengas moderadas a graves (por
exemplo, pneumonia, doenca de Crohn etc), ou que estiveram internadas em unidades bésicas de

salde por mais de 12 horas.
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Ap0s a etapa de inclusdo das criangas com a assinatura do TCLE (ANEXO C), o
questionario epidemiolégico foi aplicado. Os dados solicitados sobre as criancas foram: idade,
sexo, altura, peso, circunferéncia da cabeca e aleitamento materno; da mae, idade atual e anos de
escolaridade; levantamento de sinais e sintomas da doencas diarreicas; além das variaveis
socioeconémicas e demograficas, como renda familiar, origem da agua de beber, presenca de
sanitario nas residéncias, e outros dados conforme descrito no questionario anexo (ANEXO D).

Para a execucdo dos procedimentos delineados nos protocolos do estudo, equipes de
campos multidisciplinares de cada cidade foram treinadas por nossa equipe laboratorial na
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Ceard (LDI/IBISAB-UFC), as quais
realizaram a aplicacdo do questionario, instrucdo de coleta das amostras aos responsaveis pelas

criancgas, o recebimento e acondicionamento do material coletado.

4.3 Local do estudo e populacdo do Semiarido brasileiro

Os participantes foram atendidos em unidades basicas de salde ou durante a atuacao
de vigilancia dos agentes de salde em comunidades carentes de seis cidades da regido do
Semiérido: Crato, localizada no estado do Ceara; Picos, no Piaui; Ouricuri, em Pernambuco; e
Cajazeiras, Sousa e Patos, na Paraiba, os quais sdo municipios representantes do Semiarido
brasileiro, com populagdes com mais de 50.000 habitantes (FIGURA 4).

Recentemente, a Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste (2017) relatou
que o Semiarido brasileiro passou a ter 1.189 cidades, localizadas nos estados de Alagoas, Bahia,
Ceara, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. Essa regido
concentra uma populacgdo superior a 25 milhdes de habitantes (11,4% da populacéo brasileira)
que residem em 54 municipios, dos quais 31 deles estdo entre os 20% do pais com pior indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM). Diante do exposto, os mais afetados pela pobreza
sdo criangas e adolescentes que compBem, aproximadamente, 67,4% da populacdo do Semiarido
brasileiro (UNICEF, 2011), onde as familias sdo influenciadas drasticamente pelas alteracfes
ambientais.

O Semiérido brasileiro apresenta uma vasta area de 1,03 milhdo kmz, que equivale a
12% do espaco brasileiro e constitui aproximadamente 89,5% da regido no Nordeste. Essa regido

apresenta como caracteristicas, em grande parte dos seus municipios, altos indices de aridez de
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Thorntwaite (até 0,5), indices pluviométricos anuais abaixo de 800mm durante o ano, risco de

seca superior a 60% e a Caatinga como bioma predominante (ALVARES et al., 2014).

Figura 4 — A delimitagéo da regido do Semiarido brasileiro e as cidades envolvidas no
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Fonte: Adaptado da Agéncia Nacional de Aguas (ANA) / Ministério da Integracdo (MI). Legenda: A rede do estudo
foi formada por seis cidades no Semiarido selecionadas aleatoriamente, com base em municipios com frequéncia de
mais de 50.000 habitantes, pertencentes aos estados que sdo constituidos por area acima de 50% pertencente ao
Semiérido, estando as cidades representadas por pontos amarelos.

4.4 Coleta de amostras e processamento das amostras fecais

Apo0s as instrugdes dos agentes de salde, as amostras foram coletadas em tubos
estéreis pelos pais ou responsaveis, seguido pelo acondicionamento em freezer a -20°C, para
posterior transporte e envio ao Laboratorio de Doengas Infecciosas localizado na unidade de
Pesquisas Clinicas & Instituto de Biomedicina/Centro de Saude Global, na Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Ceara (LDI/IBISAB-UFC). No momento da entrada das
amostras no laboratério, foram aliquotadas, etiquetadas com codigos de barras (com identificacdo
numeral), inseridas no sistema de gerenciamentos de dados e acondicionadas em freezer com a

temperatura em -80°C até a extracdo do material gendmico.
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As amostras fecais eram aliquotadas em aproximadamente 200mg (com a pesagem
em balanca analitica), com a adi¢do de 300mg de microesferas de vidro em um tubo de 2mL, o
que facilitou a lise celular, ap6s a diluicdo em tampdo de lise celular ASL do QIAamp DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA), utilizado para extracdo do DNA, conforme as instrugdes do
fabricante, sequido de armazenado em freezer a -20°C.

Em relacdo a extracdo do RNA viral, a amostra fecal era transferida para um tubo de
2mL, homogeneizada, centrifugada a 10.000 rpm por 1 min a 4°C. Ap6s o descarte do
sobrenadante com a finalidade da retirada de RNAlater Stabilization Reagent, agente
estabilizador do RNA (Qiagen, Valencia, CA), prosseguiu-se com a diluicdo do pellet com 1ml
de solug&o salina estéril, logo a amostra foi centrifugada novamente e um aliquota de 140ul foi
retirada para a extracdo do RNA viral com a utilizagdo do Qiamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA), de acordo com o0 manual de instrugdes da fabricante, o material genético extraido
foi em seguida armazenamento em freezer a -80°C.

No intuito da analisar a quantificacdo e qualidade do DNA e RNA, obtidos pela
extracdo das amostras fecais, 0 material genébmico foi submetido ao espectrofotdometro Nano
Drop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA).

O rendimento de &cido nucléico foi avaliado pelo comprimento de onda 260nm. Para
as analises de pureza desse material gendémico extraido foi utilizado a estimativa de razdo de
260/280nm, na qual os valores para a extracdo do DNA e RNA foram respectivamente, 1,8 e 2,0,
que indicam a pureza do material gendmico com auséncia de contaminantes (THERMO-
SCIENTIFIC, 2012).

4.5 Diagnostico molecular pela tecnologia Luminex XMAP

Com a colaboragdo do professor Eric Houpt do Centro de Saude Global, Diviséo de
Doencas Infecciosas e Medicina Internacional, da Faculdade de Medicina na Universidade da
Virginia, foi possivel realizar o diagnostico molecular, pela técnica do Luminex XMAP
(FIGURA 5).

Essa tecnologia proporciona a detec¢do de maltiplos fragmentos de DNA, pela sua
amplificacdo, empregando o ensaio de reacBes mdaltiplas em cadeia de polimerase (PCR-
multiplex), o qual é hibridizado com microesferas eletromagnéticas, acopladas a sondas
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especificas, para identificacdo de uma variedade de microrganismos. A vantagem dessa
tecnologia ¢ a alta sensibilidade e especificidade, além da rapidez de aplicacdo no diagndstico.
Nesse projeto foi utilizado o equipamento Bio-Plex®200 (Bio-rad Laboratories, Inc., Hercules,

CA) no diagnostico da EAEC e dos outros enteropatdgenos.

Figura 5 — Modelo de diagnéstico na plataforma LuminexBio-Plex® 200.
B
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Fonte: Adaptado de Camara (2014). Legenda: Esta tecnologia é baseada em trés sistemas: microesferas que
fornecem uma marcagdo espectral associada a hibridizacdo com reacdo multiplas em cadeia da polimerase acopladas
a sondas especificas para cada alvo (A), citometria de fluxo, a qual, por meio de dois lasers, detecta a intensidades de
fluorescéncia: um laservermelho, que identificacada microesfera (ou o agente patogénico) pelo seu codigo de cores e
um laser verde detecta o sinal de hibridacdo associada a cada granulo, o que indica a intensidade da média de
fluorescéncia de um agente patogénico particular (B) e um processador digital associado a software para analise de
dados (C).

4.5.1 Diagnostico molecular da Escherichia coli enteroagregativa e de outros

enteropatdgenos

As analises moleculares diagnosticaram quatro painéis de enteropatogenos:

1. Escherichia coli patogénicas: a Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), Escherichia
coli enteroapatogénica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e Escherichia
coli produtora de shiga-toxina (STEC) (TABELA 3);

2. Outras bactérias: Shigella spp./EIEC, Salmonella spp, Campylobacter spp, Aeromonas
spp e Vibrio spp. (TABELA 4);

3. Protozoérios: Giardia spp, Cryptosporidium spp e Entamoeba histolystica (TABELA 4);



4. Virus: rotavirus, norovirus, astrovirus e sapovirus (TABELA 5).
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Tabela 3 — Patdgenos, genes alvos, iniciadores, sondas e condicdes de PCR para

identificacdo das Escherichia coli diarreiogénicas

Patogenos Gene alvo A i s as Temperatura
(No. de acesso) Sequéncia (5 - 37) de anelamento
aaiC-codificador da F° ATTGTCCTCAGGCATTTCAC 30s a 94°C
ilha de ativagiodo g6 ACGACACCCCTGATAAACAA 305 a 60°C
EAEC regulador

transcricional ; .
aatA- transportador de F CTGGCGAAAGACTGTATCAT 30sa94°C
EAEC proteina a~nti- R TTTTGCTTCATAAGCCGATAGA 30sa60°C

agregacao o
(AY351860) P TGGTTCACAGCTCATCTATTACAG 60s a 72°C
stx]- Shiea toxina 1 F ACTTCTCGACTGCAAAGACGTATG 30sa94°C
EHEC* ( AEO§517 42) R ACAAATTATCCCCTGAGCCACTATC 30sa60°C
P CTCTGCAATAGGTACTCCA 60sa72°C
stx2- Shioa toxina 2 F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 30sa94°C
EHEC ( AEO§517 42) R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 30sa60°C
P GGGGAGAATATCCTTTAATA 60sa72°C
eaeA- Intimina F GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG 30sa94°C
EHEC proteina aderéncia R CAAAGCGCACAAGAYTACCA 30sa60°C

3

/EPEC (NCO116011) P GCACATAAGCAGGCAAAATAGC  60sa72°C
bfpA- gene estrutural F GGAAGTCAAATTCATGGGGG 30sa94°C
EPEC pilus (pilina tipo 4) R GGAATCAGACGCAGACTGGT 30sa60°C
(NCO116011) p GCTGCAACCGTTACCGCAGG 60s 2 72°C
eltB — subunidade F TTCCCACCGGATCACCAA 30sa94°C
ETEC enterotoxin B R CAACCTTGTGGTGCATGATGA 30sa60°C
(NCO176331) p CTTGGAGAGAAGAACCCT 60s a 72°C
estA — enterotoxina F GCTAAACCAGTARGGTCTTCAAAA 30sa94°C
ETEC estavel ao calor R CCCGGTACARGCAGGATTACAACA 30sa60°C
(NCO0176331) P TGGTCCTGAAAGCATGAA 60s a 72°C

Fonte: Taniuchi et al. (2013). Legenda: 1 - E. coli enteroagregativa (EAEC), 2 - E. coli enterohemorragica
(EHEC), 3 - E. coli enteropatogénica (EPEC),4 - E. coli enterotoxigénica (ETEC), 5 — iniciador senso (F),
6 — iniciador reverso (R) e 7 — sonda (P).



Tabela 4 — Patogenos, genes alvos,

identificacdo de outras bactérias.
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iniciadores, sondas e condicdes de PCR para

Patogenos Gene alvo Sequéncia (5 — 3) Tempg:atura
(No. de acesso)
anelamento
Outras bactérias
Shigella spp./ ipaH- gnju’geno F; CGGAATCCGGAGGTATTGC 30sa95°C
EIEC ’ plasmidial de R3 CCTTTTCCGCGTTCCTTGA 30sa60°C
invasdo(M32063) P° CGCCTTTCCGATACCGTCTCTGCA 60sa 72°C
aerA- aerolisina F TYCGYTACCAGTGGGACAAG 30sa95°C
Aeromonas spp. codificada por R CCRGCAAACTGGCTCTCG 30sa60°C
plasmideo (M16495) P CAGTTCCAGTCCCACCACTT 60sa 72°C
CTGCTAAACCATAGAAATAAAATT o
F 30sa95°C
Campylobacter cadF- -Cam;:ylobacter TCTCAC
Lo . adesdo a CTTTGAAGGTAATTTAGATATGGA o
Jejunie coli g nectina(AF104303) N TAATCG 3052 60°C
P CATTTTGACGATTTTTGGCTTGA 60s a 72°C
invA — Salmonella gene  F TCGGGCAATTCGTTATTGG 30sa95°C
Salmonella spp. de invasdo(M90846) R GATAAACTGGACCACGGTGACA 30sa60°C
P GAAGACAACAAAACCCACCGCC 60sa72°C
toxR- ativador F GTTTGGCGWGAGCAAGGTTT 30sa95°C
Vibrio cholera transcricional da R TCTCTTCTTCAACCGTTTCCA 30sa60°C
Colera(M21249) P CGCAGAGTMGAAATGGCTTGG 60sa72°C
Protozoarios
N COWP- F CAAATTGATACCGTTTGTCCTTCT 305295 C
Cryptosporidium Cryptosporidium G
spp. oroteina 1 (AF279916) GGCATGTCGATTCTAATTCAGCT 30sas55°C
p TGCCATACATTGTTGTCCTGACAA 30s 2 72°C
ATTGAAT
F AACAGTAATAGTTTCTTTGGTTAG 3052 95°C
Entamoeba 18S_ rRNA-18S TAAAA
histolytica ribossomo R CTTAGAATGTCATTTCTCAATTCAT 30sa55°C
RNA(X641142) ATTAGTACAAAATGGCCAATTCAT o
P TCA 30sa72°C
F GACGGCTCAGGACAACGGTT 30sa95°C
o . 185 rRNA-18S R TTGCCAGCGGTGTCCG 305255°C
Giardia lamblia ribossomo
RNA(M54878) P CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG 30sa72°C

Fonte: Liu et al., (2012) e Taniuchi et al., (2011). Legenda: 1— iniciador senso (F), 2 — iniciador reverso

(R) e 3—sonda (P).
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Tabela 5 — Patogenos, genes alvos, iniciadores, sondas e condicdes de PCR para

identificacdo de virus

. Temperatura
Patogenos (N((J;.e;::(:;:So) Sequéncia (5°-3°) de
anelamento
Hexon- proteina do F' GCCACRGTGGGRTTTCTCAACTT 30sa94°C
Adenovirus capsideo R’ GCCGCAATGGTCTTACATGCACATC 30sa60°C
(L19443 e M21163) P’ TGCACCAGGCCCGGGCTCAG 60s a 72°C
] Capsideo F CAGTTGCTTGCTGCGTTCA 30sa94°C
Astrovirus (AY720892) R CTTGCTAGCCATCACACTTCT 30sa60°C
P CACAGAAGAGCAACTCCATCGC 60sa72°C
Norovirus ORFl_—ORFZ — Open F CARGARBCNATGTTYAGR 30sa94°C
Gl reading frame 1 e 2 R TGGATGAGTCGACGCCATCTTCATTCACA 30sa60°C
(AF145896) P TGGGAGGGCGATCGCAATCT 60sa72°C
) NSP3- proteina 3 F ACCATCTWCACRTRACCCTCTATGAG 30sa94°C
Rotavirus (X81436) R GGTCACATAACGCCCCTATAGC 30sa60°C
P AGTTAAAAGCTAACACTGTCAAA 60sa72°C
F1 GAYCAGGCTCTCGCYACCTAC
RdRp-capsideo F2 TTGGCCCTCGCCACCTAC 30sa94°C
Sapovirus  (AY237420, U73124 R1 TTTGAACAAGCTGTGGCATGCTAC 30sa60°C
e R2 CCCTCCATYTCAAACACTA 60sa72°C
AY646856) P1 CYTGGTTCATAGGTGGTRCAG
P2 CAGCTGGTACATTGGTGGCAC

Fonte: Liu et al. (2011). Legenda: 1 — iniciador senso (F), 2 — iniciador reverso (R) e 3 —sonda (P).

452 Andalise dos

resultados

enteroagregativa e de outros enteropatdgenos pela plataforma Luminex

para o diagnostico da Escherichia coli

Os dados da plataforma Luminex foram analisados com base na média de intensidade

de fluorescéncia (cMFI) corrigida pelo background da fluorescéncia das microesferas, o qual é
referente ao controle negativo (MFI controle negativo)- A fOrmula seguinte mostra como foi calculada
a média de fluorescéncia: ctMFI= ([MFI ao-MFI controle negativo] /MFI controle negativo). NOS controles
positivos, foram utilizados DNA ou RNA de organismos de referéncia ou amostras previamente
diagnosticadas (TANIUCHI et al., 2013). Os controles negativos eram agua livre de nuclease. Os
dois controles, positivo e negativo, foram incluidos em todos os experimentos. Para que 0 ensaio
fosse valido, os controles positivos e negativos tiveram que produzir, respectivamente, altos e
baixos sinais, respectivamente, sendo o limite de cMFI para indicacdo de positividade
estabelecido em >3 (TANIUCHI et al., 2013). No projeto RECODISA foram identificadas 650
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criancas diagnosticadas com EAEC, contudo apds analises de triagem para prosseguir com a
pesquisa foram utilizadas as 232 criancas que apresentavam ambos 0s genes de diagnéstico

(LIMA et al. Manuscrito em submisséo).

4.6 Avaliacéo dos dados clinicos da populacéo infantil

Informacgdes sobre as manifestacfes clinicas da doenca diarreica foram coletadas
durante a aplicacdo do questionario, o que inclui os seguintes sintomas e sinais:

e Febre confirmada pela medicéo de temperatura >37,8 °C;

e Sintomas respiratorios que incluiam dor de garganta, secrecdo nasal, espirros ou tosse;

e A desidratacdo foi caracterizada como irritabilidade, aumento da sede, olhos encovados,
reducdo da elasticidade e turgor da pele, letargia, apatia, diminuicdo da diurese e
dificuldade da interacdo da mée com a crianga;

e VOmito e dor abdominal,

e Tempo de duracdo da diarreia e nUmero de evacuacdes.

Ainda no contexto cientifico, as variaveis clinicas foram convertidas em escores que
refletem a gravidade do desfecho da doenca de acordo com Lee et al. (2016) (TABELA 6).

Tabela 6 — Sistema de escores para avaliagdo da gravidade da doenca

Manifestacdes clinicas da diarreia

NuUmero de NUmero de

Pontuagéo di N Grau de
lias d_e evacuagoes em desidratacio Febre
diarreia 24 horas
1 9.4 <5 i ReportaNdo pela
mée
2 5-7 5-7 Moderada -
3 >8 >7 Severa Temperatura

confirmada>37,8°C

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2016).

4.7 Avaliacéo do estado nutricional infantil

A avaliacdo da antropometria € um importante parametro de diagndstico nutricional

individual ou coletivo da populacdo infantil (OMS, 2017b). A classificagdo do estado nutricional
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foi indicada pelos indices peso-por-idade (weight for age — WAZ), peso-por-estatura (weight for
height — WHZ), estatura-por-idade (height for age— HAZ), e indice de massa corporal (IMC)-por-
idade (Body mass index -for-age — BAZ) calculados pelo software Anthro (OMS, 2011), a partir
da converséo dos valores de idade, peso e altura, expressos em escores-z para avaliar o padrdo de
crescimento infantil (TABELA 7).

Tabela 7 — Classificacdo do estado nutricional de criancas menores de cinco anos de idade

para os determinados indices antropométricos

Valores criticos de Indices antropométricos
escores-z WAZ' WHZ* HAZ’ BAZ*
<-3 Muito baixo peso Desnutricao Muito baixa Desnutricéo
para a idade acentuada estatura para a acentuada
(Severely wasted”) idade (Severely wasted)

(Severely stunted®)

>-3e<-2 Baixo peso para a Desnutricdo Baixa estatura para Desnutricao
idade (Wasted) a idade (Wasted)
(Stunted)
>-2e<-1
Peso adequado Eutrofia Eutrofia
>-le<+] para a idade
Estatura adequada
>+le<+2 Risco de sobrepeso para a idade Risco de sobrepeso
>+2e<+3 Peso elevado para Sobrepeso Sobrepeso
idade
>+3 Obesidade Obesidade

Fonte: Adaptado de BRASIL (2011) e OMS (2017b). Legenda: os indices de escores-z estudados foram peso-por-
idade (weight for age — WAZ"), peso-por-altura (weight for height — WHZ?), estatura-por-idade (height for age —
HAZ?), e indice de massa corporal (IMC)-por-idade (Body mass index -for-age — BAZ*) calculados pelo software
Anthro 2007 a partir da conversdo dos dados de idade, peso, altura e indice de massa corporal. De acordo com a
OMS (2017) — Wasting® é a deficiéncia no crescimento infantil como resultado da rapida recente perda de peso ou da
falha em ganhar peso (desnutricdo aguda), pode ser medido pelos indices de peso-por-altura e de massa corporal
(IMC)-por-idade escores-z (WHZ e BAZ). Stunting® é a falha no desenvolvimento do crescimento infantil que ocorre
em um lento processo acumulativo, resultante de nutricdo inadequada e / ou infecgdes repetidas (desnutrigdo cronica)
0 que pode ser irreversivel, € mensurado pelo indice de altura por idade escore-z (HAZ).

O software Anthro é disponivel gratuitamente no site Organizacdo Mundial de Saude
(2011), possibilitando o célculo do escore-z que representa a diferenca do valor aferido individual
em relacdo ao valor de referéncia da populacdo especifica, normalizada pelo desvio-padrdo da

populacédo de referéncia como visto na Figura 6.
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Figura 6 — Férmula do calculo do escore-z para avaliar o estado nutricional da populacéo
infantil

Escore-z = {val - mediana de referénci
Desvio-padrio da populagio de referéncia

Fonte: BRASIL (2011) e OMS (2011).

4.8 Dosagem de mieoloperoxidase fecal

A mieloperoxidase ¢ um importante biomarcador, o qual indica de forma indireta os
niveis neutrofilicos fecais. Essa técnica esta sendo utilizada em diversos estudos clinicos e em
animais com a finalidade de avaliacdo do processo inflamatério (BARTELT et al., 2017, BOLL
et al., 2017, HAVT et al., 2017; PRATA et al., 2016). Do total das 650 criangas identificadas
com EAEC, foram testadas 231 amostras: 172 casos e 177 controles.

Resumidamente, as amostras fecais foram descongeladas, em temperatura ambiental,
e diluidas na proporcdo de 1:7, em tampdo inibidor de protease (RIPA). Em seguida, foram
homogeneizadas e centrifugadas, sendo o sobrenadante utilizado para dosar mieloperoxidase
fecal. Para ensaio, foi utilizado o teste imunoenzimatico do kit comercial R&D systems, Inc.
(Minneapolis, MN), de acordo com o manual do fabricante. As leituras das medidas de absorgéo
foi realizada pelo Epoch plate reader, Bio-tek Instruments, Inc. (Winooski, VT).

4.9 Pesquisa de genes codificadores de fatores de viruléncia

O presente estudo realizou a pesquisa de 27 genes relacionados a codificacdo de
fatores de viruléncia (GRVs) na subpopulacdo de amostras identificadas com os dois alvos de
diagndstico da EAEC (codificador da ilha de ativagdo do regulador transcricional- aaiC e
transportador de proteina anti-agregacdo -aatA), com o intuito de avaliar a influéncia do GRVs
com o fendtipo da doenca.

A sequéncia dos iniciadores (primers), tamanho de produtos, temperatura de
anelamento (°C) e concentragdo dos primers (pmol/uL) dos seguintes genes relacionados a
codificacdo de fatores de viruléncia, tais como: adesdo (aggA, aafA, aafC, agg3A, agg3/4C,

aggdA, aggbA, aap e air), citotoxinas (sat, pet, sigA, espC e espP), enterotoxinas (astA),
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imunomoduladores (pic, tsh, vat, sepA, eatA, espL eshiA) e reguladores (aggR, aar, eilA e orf3),
transferase (capU) estdo dispostos nas Tabelas 8, 9 e 10.

Os painéis de PCR-multiplex, 1 a 5 foram descritos em prévio estudo de Boinsen et
al. (2012). Além disso, o painel de PCR-multiplex 6 e o uniplex (espP) foram desenvolvidos por
nosso grupo, no qual os iniciadores de DNA aqui utilizados foram desenhados com base nas
sequéncias de DNA dos genes investigados descritos, obtidas no sitio eletrénico do National

Center for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a

ferramenta OligoPerfect™ Designer (Thermo Fischer Scientific) e, entfio, sintetizados pela
Invitrogen (Sao Paulo, Brasil).

Todas as reacGes de amplificacdo de DNA citadas foram realizadas com a enzima
Master Mix PCR Multiplex Platinum® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), com o
seguinte protocolo: (1) 2 minutos de desnaturacdo inicial a 95°C, (2) com 40 ciclos de 30
segundos de desnaturacgdo a 95°C e90 segundos de anelamento com a temperatura adequada para
cada painel de reacdo e 60 segundos de extensdo 72°C e (3) extensdo final de 10 minutos por 72
°C, utilizando equipamento MyCyclerTM thermal cycler (BioRad Laboratories, Hercules, CA).

A separacdo dos produtos foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose
2% e marcada com corante de brometo de etidio (0,5pg/ mL) por aproximadamente 15 min. Apds
a corrida eletroforética os produtos de DNA foram visualizados e fotografados no
transiluminador (ChemiDoc XRS, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Em cada ensaio, cepas padrbes de E. coli foram utilizadas como controle positivo
para a detecgdo dos alvos geneticos: EAEC JM221 (identificacdo dos genes aggA e sat), EAEC
042 (genes aggR, aap, ORF3, pic, pet, astA, aafA, aafC, air, capU e eilA), EAEC 55989 (genes
agg3A e agg3/4C), EAEC H223-1 (gene sigA), EAEC C1010-00 (genes agg4A, agg3/4C, sat e
sepA) (BOISEN et al., 2012), EPEC €234/69 (genes espC, espL e espP), APEC 212A (genes vat
e tsh) e ETEC H10407 (gene eatA) e agg5A foi identificado entre as amostras.

Para a obtencdo do DNA dos controles positivos de cada reacdo, as cepas de E. coli
foram semeadas em agar MacConkey e incubadas a 37°C por 24 horas, em estufa bacteriologica,
seguida da extracdo de DNA das cepas, pelo método de ebulicdo em solucéo de Triton-X a 0,5%,
de acordo como descrito em Houpt et al. (2014). Enquanto a agua livre de nuclease foi
empregada como controle negativo em todas as reagdes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 8 — Descricdo dos iniciadores de genes de viruléncia utilizados nos protocolos de
reacdes multiplas de polimerase em cadeia 1 e 2, indicando a sequéncia, 0 nimero de acesso

do GenBank e tamanho dos produtos obtidos

Temperatura de

Descricéo dos genes alvos Produto anelamento/
(NUumero de acesso do Sequéncia dos primers (5’—>3°) (bp) concentracdo do
GenBank) P primer (°C,

pmol/pL)

Multiplex 1

astA — toxina termoestavel A ATGCCATCAACACAGTATATGCGAGT 110 57/10

da EAEC, EAST1 (L11241) GACGGCTTTGTAGT

pet — toxina codificada por GGCACAGAATAAAGGGGTGT 302 57/10
plasmideo (AF056581) TTCCTCTTGTTTCCACGACATAC

sigA — protease homdloga da
Shigella IgA-like
(NC_004337)

CCGACTTCTCACTTTCTCCCG 430 57/10
CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG

pic— proteina envolvida em ACTGGATCTTAAGGCTCAGGA 572 57/10
colonizacdo (AF097644) TGACTTAATGTCACTGTTCAGCG
sat— toxina
autotransportadora secretada TCAGAAGCTCAGCGAATCAT 932 57120
(AE014075) TGCCATTATCACCAGTAAAACGCACC
Multiplex 2
orf3 — codifica proteina CAGCAACCATCGCATTTCTA 121 57/10.
criptica (FN554767.1) CGCATCTTTCAATACCTCCA
ntia ?:‘pa;i\ﬁ’;"tgg‘aersma GGACCCGTCCCAATGTATAA 250 57/10
gregaliva, Lisp CCATTCGGTTAGAGCACGAT
(Z32523)
agg3A- subunidade da CCAGTTATTACAGGGTAACA 370 57/20
fimbria AAF/IN* AGGAATTGGTCTGGAATAACAACTT
(AF411067) GAACG
sepA — protease extracelular GCAGTGGAAATATGATGCGGC 794 57/20

da Shigella (248219) TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG

Fonte: Boisen et al. (2012). Legenda: * Os primers AAF/IIl foram desenhados para a amplificar a regido
codificadora da area usher da proteina da fimbria.



56

Tabela 9 — Descricdo dos iniciadores de genes de viruléncia utilizados nos protocolos de

reacdo de polimerase em cadeia multipla 3 e 4, indicando a sequéncia, 0 nimero de acesso

do GenBank e tamanho dos produtos obtidos

Descricao dos genes

Temperatura de
anelamento /

alvos (NUmero de acesso Sequéncia dos primers (5°—3) Pr(c;)dt);to concentracédo do
do GenBank) P primer (°C,
pmol/uL)
Multiplex 3
Se;'l’r*n ;nZ?E?LONQESTYIQGdf) AGGTCTGGAGCGCGAGTGTT 130 57/20
' GTAAAACGGTATCCACGACC
aa‘;’?;q;ﬂg”:ﬁ?ﬁ dd CTACTTTATTATCAAGTGGAGCCGCTA 289 57/10
(AF012835) GGAGAGGCCAGAGTGAATCCTG
* _
ui?g:égistmﬁgf;’a TTCTCAGTTAACTGGACACGCAATTTA 57/20
AAF/I-IV (AF411067 ATTGGTTACGCAATCGCAATTCTGACC 409
AB255435, EU637023) AAATGTTTACCTTCAYTATG
aafty Lsnen, Lnidade ACAGCCTGCGGTCAAAAGCG 57110
(AF114828) CTTACGGGTACGAGTTTTACGG 491
Multiplex 4
aar— (chamada antes de
orf61) - regulador AGCTCTGGAAACTGGCCTCT 108 57/10
negativo do aggR AACCGTCCTGATTTCTGCTT
(FN554767.1)
aggA- subunidade da
fimbria AAF/I (Y18149, TCTATCTRGGGGGGCTAACGCTACCTG 220 57120 .
AY344586) TTCCCCATAACCAGACC
cap) _ homaloga a CAGGCTGTTGCTCAAATGAA 205 57/10
(AF134403) GTTCGACATCCTTCCTGCTC
air — proteina repetida da
imunoglobulina TTATCCTGGTCTGTCTCAAT 600 57/10
enteroagregativa GGTTAAATCGCTGGTTTCTT

(FN554766.1)

Fonte: Boisen et al. (2012). Legenda: * Para amplificagcdo do agg3/4C foram utilizados dois primer sensos e um

antisenso.
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Tabela 10 — Descricdo dos iniciadores de genes de viruléncia utilizados nos protocolos de

reacdo de polimerase em cadeia multipla 5 e 6, indicando a sequéncia, 0 nimero de acesso

do GenBank e tamanho dos produtos obtidos.

Descricdo dos genes alvos

Temperatura de

(NUmero de acesso do Sequéncia dos primers (5°—3’) Pr(%cé)t;to c Oirl?:{p :ggtg 30 Referéncia
GenBank) primer (°C, pmol/pL)
Multiplex 5
agg4A— subunidade da fimbria TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGA 169 57/10 50252%“1% al.
AAF/1V (EU637023) CACCATAAGCCGCCAAATAAGC
shiA — supressor inflamat6rio CAGAATGCCCCGCGTAAGGC 57/10 Boisen et al.
shiA-like (ECB_03517) CACTGAAGGCTCSCTCATGATCGCC 292 (2012)
aggR- reglz'za‘fg;s”la)“sc”c'ona' GCAATCAGATTAARCAGCGATACA .. 57/10 . Bo'(szeonlg; al.
CATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG
Multiplex 6
eatA- proteina
autotransportadora de E. coli CTGAATCAACGCCCTGATGA 137 61/10
enterotoxigénica CCGCCTCTATATCCCCATGA Este estudo
(AY163491.2)
tsh—hemaglutinina sensivel a GGGAGAATTTGTCGGTACGC 286 61/10
temperatura (JX466850.1) CAGATATGCGCCAGCCACT Este estudo
agg5A- subunidade da fimbria CATTGCGAGTCTGGTATTCAGC 420 61/10
AAF/V (KP202151.1) GTTTGTGCGGGAGTTCCTTT Este estudo
espC— codificador da CCGGATGACGAATGGAGATT 650 61/10
enterotoxina EspC (U69128.1) TGAGACCACCAGAGCCAATG Este estudo
Secretorade proease. CCACCTTCAGAGGARAGACAGC g, 6110
(FM180568.1) ATGCCGCTTGATACCCTTTC Este estudo
vat— toxina autotransportadora GGGAGAACAGGACGTTCAGC
de vacuolizante (AY151282.1) GTGCGCTGACCAGTGGAATA 1100 61/10 Este estudo
Uniplex
espP— serina protease TGTTGTTGAGACCCGAGGTG 471 61/2
extracelular (NC_002128.1) GCCCCTGACATATCCACGTT Este estudo

Legenda: *Os primers 1V foram desenhados para a amplificar a regido codificadora da area usher da proteina da fimbria.
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4.10 Fluxograma da populacéo e amostras utilizadas no estudo

A Figura 7 mostra o resumo do fluxograma da populacdo das criangas e amostras
utilizadas. Do estudo original, do qual participaram 1.191 criancas, 650 amostras foram
identificadas como EAEC (LIMA et al. Manuscrito em submissdo). Na busca de avaliacdo do

screening de fatores vinculados a diarreia ou sua auséncia, 232 foram analisadas para 0s GRVS,
inflamacdo e coinfecgéo.

Figura 7 —Fluxograma da populacéo e das amostras utilizadas.

Obtencio do TCLE
Obtencio dos dados antropométricos
Aplicagiio do questionirio
N=1200 criangas

2 grupos — N= 1191 criangas

N=591 crianc¢as

com manifesta¢io
diarreica
(casos)

N= 600 criangas
assitomaticas
(controles)

Identificagio da EAEC pela plataforma Luminex XMAP
N=650 criangas - EAEC com aaiC (cromossémico) e/ou aatA (plasmidial)

O <

Analises da varidveis no estudo caso-controle
e comparacio entre os genes de diagnostico

N= 232 criancas - EAEC
amostras com ambos os genes
aaiC (cromossomico) e aatA
(plasmidial)

N=127 crian¢as
com manifestacio
diarreica
(Casos)

N=105 criangas
assintomaticas
(Controles)

Anilises de MPO fecal, 27 genes de viruléncia e de
coinfecgiio com outros enteropatégneos

Fonte: proprio autor. Legenda: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, Escherichia coli
enteroagregativa — EAEC e mieloperoxidase — MPO.
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4.11 Analise estatistica dos dados

As anélises dos dados foram realizadas pelo uso do programa estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 21 (Chicago, US). Para avaliar as associacfes
entre as variaveis do estudo transversal, foram realizadas analises do tipo caso-controle
relacionando a identificacdo dos genes de viruléncia com a presenca (casos) e a auséncia
(controles) de diarreia, juntamente com manifestacdes clinicas, em modelo de analises bivariadas
calculados pelo o teste exato do Qui-quadrado (X?) ou Fisher, bem como medidas de forca de
associacdo razdo de chances (odds ratio; OR) e intervalo de confianca (IC) de 95%. Em relagédo
as analises das varidveis continuas (por exemplo, numero de dias de diarreia, nimero de
evacuacgOes por dia, niveis de mieloperoxidase etc), foram utilizados a média e o erro padrao, por
meio dos testes T de Student (variagdo normal do dados) ou Mann-Whitney (ndo apresentam
variacdao normal dos dados).

Para analises de mdltiplas varidveis que poderiam servir como preditores da
viruléncia e da copatogénese atrelados ao desenvolvimento da presenca ou da auséncia das
manifestagdes clinicas (por exemplo, diarreia, febre, desidratacdo etc.), tais dados foram
transformados em valores binarios que foram aplicados a técnica de regressdo logistica
multivariada utilizado o programa Classification and Regression Trees (CART software,
versao7.0; Salford Systems, San Diego, CA).

Para o fator combinatorio entre os gene de viruléncia, avaliou-se as diferencas dos
GRVs entre a presenca ou auséncia das manifestacBes clinicas (por exemplo, diarreia, febre,
desidratagéo etc.), utilizando o programa Classification and Regression Trees (CART software,
versdao7.0; Salford Systems, San Diego, CA), que realiza a analise multivariada, baseada em
arvores de decisdo, podendo ser usado como uma ferramenta grafica, para demostrar possiveis
eventos (ANDERSON, 2007). P-valores de <0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da frequéncia da Escherichia coli enteroagregativa em criangas com e sem

diarreia residentes no Semiarido brasileiro

Do total de criancas avaliadas originalmente no estudo RECODISA, 650 (54,5%)
foram diagnosticadas com a EAEC, que por sua vez, apresentou correlagdo com 0 processo
diarreico (TABELA 11). Assim, na avaliagdo da frequéncia de EAEC de cada cidade do
Semiarido brasileiro observa-se que Patos, localizado no estado da Paraiba (PB), apresentou o
maior percentual de deteccdo dessa bactéria (97%). Contudo, apenas as cidades de Crato,
localizada no estado do Ceara — CE (49% vs. 34%; P=0,0442; OR= 1,865; 95%IC=1,055-3,298)
e de Ouricuri — no estado de Pernambuco — PE (38% vs. 14,1%; P=0,0002; OR=3,721;
95%IC=1,857-7,455) foram correlacionados aos casos, quando comparado com 0s controles
(TABELA 11).

Tabela 11 — Frequéncia da Escherichia coli enteroagregativa entre as criangas com a presenga

(casos) e a auséncia (controles) de diarreia nas seis cidades do Semiarido brasileiro

Presenca de Auséncia de
Cidad N° T?&f})lt tal Diarreia Diarreia P OR 95%IC
\dades poio %) ota N° pos/N°total ~ N°pos/N°total  value* 0
(%) (%)

Crato (CE) 83/200 (41,5) 49/100 (49) 34/100 (34) 0,0442* 1,865 1,055 - 3,298
Ouricuri (PE) 52/199 (26,1) 38/100 (38) 14/99 (14,1) 0,0002* 3,721 1,857 -7,455
Cajazeiras (PB) 68/200 (34) 38/100 (38) 30/100 (30) 0,2961 1,430 0,7941-2,576

Picos (PI) 92/200 (46) 43/94 (44,3) 49/103 (47,6) 0,6722 0,8776 10,5028 - 1,532
Sousa (PB) 161/192 (83,9) 83/94 (88,3) 78/98 (79,6) 0,1185 1,935 0,8709 - 4,298
Patos (PB) 194/200 (97) 99/100 (99) 95/100 (95) 0,211 5,211 0,5973 - 45,45

Total 650/1191 (54,6)  350/591 (59,2) 300/600 (50) 0,0017* 1452  1,155-1,826

Fonte: Préprio autor. Legenda: "CE — Ceara, > PE — Pernambuco, ° PI — Piaui, “PB — Paraiba. Associacdes significantes
(P<0.05*) de EAEC entre os grupos casos e controles realizados em cada localidade do estudo, apés os teste Chi-squared,
Fisher’s exact e odds ratio (OR), estdo marcados em negritos.

Para selecionar as amostras identificadas com a EAEC que seriam utilizadas nas
analises de perfil de genes de viruléncia (GRVS) e das coinfec¢des, foram realizadas avaliagdes
combinatdrias dos dois marcadores genéticos de diagndstico: (1) apenas o gene cromossomal —
aaiC, (2) apenas o gene plasmidial — aatA, (3) ambos os genes e (4) os genes aaiC e/ou aatA
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(TABELA 12). Entre essas combinac@es ndo se observaram diferencas significativas associadas
a gravidade da doenca e a inflamacdo (TABELA 12). Portanto, uma amostragem representativa
de 232 criangas diagnosticadas com EAEC na presenca simultdnea de ambos os genes foram
escolhidas para a continuidade do estudo.

Tabela 12 — Avaliacdo da combinacdo dos alvos genéticos de diagndstico molecular da
Escherichia coli enteroagregativa no impacto nos determinantes inflamatorios e na

gravidade das doencas diarreicas

Alvos genéticos

Aspectos da doencga Os dois genes

Positivo somente  Positivo somente Positivo para

diarreica para o gene aaiC'  para o gene aatA? snmlljol:zgeerz]itr:sente 0s genes
N=376 N=42 N=232 N=650
Prese?ﬁi‘ r(‘;; casos 198 (52,6) 25 (59.5) 127 (54,7) 350 (53,8)
Gravidade da
3 7 -

doe”‘éap(l\'\jl'%d'a * 451501720  3,880+03844 485702230 4,593+ 0,1299
Mieloperoxidase

Fecal (Média + 12377+£1945 10591+ 4613 11117+2267 1186911432

E.P.M; ng/mL)

Fonte: Prdprio autor. Legenda: 1 — codificador da ilha de ativagdo do regulador transcricional (aaiC); 2 —
transportador de proteina de anti-agregacdo (aatA); 3 — A gravidade da doenca foi avaliada de acordo com a
adaptacdo dos escores do projeto MAL-ED; 4 — Erro padrdo da média (E.P.M).

5.2 Detalnamento da populacéo infantil, com foco nas criancas diagnosticadas com a
Escherichia coli enteroagregativa, quanto aos dados: demogréaficos, socioecondmicos,

ambientais, clinicos e nutricionais

Caracteristicas da populacdo infantil e materna do estudo estdo dispostas na Tabela
13. A faixa etéria infantil apresentava uma média de idade de 16,7 meses (variando de 2,2 a 35,7
meses). Com os casos, foram associados as criancas com a idade igual ou abaixo a 6 meses
(primeira infancia) que estavam em amamentacdo (22% vs. 1%; P=0,0001; OR=21,79;
1C95%=2,883 — 164,7) e, com mdes incluidas na faixa de idade de 14 a 25 anos (59,1% vs.
43,8%; P= 0,0249; 95%I1C=1,096 — 3,122). Alem disso, das 31 criangas que se encontravam na
primeira infancia, apenas 29% (9/31) estavam em aleitamento materno exclusivo e, entre os

casos, 53,9% (14/26) relataram amamentacdo ndo-exclusiva, quer dizer, com introducdo de
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outros alimentos, inclusive industrializados, além de agua, em adi¢do ao aleitamento materno.

Quanto aos controles, houve uma significante associacdo com as criancas que apresentavam

idade acima de 24 meses, das quais 33,3% (12/36) ja se encontravam em aleitamento n&o-
exclusivo (2,4% vs. 11,4%; P=0,0065; OR=0,1875; 95%IC=0,0514 — 0,683).

Tabela 13 — Caracteristicas da populacédo infantil estudada, incluindo sexo, idade, estado de

amamentacdo e informacBGes maternais relacionadas com a presenca (casos) e a auséncia

(controles) de diarreia em infeccéo pela Escherichia coli enteroagregativa

Total Presengcade  Auséncia de
Coractersticds  N=232 Diarrela  Diarrela 5 jjuex  OR 95%IC
da populacéo (NC, %) N=127 N=105
' (N°, %) (N°, %)
Dados da populagéo infantil
Sexo
Masculino 132 (56,9) 73 (57,5) 59 (56,2) 0,8943 1,054 0,6253 — 1,776
Feminino 100 (43,1) 54 (42,5) 46 (43,8)
Idade (meses)
0-6 31(13,4) 26 (20,5) 5 (4,8) 0,0004* 5,149 1,901 — 13,95
6.1-12 60 (25,9) 28 (22) 32 (30,5) 0,1754 0,6452 0,3574 — 1,165
12.1-24 78 (33,6) 46 (36,2) 32 (30,5) 0,4031 1,296 0,7466 — 2,248
> 24 63 (27,2) 27 (21,3) 36 (34,6) 0,0374* 0,5175 0,2881 — 0,929
Aleitamento materno® (por idade - meses)
0-6 23(9,9) 22 (17,3) 1(1) <0,0001* 21,79 2,883 — 164,7
6.1-12 39 (16,8) 21 (16,5) 18 (17,1) 1,000 0,9575 0,48 -191
121-24 36 (15,5) 24 (18,9) 12 (11,4) 0,14561 1,806 0,855 - 3,814
> 24 15 (6,5) 3(2,4) 12 (11,4) 0,0065* 0,1875 0,0514 - 0,683
Total 113 (48,7) 70 (55,1) 43 (41)
Dados da mée
Anos de escolaridade materna
0 8(3,4) 5(3,9) 3(2,9) 0,7319 1,393 0,325 -5,974
1-5 105 (45,3) 55 (43,3) 50 (47,6) 0,5962 0,8403 0,499 - 1,413
51-9 111 (47,8) 63 (49,6) 48 (45,7) 0,5984 1,169 0,696 -1,963
>9.1 8(3,4) 4(3,1) 4 (3,8) 1,000 0,8211 0,2-3,367
Idade materna (anos)
>14 <25 121 (52,2) 75 (59,1) 46 (43,8) .
> 25 111 (478)  52(40.9) 59 (56,2) 0,0249 1850 10963122

Fonte: Prdprio autor. Legenda:1- Estratificacdo por idade (meses) em criancas que estdo em aleitamento materno
exclusivo e ndo-exclusivo; Associagdes significantes entre os casos e controles apos o teste Qui-Quadrado, teste

exato de Fisher e odds ratio (OR) *P<0.05 estdo marcados em negrito.

As informac@es das condi¢es socioeconémicas e higiénico-sanitarias da populacdo

infantil estudada estdo sumarizadas na Tabela 14 que evidencia a correlacdo das criangas com
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infeccdo assintomatica e a origem de outras fontes de agua para beber (P=0,0121), referente ao

uso de agua de acude ou rio, carro pipa, cisterna, cacimba, entre outros.

Tabela 14 - Caracteristicas da condicBes socioeconémicas e higiénico-sanitarias da
populacéo infantil estudada entre criangas com a presenca (casos) e a auséncia (controles)
de diarreia diagnosticadas com a Escherichia coli enteroagregativa do Semiarido

brasileiro, Nordeste.

_Condigdes Total Presencade  Auséncia de
socioeconomicase 1018 Diarreia Diarreia P OR 959%IC
higiénico - N= 232 N=127 i value*
sanitarias - N=105
Renda familiar (em salarios minimos - R$) (N°, %)
<500 60 (25,9) 33 (26) 27 (25,7) 1,000 1,014 0,561 — 1,831
>500 < 1000 121 (52,2) 66 (52) 55 (52,4) 1,000 0,983 0,586— 1,651
>1000 <1500 41 (17,7) 22 (17,3) 19 (18,1) 1,000 0,948 0,481 — 1,866
>1251 9(3,9) 6 (4,7) 3(2,9) 0,5174 1,686 0,411 - 6,913

Nao respondeu 1(0,4) 0 1(2)

NGmero de comodos (Média +E.P.M?)

480+0,113 4,68 +0,147 4,95+0,175 0,5339 - -

Numero de residentes (Média £E.P.M)

447+0,102 4,41+0,143 4,54 + 0,146 0,2825 - -

Variaveis de Higiene e Sanitario (N°, %)

Fossa 167 (72) 89 (70,1) 78 (74,3) 0,5573 0,8107 0,454 — 1,447
Sem;';ftg‘a de 14 (6) 9(7,1) 5 (4,8) 0,5835 1,525 0,495 — 4,701
Esgoto publico 51 (22) 29 (22,8) 22 (21) 0,7527 1,116 0,596 — 2,089

Sanitario dentro de casa (N°, %)
Sim 213 (91,8) 116 (91,3) 97 (92,4) 0,8146 0,869 0,336 2.249
Nao 59 (25,4) 11 (8,7) 8 (7,6)
Agua Corrente no Banheiro (N°, %)
Sim 137 (59,1) 72 (56,7) 65 (61,9) 0,5026 0.805 0,475- 1.366
Nao 95 (40,9) 55 (43,3) 40 (38,1)
Origem da agua (N°, %)
Agua encanada 218 (94) 121 (95,3) 97 (92,4) 0,05178 0,0977 0,058 -1,231
Poco profundo 4(1,7) 3(2,4) 1(1) 1,000 1,362 0,14 - 13,26
Outra fontes® 10 (4,3) 3(24) 7(6,7) 0,0121* 0,1834 0,0465 — 0,724

Fonte: Proprio autor. Legenda: Associages significantes apds o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds
ratio (OR) *P<0.05 estdo marcados em negritos. 1 — No periodo do estudo o salario minimo era referente a 500
reais; 2 — EPM: Erro da média padrdo. 3 —A origem de outras fontes de dgua para beber é referente ao uso de agua
de acude ou rio, carro pipa, cisterna, cacimba, entre outros.

Considerando as andlises de antropometria infantil (TABELA 15), 0s casos

apresentaram menores médias significantes relativas a idade ([Média + EPM]; 15,4 + 0,842 vs.
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18,24 + 0,907; P=0,0187) e a altura (75,24 + 0,957 vs. 78,6 = 0,925; P=0,0271) em comparacao
aos controles. Embora, na conversdo de normalizacao dos valores antropomeétricos em indices de
escores-z, um menor valor do indice de peso-por-altura (WHZ) foi correlacionado
estatisticamente aos controles (0,8978 + 0,128 vs. 0,5508 + 0,147; P=0,0331).

Alem disso, as medias gerais da populacéo infantil referentes aos indices de escores-z
ndo indicaram desnutricdo ou obesidade, visto que apenas 3,5% das criancas apresentavam
desnutricdo (WHZ <-2 escores-z), e 16,4% exibiam evidéncias de sobrepeso ou obesidade,

representado pelo aumento do indice de massa corpérea-por-idade (BAZ>2).

Tabela 15 — Caracteristicas dos dados antropométricos na populacdo infantil estudada
entre criangas com a presenca (casos) e a auséncia (controles) de diarreia na infeccao pela
Escherichia coli enteroagregativa na populacao infantil do Semiarido brasileiro, Nordeste.

Dados Total Presenga de Diarreia  Auséncia de Diarreia
. N= 232 N=127 N=105 P value*
ANLropomeELricos  \144ia + EPM) (Média + EPM) (Média + EPM)
Idade (meses) 16,69 + 0,623 15,4 +0,842 18,24 + 0,907 0,0187*
Altura(cm) 76,76 + 0,678 75,24 + 0,957 78,6 + 0,925 0,0271*
Peso(kg) 10,43 +0,166 10,2 +0,231 10,71 + 0,236 0,1053
Circunferénciada g 49 4 515 45,92 + 0,306 46,77 + 0,284 0,1015
cabeca (cm)
WHZ! 0,7393 + 0,097 0,8978 + 0,128 0,5508 + 0,147 0,0331*
HAZ? -0,6515 + 0,106 -0,6998 + 0,149 -0,593 + 0,15 0,4558
WAZ? 0,1829 + 0,084 0,2617 + 0,106 -0,0882 +0,133 0,3974
BAZ* 0,8101 + 0,102 0,9645 + 0,141 0,6249 + 0,145 0,0778
HCZ® 0,3884 + 0,092 0,41 +0,127 0,3624 +0,133 0,9063

Fonte: Proprio autor. Legenda: EPM - Erro padrdo da média. Os escores-z peso-por-altura (WHZ), altura-por-idade
(HAZ)?, peso-por-idade (WAZ)*?, IMC-por-idade (BAZ)* e circunferéncia da cabeca (HCZ)®. Associacdes
significantes de EAEC entre 0s grupos casos e controles apds os testes T ou Mann-Whitney, *P<0.05 estdo marcados
em negritos.

A respeito dos aspectos clinicos da diarreia aguda desenvolvidos na populacéo
infantil estudada estdo dispostos na Tabela 16. Entre os principais sintomas que foram relatados
estdo a desidratacdo (47,2%), a febre (40,9%) e o vomito (36,2%). A média total dos escores de
gravidade da doenca foi de 4,5, variado de 1 a 10. Em relacéo ao processo inflamatdrio pode ser
visualizado na Figura 8, onde se mostra 0 aumento significativo inflamatorio nos casos
(P<0,0001) em comparagéo aos controles, indicado pela quantificacdo de mieloperoxidase fecal
(MPO).
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Tabela 16 — Frequéncia dos parametros clinicos e aspectos comportamentais relatados da
populacdo de criancas com manifestacdo diarreica (casos) durante a infeccdo pela
Escherichia coli enteroagregativa na regido do Semiarido brasileiro, Nordeste.

Presenca de Diarreia Variagéo (min.-

Dados clinicos Média + E.P.M

N=127 (%) max.; mediana)
Sinais
Dias de duracdo de diarreia - 4,429 +0,123 4-8: 4
NUmero de evacuacOes por dia - 4,587 + 0,071 4-7; 4
Evento de dlarijeigsnos altimos 14 125 (98,4) i )
Muco nas fezes 4(3,1) - -
Sangue nas fezes 0 - -
Sintomas - -
Desidratacdo 60 (47,2) - -
Febre (>37.3 °C) 52 (40,9) 37,7 +£0,062 37,2-39,2; 37,6
Vomitos 46 (36,2) - -
Dor abdominal 12 (9,4) - -
Sintomas respiratorios 20 (15,7) - -
Aspectos Comportamentais - -
Agitacao 51 (40,2) - -
Fraqueza 30 (23,6) - -

Fonte: Proprio autor. Legenda: E.P.M - Erro padrdo da média; min.: minimo; max.: maximo.

Figura 8 — Avaliacdo do processo inflamatdrio por meio da quantificacdo mieloperoxidase
fecal entre as criangcas com a presenca (casos) e a auséncia (controles) de diarreia em
infeccdo pela Escherichia coli enteroagregativa na populacdo infantil do Semiarido

brasileiro, Nordeste.
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Fonte: Proprio autor. Legenda: MPO-mieloperoxidase fecal. *P<0,0001(****) mostra diferencas significativas nas
analises com Mann-Whitney ap0s a identificacdo da ndo normalidade dos dados.
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5.3 Desenvolvimento de iniciadores para a identificacdo de genes relacionados a viruléncia
da Escherichia coli enteroagregativa, mediante reacdes multiplas em cadeia da polimerase

Além dos 20 iniciadores que compdem as cinco reagdes PCR multiplas para a
pesquisa de genes relacionados a viruléncia (GRVs) da EAEC ja em estudo pelo nosso grupo de
pesquisa. Foram desenvolvidos novos iniciadores para os testes de identificacdo de GRVs que
foram testados previamente com seus respectivos controles positivos, mostrando especificidade,
com fragmentos de DNA, formando bandas nitidas que contemplaram duas rea¢fes de PCR, uma
multipla e uma convencional, como podem ser visualizadas na Figura 9. As sequéncias dos

iniciadores e protocolo das reacGes dos ensaios desenvolvidos estdo descritos no item 4.10.

Figura 9 — Fotodocumentacéo de gel de agarose com os produtos de PCR representativa do
teste de validacéo dos iniciadores com seus respectivos controles positivos

A) B)

MM  CRT+
L

MM CRT+

vat - 1100 pb
espl - 854 pb

espC - 650 pb
espP -471pb

agg5A - 420 pb

tsh - 286 pb

eatA - 137 pb

Fonte: Préprio autor. Legenda: MM - Marcador Molecular 100pb; CTR+ - Controle positivo; vat - toxina
autotransportadora de vacuolizante; espL - Escherichia coli secretora de protease; espC - codificador da enterotoxina
EspC; aggbA - subunidade da fimbria AAF/V; tsh - hemaglutinina sensivel atemperatura; eatA- proteina
autotransportadora de E. coli enterotoxigénica; espP - serina protease extracelular.
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5.4 Analise da distribuicdo dos genes relacionados a codificacdo de fatores de viruléncia
(GRVs) relacionados a gravidade da infeccdo pela Escherichia coli enteroagregativa

diagnosticada em amostras fecais de criancas com e sem diarreia no Semiarido brasileiro

5.4.1 Frequéncia dos GRVs e suas combinagdes em relacdo as criangas com a presenca e

auséncia de diarreia

As andlises individuais e multivariadas dos 27 GRVs entre casos e controles estéo
sumarizadas na Tabela 17. O perfil geral da deteccdo dos GRVs obtido mostrou o CapU, um
homologo da hexosiltransferase, como o gene de maior prevaléncia 89,7% (208/232) nas
amostras.

Em relacdo as categorias dos genes estudados, dentre os codificadores fimbrias,
observa-se uma frequéncia de 62,1% (144/232), do gene agg3/4C, portador das variantes de
unidades estruturais AAF/111-1V. O gene codificador de pilin fimbrial de maior frequéncia foi
AAF/V, codificado por aggbA, com 32,3% (75/232), seguido por AAF/I, aggA, com 31%
(72/232), AAF/IV, agg4A, com 26,3% (61/232), AAF/III, aafC com 24,6% (57/232), AAF/II,
aafA, com 22,8% (53/232) e AAF/III, agg3A, com 8,2% (19/232). Ademais, apenas 23 amostras,
isto é, 10% ndo apresentaram nenhum GRVSs fimbrial.

Na classe das SPATES I, que abriga os genes codificadores de proteinas citotdxicas,
0 mais detectado foi a sat (toxina autotransportadora secretada) com um percentual de 58,2%
(135/232), seguido de espC (codificador da enterotoxina EspC), com 42,2% (98/232), pet (toxina
codificada por plasmideo), com 37,9% (88/232), espP (serina protease extracelular), com 28,9%
(67/232) e sigA (protease homdloga da Shigella IgA-like), com 25% (58/232).

Considerando a classe das SPATES Il, que abriga os GRVs com funcédo
imunomoduladoras, a proteina envolvida em colonizacao (pic), com 70,3% (163/232), apresentou
a maior taxa de frequéncia, e a menor foi apresentada pela sepA (protease extracelular da
Shigella), com 36,6% (85/323). Dessa forma, 26 (11,2%) amostras nao apresentaram algum tipo
de SPATE I ou Il.

As analises bivariadas mostraram espC em significante correlagdo com o0s casos
(48,8% vs. 34,3%; P=0,0257; OR=1,828; 95%I1C=1,07-3,11); enquanto agg4A (26,3% vs. 19,7%;
P=0,0119; OR=0,4698; 95%IC=0,26 - 0,85), associou-se ao controles.
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Quando as variaveis foram ajustadas pela analise de regressdo logistica, observam-se
diferencas significativas no agg4A que se mantém relacionados aos controles (P=0,0085;
OR=0,3841; 1C95% =0,18 — 0,78), enquanto, o0 gene pic foi associado aos casos (P=0,0329;
OR=2,3929; I1C95% =1,07 — 5,33).

Ademais, avaliacdes especificas das combinac6es genéticas analisadas pelo programa
de CART analysis, revelaram como Unica associacdo significante: a auséncia do codificador da
fimbria 1V, agg4A, em combinacdo com a presenca de EspC que apresentou relacdo com 0s casos
(P=0,0282; OR=2,054; 95%IC= 1.085 — 3.889), sendo representada na Figura 10.

Figura 10 — Representacdo grafica usando o método de classificacdo de arvore de decisao
(CART analysis) que mostra a combinacéo da presenca ou auséncia dos genes de viruléncia
da Escherichia coli enteroagregativa entre criangcas com a presenca (casos) e auséncia

(controles) da diarreia

| CASD |

Classe N %

CASO 127 547

CONTROLE 105 453
N=232(%

—_—

Presenga de aggdA

| Auséncia de aggdA | |

Classe N %
CASO 162 88,5
CONTROLE 21 115
N= 183

——

....-| Auséncia de espC | Presenca de espC

Classe N %
CASO 50 694

CONTROLE 22 306

N=T2

*P=0,0282

Fonte: Proprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene entre 0s grupos casos e controles é indicada de
acordo com as areas terminais (nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um né terminal definido pela
presenca ou auséncia dos genes de viruléncia em que a analise estatistica foi realizada. Para analise estatistica foi
utilizado o o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que terminaram em
um né terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No desfecho do
algoritmo binario observou-se a associacdo significante da auséncia do gene da subunidade da fimbria AAF/IV
(agg4A), com a presenca do codificador da enterotoxina EspC (espC) com o grupo dos casos (P= 0,0282; OR=2,054;
95%IC= 1.085 -3.889).
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Tabela 17 — Frequéncia dos genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa entre criangas com a presenca (casos) e

auséncia (controles) da diarreia da regido do Semiarido Brasileiro

Analises Bivariadas®

Anélises Multivariadas®

Total Casos Controles
Genes de viruléncia N= 232 N=127 N=105 P value OR (95%IC) P value OR (95%IC)
(%) (%) (%)
Fimbrias
aggA — subunidade da fimbria AAF/I 72(31)  35(27,6) 37(352) 02541 0,699 (0,4-1,22) 05700  0,8018 (0,37 — 1,72)
aafA — subunidade da fimbria AAF/Il 53 (22,8)  32(252)  21(20) 04324 1347(0,72-251) 01221 1,907 (0,84 — 4,32)
aalfC US“”;‘;‘S/"’I“I’G estruturalda 57 o46)  32(252) 25(23,8) 02443  1,078(0,59-196) 05682  0.7948 (0,36 — 1,75)
agg3A — subunidade da fimbria AAF/III 19(8,2)  11(8,7) 8(76) 07732 1150 (0,44-297) 04763  1,4962 (0,45 - 4,53)
agg3/ac - ;’;"A‘E/';'F‘jﬂ'ﬂ?se estrutural 444 62,1)  59(465) 55(524) 03690 0,788 (046-132) 043524  0,7789 (0,41 —1,4)
agg4A — subunidade da fimbria AAF/IV 61 (26,3)  25(19,7)  36(34,3) 0,0119** 0,469 (0,26 -0,85) 0,0085** 0,3841 (0,18 - 0,78)
aggoA - S“*ﬁ;"gf\‘je da fimbria 75(32,3)  39(30,7) 36(343) 05620 0,849 (0,49-1,47) 078327  0,9149 (0,48 —1,72)
Classe das SPATEs |
sat — toxina autotransportadora secretada 135 (58,2) 77 (60,6) 58 (55,2) 0,4072 1,248 (0,74 -2,10)  0,3143  1,4065 (0,72 — 2,73)
pet — toxina codificada por plasmideo 88 (37,9) 48 (37,8) 40 (38,1) 0,9626 0,987 (0,58 -1,68) 0,4416 0,7665 (0,39 — 1,51)
SigA- pr"teaselgf\[‘l“i‘f(':ga da Shigella 58(25)  30(236) 28(267) 05940 0,850 (047-154) 07418  0,8850 (0,42 — 1,83)
espC- codificador da enterotoxina EspC 98 (42,2) 62 (48,8) 36 (34,3) 0,0257* 1,828 (1,07 -3,11) 0,1685 1,5815 (0,82 — 3,03)
espP- serina protease extracelular 67 (28,9) 40 (31,5) 27 (25,7) 0,3334 1,328 (0,75-2,36) 0,8161 1,0896 (0,52 —2,24)
Classe das SPATEs Il
pic — proteina envolvida em colonizacdo 163 (70,3) 92 (72,4) 71 (67,6) 0,6396 1,259 (0,71 -2,21)  0,0329*  2,3929 (1,07 — 5,33)
tsh - her‘;:ﬁ:;‘;'rg'tﬂfasens“’e' a 139 (59.9) 79(62,2) 60(57,1) 04336  1,234(0,73-2,09) 02601 14257 (2,64—0,77)
vat - toxina autoansportadora de 06 (41,4)  51(40,2) 45(429) 06777 0894 (053-151) 07793  0,9158 (0,49 — 1,69)
sepA — protease extracelular da Shigella 85 (36,6) 47 (37) 38 (36,2) 0,8977 1,036 (0,60 -1,77)  0,6891 0,8736 (0,45 - 1,69)
espL. — Escherichia coli secretora de 98(41,8) 60(47,2) 38(36,2) 00898  1,579(0,93-2,68) 0,2922  0,7144 (0,38 -1,33)

protease
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Continuacdo Tabela 17 — Frequéncia dos genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa entre criancas com a

presenca (casos) e auséncia (controles) da diarreia da regido do Semiarido Brasileiro

Anélises Bivariadas * Anélises Multivariadas®
Total Casos Controles
Genes de viruléncia N= 232 N=127 N=105 P value OR (95%IC) P value OR (95%IC)
(%) (%) (%)
Outros GRVS®
astA — toxina termoestavel A da EAEC, 1,1731 (2,38 —0,57)
EAST1 159 (68,5) 90 (70,9) 69 (65,7) 0,4003 1,269 (0,73 -2,21) 0.6589
air — proteina repetida da 1,9598 (0,80 — 4,78)
imunoglobulina enteroagregativa 183 (78,9) 101 (79,5) 82 (78,1) 0,7902 1,090 (0,58 - 2,05) 0,1397

capU — homdloga a hexosiltransferase 208 (89,7) 110 (86,6) 98 (93,3) 0,0944 0,462 (0,18 - 1,16) 0,0612 0,2988 (0,08 — 1,05)
eil A — homologo HilA de Salmonella 128 (55,2) 71 (55,9) 57 (54,3) 0,8050 1,068 (0,63 - 1,79) 0,9702 1,0121 (0,53 -1,9)
aar — regulador negativo do aggR 148 (63,8) 76 (59,8) 72 (68,6) 0,1685 0,683 (0,39 - 1,17) 0,2049 0,5937 (0,26 — 1,33)

shiA — supressor inflamatério shiA-like 195 (84,1) 103 (8L,1)  92(87,6) 0,772 0,606 (0,29 - 1,26) 0,5189 (0,22 - 1.33)

0,1339
aap — proteina antiagregativa, 1,0946 (0,45 -2,63)
Dispersina 183 (78,9) 98 (77,2) 85 (81) 0,4818 0,795 (0,42 - 1,50) 0,84021
orf3 — codifica proteina criptica 157 (67,7) 83 (65,4) 74 (70,5) 0,4064 0,790 (0,45 - 1,37) 0,4770 0,7543 (0,34 - 1,64)
aggR- regulador transcricional 190 (15,95) 102 (17,25) 88 (14,66) 0,3032 1,192 (0,87 - 1,62) 0,6628 1,2259 (0,49 - 3,06)

Fonte: Proprio autor. Legenda: 1 — Associagdes significantes dos genes codificadores de viruléncia de EAEC entre 0s grupos de casos e controles, apos o
teste o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR). 2 — AssociacOes significantes dos genes codificadores de viruléncia de EAEC entre os
grupos de casos e controles, apos os teste de Regresséo logistica e odds ratio (OR). Todos os valores com significancia estatistica (P< 0,05) foram marcados
em negritos, indicado a correlacéo entre (*) aos caso e (**) aos controles. 3 — Genes relacionados a viruléncia (GRVS).
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5.4.2 Anélise dos GRVs em relacédo aos dados das manifestacdes clinicas da diarreia das

criancas do Semiarido brasileiro

A Tabela 18 apresenta os resultados das analises bivariadas e multivariadas
relacionados a influéncia dos GRVs no aparecimento ou na auséncia das manifestacGes clinicas
da doenca diarreica.

Um importante aspecto clinico da diarreia é a desidratagdo que apresentou como
preditores os genes da protease homdloga a Shigella 1gA-like — sigA ([presenca vs. auséncia do
sintoma] 23% vs. 2,9%; P= 0,0021; OR=4,327; 1C95%=1,71 — 10,95) e do codificador da
enterotoxina EspC — espC (60% vs. 38,8%; P=0,0211; OR= 2,365; 1C95%=1,159 — 4,826), sendo
esse Ultimo gene associado também a desidratacdo durante a analise multifatorial (P=0,04375;
OR=2,6441; 1C95%=1,02 — 6,8).

Em relacdo a febre, verificou-se um significante aumento do percentual de casos
associados aos genes da subunidade da fimbria AAF/IV — aag4A (34,6% vs. 9,3%; P= 0,0004;
OR=5,143; 1C95%=1,958 — 13,5), da protease extracelular da Shigella — sepA (51,9% vs. 26,7%);
P= 0,0037; OR=2,970; 1C95%=1,407 — 6,26) e da proteina repetida da imunoglobulina
enteroagregativa - air (88,5% vs. 73,3%; P=0,0451; OR=2,788; IC95%= 1,03 — 7,52).

Na analise multivariada, entre 0s genes estudados, o0s resultados apontaram
novamente para o gene da subunidade da fimbria AAF/IV — aag4A correlacionado com a febre,
além da proteina envolvida em colonizagdo — pic (P=0,0223; OR=5,5219; 1C95%=1,27 — 23,9).
Em oposicdo, os genes do homdlogo de HilA da Salmonella — eilA (P=0,01795; OR= 0,2582;
1C95%=0,08 — 0,79) e do regulador transcricional — aggR (P=0,02485; OR=0,1963; 1C95%= 0,04
—0,81) foram associados a auséncia desse sintoma.

Quanto aos dados clinicos de vomito, ndo houve diferencas significativas nas analises
bivariadas em relagdo as propor¢des de percentual GRVs entre a presenca e a auséncia desse
sintoma. Embora as analises multivariadas relativas a febre indicaram os seguintes preditores da
indugéo desse sintoma, a unidade estrutural da AAF/Il — aafC (P=0,025; OR=4,386; 1C95%=1,19
— 16,05) e a toxina termoestavel A da EAEC, EAST1 - astA (P=0,0215; OR=1,1416;
1C95%=1,23 — 13,29); ao contrario do gene hemaglutinina sensivel a temperatura — tsh (P=
0,0434; OR=0,3347; 1C95%= 0,11 — 0,96) que apresentou efeito oposto.
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Observa-se nas avaliacbes bivariadas dos dados de dor abdominal, como Unica
correlacdo a presenca do gene da proteina autotransportadora de E. coli enterotoxigénica — eatA
(25% vs. 67%; P=0,0088; OR=0,1645; 1C95%=0,04 — 0,64) com a auséncia desse sintoma. Em
contrapartida, nas analises multivariadas com todos 0s genes, ndo houve diferenca estatistica.

O aumento da meédia do nimero de dias de diarreia associou-se com 0s seguintes
preditores da doenca: subunidade da fimbria AAF/I1I - agg3A [(Média = E.P.M) 3,455 + 0,56 vs.
4,522 + 0,12; P=0,0138], subunidade da fimbria AAF/IV - agg4A (5,360 + 0,28vs.4,198 + 0,12;
P=0,0001). Ainda na mesma analise, 0s genes da subunidade da fimbria AAF/l - aggA e o
regulador negativo do controlador transcricional - aar foram correlacionados com a reducdo da
média do nimero de dias de diarreia e do nimero de evacuacgdes por dia (P<0,05). Contudo
apenas o ultimo gene referido também foi correlacionado a redugdo dos dias de diarreia nas
analises multivariadas (P<0,05).

O gene do codificador da enterotoxina EspC — espC, em concordancia com as duas
formas de analise, mostrou-se correlacionado ao aumento do numero de dias de diarreia, do
namero de evacuacdes por dia e da pontuacdo de escores da gravidade da doenca diarreica aguda
(P<0,05).

Para a analise de clusters genéticos neste estudo relacionados a presenca ou auséncia
das manifestacdes clinicas utilizou-se o software CART analysis. Nesse contexto, verificou-se
que a desidratacao foi associada com o seguinte aglomerado de genes presentes: o codificador da
enterotoxina EspC — espC, a toxina codificada por plasmideo — pet e a toxina termoestavel A da
EAEC — astA (P=0,0114; OR=28,0; 95%IC= 1,987 to 394,7) (FIGURA 11).

Constatou-se também a relagdo da febre com cluster genético composto pela presenga
da subunidade da fimbria AAF/IV — agg4A, hemaglutinina sensivel a temperatura — tsh e
protease extracelular da Shigella — sepA (P=0,0491; OR=11,25; 95%I1C=1,192-106,2) (FIGURA
12).

Pode-se observar ainda a correlagdo do vémito com o seguinte aglomerado de genes
presentes: a proteina repetida da imunoglobulina enteroagregativa — air, a toxina termoestavel A
da EAEC — astA, codificador da enterotoxina EspC — espC e a toxina codificada por plasmideo —
pet (P=0,0156; OR=8; 95%IC= 1,42 to 45,8) (FIGURA 13).
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Tabela 18 — Analises bivariadas e multivariadas dos genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa relacionados a presenca ou

auséncia das manifestacOes clinicas em criancas com diarreia (casos) da regido do Semiarido Brasileiro

NuUmero de
. . evacuacoes Esgore de
s Desidratacao Febre Vomitos Dor_ Numel_ro de_dllas por dia’ grawdadelda
Genes de viruléncia N= 60 (%) N= 52 (%) N=46 (%) Abdominal de diarreia doenca
= = = N=12 (%)  Média+ E.P.M -
Mediat — \redia +£.p.M
EP.M £EP.
Fimbrias
aggA — subunidade da fimbria AAF/ 17 (283) 12 (23.0)"* 10 (2L7) 5(4L7)  3071£0207%* 432+010%* 4441039
aafA — subunidade da fimbria AAF/Il 19 (31,7) 14(269)  12(26,1) 4(33.3) 4,625 + 0,22 4,5+0,11 5,094+0.4
afC - Usher, inidade estiutural €2 17 283) 12281 14@0a™ 541 4406+0,23 43841010 4,750+ 0,43
A93A - subunidade da fimbria 5(8,3) 2 (38) 5(10,9) 1(8,3) 3455+ 056  4,273t0,19  3,909+0,81
A0g3AC —Lsrer, undedeestrural 95433 24(462) 23 (50) 3 (25) 4397+0,17 4483009  4,776:0,31
2g4A - subunidade da fimbria 1525  18(346)™ 12(261)  2(167)  5360:028%  4,84:0,17  62+049
295A -~ subuidadle da fimbria 20(333)  18(346)  15(326) 3 (25) 44624022  4692¢013 5103+ 0,41
Classe das SPATEs |
sat - tox'”zei“rg:;ﬁ‘gs"’o”adora 38(633)  36(69.2) 28 (60,9) 8 (66.7) 4513+015  4539+0,08 5039+ 0,29
pet — toxina codificada por plasmideo 27 (45) 19 (36,5) 18 (39,1) 6 (50) 4,271+ 0,23 4,458+ 0,11 4,875+ 0,38
SIgA - prmeasﬁ;g_’ﬂﬁ"eoga dashigella 133 13025  13(283) 1(83) 4333024  4467+0133  4,9+044
espC - COd'f'CaE‘ingda enterotoxina a5 gy 30(57,7) 27 (58,7) 6 (50) 4852 +017°%  4.803+0,10% 5,65+ 0,33
espP— serina protease extracelular 19 (31,7) 17 (32,7) 25 (54,3) 4 (33,3) 4675+0,12 4,675+0,12 49+ 0,38
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Continuacao Tabela 18 — Andlises bivariadas e multivariadas dos genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa relacionados a

presenca ou auséncia das manifestacdes clinicas em criancas com diarreia (casos) da regido do Semiarido Brasileiro

Dor NUmero de dias NUmero de Escore de
Genes de viruléncia Desidratacéo Febre Vomitos Abdominal de diarreia’ evacuacles por  gravidade da
N= 60 (%) N= 52 (%) N=46 (%) N=12 (%) dia' doenca’
T Média+ E.P.M  Média+ EP.M  Média +E.P.M

Classe das SPATEs Il

pic — proteina envolvida em coloniza¢do 44 (73,3) 41 (78,8) D 33(71,7) 11 (91,7) 4,396 + 0,15 4,505+ 0,08 4,868+ 0,26
tsh — hemaglutinina sensivel a b
temperatura 35 (58,3) 32 (61,5) 27 (58,7) ** 4(33,3) 4,474 £0,14 4577+ 0,08 4,833+ 0,28
vat —toxina auto, ;:r?t%ortadora de 24 (40) 21(404) 19 (413) 4(33,3) 4,686+ 0,18 4560£0,10 4,961+ 0,34
sepA — protease extracelular da Shigella 23 (38,3) 27 (51,9)** 20 (43,5) 4(33,3) 4,723 +0,18 4,532+0,10 5,298+ 0,40
espl. - ESCheg?gt'g‘ag‘e’“ secretora de 37 (61,7) 24 (46,2) 30 (65,2) 6 (50) 4,525 + 0,179 4,600+ 0,08 5,102+ 0,30
eatA — proteina autotransportadora de E. - 31 (51 7) 35(67,3)  24(522) 3 (25) * 45575+ 0,14 4,661+0,10 4,988+ 0,27
coli enterotoxigénica
Outros GRVs'
astA —toxina terE“X’Seﬁ"e' AGIBAEC, 44 (7373) 38(731)  37(80,4)" 6 (50) 4,551 + 0,14 4573:008 4,980+ 0,27
air — proteina repetida da a
imunoglobulina enteroagregativa 52 (86,7) 46 (88,5) °* 41 (89,1) 10 (83,3) 4510+0,13 4,630+ 0,082 51£0,25

capU — homologa a hexosiltransferase 55 (91,7) 47 (90,4) 41 (89,1) 11 (91,7) 4,514 + 0,127 4,615+ 0,07 4,982+ 0,24
eilA — homologo HilA de Salmonella 33 (55) 25 (48,1) Px* 26 (56,5) 4(33,3) 4,343 +0,13 4,571+0,09 4,671+ 0,26
aar — regulador negativo do aggR 34 (56,7) 29 (55,8) 24 (52,2) 10 (83,3) 4,173 +0,16%** 4,453+0,08%** 4,493+ 0,28
shiA — supressor inflamatério shiA-like 49 (81,7) 42 (80,8) 35 (76,1) 10 (83,3) 4,422 +0,13 4,637+0,08 4,843+ 0,24
aap - prolgei'gse?;tr'lggrega“"a’ 48 (80) 39 (75) 38 (82,6) 11 (91,7) 4,495 + 0,14 4,557+0,07 4,907 0,25
orf3 — codifica proteina criptica 41 (68,3) 32 (61,5) 31(67,4) 8 (66,7) 4,390+ 0,15 4,512+0,08 4,390+ 0,15
aggR — regulador transcricional 49 (81,7) 40 (76,9) ** 39 (84,8) 10 (83,3) 4515+0,13 4,614+0,08 4,911+ 0,25

Fonte: Préprio autor. Legenda: * Dados foram convertido em valor binario, em pontuacdes de leve/ moderada-grave quando foi utilizado na logistica de regressao. * Genes
relacionados a viruléncia (VGRSs). a — Associagdes significantes dos genes codificadores de viruléncia de EAEC entre a presencga ou auséncia de sintomas, apos o
teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher, teste T ou Mann-Whitney (P<0,05), estdo marcadas em negrito. b — Associagdes significantes dos genes codificadores de
viruléncia de EAEC entre a presenca ou auséncia de sintomas, ap6s 0s teste de regressdo logisticas em conjunto todos 0os GRVs (P<0,05), estdo marcadas em
negrito. ¢ — Associagdo significante pela anélise bivariada e regressdo logistica com 0 GRV (P<0,05), estdo marcadas em negrito. * indica a associacgao significante
com aumento da média da manifestacéo clinica; ** indica a associagdo significante com a reducdo da média da manifestacdo clinica.
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Figura 11 — Representacdo grafica usando o método de classificacdo de arvore de deciséo

(CART analysis) que mostra a relac@o dos casos de desidratagdo com a presenca ou auséncia

de genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa

DESIDRATACAO

Classe

NAO 67 528

N=127 (%)

Auséncia de espC I

Presenca de espC

Classe

NAO 26 419

_____ Auséncia de pet

Presenca de pet

Auséncia de astA

*P=0,0114

|
Presenca de astd
Classe N %
SIM 14 933
NAO | 6.7
N=121

Fonte: Proprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou nao é
indicada de acordo com as areas terminais (nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um n6 terminal
definido pela presenca ou auséncia dos genes de viruléncia em que a anélise estatistica foi realizada. Para analise
estatistica foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que
terminaram em um né terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No
desfecho do algoritmo binario observou-se a associacdo significante com o aglomerado dos seguintes genes do
codificador da enterotoxina EspC — espC, toxina codificada por plasmideo — pet e toxina termoestavel A da EAEC —
astA com a desidratacdo (P=0,0114; OR=28,0; 95%IC= 1,987 — 394,7).
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Figura 12 — Representacdo grafica usando o método de classificacdo de arvore de decisao

(CART analysis) que mostra a relacdo dos casos de febre com a presenca ou auséncia de

genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa

Presenca de agg4A4

SIM 52 409
N Classe N %
NAO 75 59,1
SIM 18 72
N=127 (%)
NAO 728
N=125

Auséncia de aggdA

Auséncia de tsh

Auséncia de sepA

Presenca de tsh

6l.1

*P=0,0491

Classe
SIM 9 81.8
NAO 2 18.2
N=11

Fonte: Proprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou ndo é
indicada de acordo com as areas terminais (nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um né terminal
definido pela presenca ou auséncia dos genes de viruléncia em que a andlise estatistica foi realizada. Para analise
estatistica foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que
terminaram em um né terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No
desfecho do algoritmo binario observou-se a associacdo significante com o aglomerado dos seguintes genes:
subunidade da fimbria AAF/IV - agg4A, hemaglutinina sensivel a temperatura — tsh e protease extracelular da
Shigella — sepA com a febre (P=0,0491; OR=11,25; 95%I1C=1,192 -106).
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Figura 13 — Representacdo grafica usando o método de classificacdo de arvore de decisao

(CART analysis) que mostra a relacdo dos casos de vomito com a presenca ou auséncia de

genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa

vOMITO

Classe

SIM

46

‘ Presenca de air ‘

36,2

NAO

81

63,3 ‘ Presenca de astA

N=127 (*)

SIM 41 40,6

NAO 60 594 '
* SIM 35 46,
N= 101

Auséncia de air

NAO 41 53.8
* N=176
Auséncia de astA ‘ I
————— ‘ Auséncia de espC ‘ ‘ Presenca de espC ‘

NAO 21 40
N=35
”774 Auséncia de pet ‘ \ Presenca de pet l

NAO 2 14.3
*P=0,0156

N=14(%

Fonte: Prdprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou ndo
¢ indicada de acordo com as areas terminais (nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um né terminal
definido pela presenga ou auséncia dos genes de viruléncia em que a andlise estatistica foi realizada. Para andlise
estatistica foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que
terminaram em um n6 terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No
desfecho do algoritmo binario observou-se a associacdo significante com o aglomerado dos seguintes genes: a
proteina repetida da imunoglobulina enteroagregativa — air, a toxina termoestavel A da EAEC — astA, codificador da
enterotoxina EspC — espC e a toxina codificada por plasmideo — pet (P= 0,0156; OR=8; 95%IC= 1,42 — 45,8).

A investigacdo dos casos de dor abdominal mostrou associacdo significativa ao

clusters constituido pela auséncia do proteina autotransportadora de E. coli enterotoxigénica —

eatA e a presenca de proteina envolvida em colonizagdo — pic (P=0,0413; OR=12,53;
95%I1C=0,6786-23,14) (FIGURA 14).
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Figura 14 - Representacdo grafica usando o método de classificacdo de arvore de decisdo
(CART analysis) que mostra a relacdo dos casos de dor abdominal com a presenga ou

auséncia de genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa

DOR ABDOMINAL

SIM 12 9.4

NAO 115 90,6

N = 127 (%)

Auséncia de eatd Presenca de eatA

SIM 9 19.1

NAO 38 80,9

I_I_l

‘ Auséncia de pic ‘ Presenga de pic

Classe

*P=0,0413

Fonte: Préprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou ndo
é indicada de acordo com as &reas terminais (nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um né terminal
definido pela presenca ou auséncia dos genes de viruléncia em que a analise estatistica foi realizada. Para analise
estatistica foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que
terminaram em um no terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No
desfecho do algoritmo binario observou-se a associagdo significante com o aglomerado e auséncia dos seguintes
genes: auséncia do proteina autotransportadora de E. coli enterotoxigénica — eatA e a presenca de proteina envolvida
em colonizagdo — pic (P=0,0413; OR=12,53; 95%IC=0,6786 — 23,14).

No desfecho do algoritmo binario observou-se a associacao significante do aumento
da gravidade da doenca com o aglomerado da presenca e auséncia dos seguintes genes: presenca

da proteina repetida da imunoglobulina enteroagregativa — air, auséncia da subunidade da fimbria
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AAF/IV - agg4A e a presenca do gene da Escherichia coli secretora de proteina EspC — espC
(P=0,0282; OR=2,054; 95%IC= 1,085 — 3,889 (FIGURA 15).

Figura 15 - Representacdo grafica usando o método de classificagdo de arvore de decisédo
(CART analysis) que mostra a relagio da gravidade da doenca nos casos com a presenga ou

auséncia de genes de viruléncia da Escherichia coli enteroagregativa

GRAVIDADE DA DIARREIA

SIM 50 394
NAO 77 60,6 Presenca de air
N=127(%)

SIM 45 44.6

——— Auséncia de air

l NAO 56 554
Auséncia de aggdA N= 101

—

— . ‘ Presenca de aggdA ’“--—

_ Presenca de espC

_____ ‘ Auséncia de espC ‘

*P=10,0282
SIM 20 50
NAO 20 50
N =40

Fonte: Prdprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou ndo
é indicada de acordo com as &reas terminais (nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um né terminal
definido pela presenca ou auséncia dos genes de viruléncia em que a anélise estatistica foi realizada. Para anélise
estatistica foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que
terminaram em um né terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No
desfecho do algoritmo binario observou-se a associacdo significante com o aglomerado dos seguintes genes:
presenca da proteina repetida da imunoglobulina enteroagregativa — air, auséncia da subunidade da fimbria AAF/1V
- agg4A, presenca do codificador da enterotoxina EspC — espC (P= 0,0282; OR=2,054; 95%IC= 1,085 — 3,889)
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5.5 Avaliacdo da distribuicdo das coinfeccdes relacionados a infeccdo pela Escherichia coli
enteroagregativa diagnosticada em amostras fecais de criancas com e sem diarreia no

Semiarido brasileiro

Neste topico, abordaremos as informagfes das manifestacdes clinicas das criancas
que apresentaram coinfec¢Ges e a variabilidade dos enteropatdgenos presentes nas amostras
fecais diagnosticadas com a EAEC que possuiam simultaneamente os dois alvos genéticos de
diagndstico: cromossomial — aaiC e do gene plasmidial — aatA. Dentre as 232 criancas estudadas,
179 (77,2%) apresentaram coinfeccdo com pelo menos um enteropatdgeno, das quais 101
(43,5%) eram casos e 78 controles (33,6%).

Em geral, 77,2% das criancas apresentaram pelo menos uma coinfec¢do bacteriana,
sendo 52% das coinfec¢fes parasitarias e 33%, virais.

Em relacdo aos enteropatdgenos analisados, observa-se na Figura 16 que a
Escherichia coli enteropatogénica atipica (aEPEC) (43,5%; 101/232) apresentou a maior
frequéncia das coinfecgOes, seguida pela Giardia lamblia (18,1%; 42/232), Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) (15,9%; 37/232).

A avaliacdo pelo método arvore de decisdo (CART analysis) mostrou a correlacdo da
presenca da Giardia Lamblia simultanea auséncia de aEPEC (P= 0,0495; OR=0,2588; 95%IC=
1,035 - 0,064) com as criancas assintomaticas (controles), como visto na Figura 17.

Quanto aos dados clinicos (TABELA 19), a coinfeccdo por norovirus foi associado a
febre (P=0,041; OR=7,872; 95%IC=0,14 — 0,68) nas analises bivariadas. Além disso, na
avaliagdo multivariada, norovirus (P=0,04372; OR= 11,109; 95%IC= 1,07 — 115,32) foi
novamente relacionado afebre, bem como a Escherichia coli enteroinvasiva/Shigella spp.
(P=0,04501; OR= 3,934; 95%IC=1,03- 15,01) e o Campylobacter spp. (P=0,0451; OR= 4,495;
95%IC= 1,03- 19,57); ao contrério da coinfeccdo pela Giardia lamblia (P=0,0322; OR= 0,278;
95%I1C=0,08 — 0,89) que foi associada a auséncia do referido sintoma.

Outro importante fator avaliado foi o aumento da média do nimero de dias de
diarreia associado a coinfecgdo com aEPEC ([(Média = E.P.M) 4,769 + 0,19 vs. 4,189 + 0,15;
P=0,0198) em avaliacdo bivariada. Ademais, o0 aumento dos escores do numero de evacuagdes
por dia foi correlacionado a copatogénese com o Campylobacter spp. (P=0,033; OR=4,289;
95%IC= 1,11 — 16,45) nas analises multivariada (TABELA 19).



Figura 16 — Frequéncia de cada enteropatdgeno em criancas diagnosticadas com Escherichia coli enteroagregativa
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Fonte: Préprio autor. Legenda: EPEC'= Escherichia coli enteropatogénica; EIEC®= Escherichia coli enteroinvaisva; EIEC?= Escherichia coli enteroinvasiva;
STEC®= Escherichia coli produtora de Shiga toxina; ETEC*= Escherichia coli enterotoxigénica;
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Figura 17 - Representacdo grafica usando o método de classificacdo de arvore de decisdo (CART analysis) que mostra a
relacdo entre criancas com a presenca (casos) e a auséncia (controles) de diarreia na copatogénse da Escherichia coli

enteroagregativa

COINFECCAO

Classe N Yo
CASO 127 547
CONTROLE 105 453
N=232(%

pr——eee

_____‘ Auséncia de GIARDIA ‘ Presenca de GIARDIA

Classe

CASO 28 66,7

CONTROLE 14 333

N= 183

———

Auséncia de aEPEC ‘ ‘ Presenca de aEPEC ‘

Classe

CASO 17 81

CONTROLE 4 19

*P=0,0495 N=121

Fonte: Proprio autor. Legenda: A presenca ou auséncia de cada gene relacionado ao sintoma que pode surgir ou ndo é indicada de acordo com as areas terminais
(nodos) da arvore. Cada ramo da arvore termina em um né terminal definido pela presenca ou auséncia dos genes de viruléncia em que a analise estatistica foi
realizada. Para andlise estatistica foi utilizado o teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher e odds ratio (OR) (*P<0,05). Os ramos que terminaram em um nd
terminal ndo estatistico ndo foram mostrados, mas representados por linhas tracejadas. No desfecho do algoritmo binario observou-se a associagao significante
com o aglomerado dos seguintes enteropatégenos: presenga da Giardia lamblia e auséncia de Escherichia coli enteropatogénica atipica (REPEC) (P= 0,0495;
OR=0,2588; 95%IC= 1,035 — 0,064) com os controles.
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Tabela 19 — Analise multivariada da presenca ou auséncia das manifestacfes clinicas da diarreia nas criancas na presenca ou
na auséncia das coinfeccdes especificas com a Escherichia coli enteroagregativa

Escore de

Escore de

. ~ Desidratacao Febre Vomitos Dor_ Escor_e de c_iias evacuacdes por gravidade da
Coinfeccgdes N=60 (%) N=52 (%) N=46 (%) Abdominal  de diarreia® dial doenca’
N=12 (%) N=54 (%) d 0€enc

N=51 (%) N=91 (%)

Pelo menos um virus entérico 9 (15) 11 (21,2) 10 (21,7) 1(8,3) 9 (16,7) 8 (15,7) 18 (19,8)
Adenovirus 1(1,7) 0 2(4,3) 0 1(1,9 1(2) 3(3.3)
Astrovirus 1(1,7) 2(3,8) 1(2,2) 0 1(1,9) 1(2) 2(2,2)
Norovirus 4 (6,7) 5(9,6)* 4 (8,7) 1(8,3) 3(5,6) 3(5,9) 6 (6,6)
Rotavirus 3(5) 4(7,7) 3(6,5) 0 5(9,3) 4 (7,8) 8(8,8)
Sapovirus 0 0 0 0 1(1,9) 1(2) 1(1,1)

Pelo menos uma bactéria entérica 36 (60) 32 (61,5) 24 (46,2) 8 (66,7) 34 (63) 36 (70,6) 56 (61,5)

STEC? 8 (13,3) 9(17,3) 6 (13) 2 (16,7) 7 (13) 8 (15,7) 12 (13,2)

EPEC® atipica 26 (43,3) 19 (36,5) 23 (44,2) 2 (16,7) 26 (48,1) 25 (49) 39 (42,9)
EPEC tipica 4 (6,7) 3(5,8) 2(3,8) 3 (25) 3(5,6) 3(5,9) 4 (4,4)

ETEC! 6 (10) 4(7,7) 3(6,5) 2 (16,7) 7 (13) 11 (21,6) 13 (14,3)

EIEC*/Shigella spp 7(11,7) 9 (17,3)* 5(10,9) 1(8,3) 5(9,3) 4(7,8) 11 (12,1)

Salmonella spp 9 (15) 6 (11,4) 6 (13) 2 (16,7) 6(11,1) 4(7,8) 11 (12,1)

Campylobacter spp 7(11,7) 8 (15,4)* 7 (15,2) 1(8,3) 8 (14,8) 9 (17,6)* 13 (14,3)
Aeromonas spp 2 (3,3) 2(3,8) 2 (4,3) 0 1(1,9 1(2) 2(2,2)

Pelo menos um parasita entérico 14 (23,3) 10 (19,2) 11 (23,9) 3 (25) 12 (22,2) 13 (25,5) 24 (26,4)

Entamoeba Histolytica 0 0 0 0 0 0 0

Cryptosporidium 6 (10) 4(7,7) 4 (8,7) 2 (16,7) 4(7,4) 5(9,8) 7,7

Giardia 11 (18,3) 8 (15,4)** 9 (19,6) 2 (16,7) 11 (20,4) 11 (21,6) 21 (23,1)

Pelo menos uma copatogénese 43 (71,7) 38 (73,1) 29 (55,8) 10 (83,3) 39 (72,2) 42 (82,4) 68 (74,7)

Fonte: Préprio autor. Legenda:* Dados foram convertido em valor binario, indicando na tabela acima moderada-grave na pontuagio de escore. STEC?= E.
coli produtora de Shiga toxina; EPEC= E. coli enteropatogénica; EIEC*= E. coli enteroinvaisva; ETEC®= E. coli enterotoxigénica; EIEC*= E. coli
enteroinvasiva. AssociacOes significantes dos genes codificadores de viruléncia de EAEC entre a presenca ou auséncia de sintomas, apds os teste
de regresséo logisticas em conjunto todos os enteropatdgenos (*P<0.05), estdo marcadas em negrito. * indica a associagdo significante com
aumento do percentual da manifestacdo clinica; ** indica a associa¢do significante com a reducdo do percentual da manifestacéo clinica.



84

6 DISCUSSAO

As doencas diarreicas constituem um importante problema de salde publica,
afetando, principalmente, as criancas nos primeiros anos de vida que sdo criticos para o
desenvolvimento fisico e cognitivo (NIEHAUS et al., 2002; LIMA et al., 2000; MOORE et al.,
2010). Segundo a UNICEF (2016), a implementacdo de medidas preventivas e sanitarias
adotadas pelos governos dos paises em desenvolvimento resultaram em dréstica redugdo das
taxas de mortalidade e morbidade infantil ao longo dos anos. N&o obstante, tais enfermidades
continuam como a segunda causa de 6bito em criancas abaixo de cinco anos de idade.

A EAEC é um importante enteropatdgeno capaz de induzir a diarreia persistente e
aguda (BOISEN et al., 2012; JENSEN et al., 2016; LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2013; LIMA
et al. Manuscrito em submisséo) e até mesmo a colonizacdo subclinica (FRANCA et al., 2013;
HAVT et al., 2017; LIMA et al., 2000; 2017), podendo acarretar, a longo prazo, o déficit de
crescimento infantil e a inflamacao intestinal crénica (STEINER et al., 1998; ROGAWSKI et al.,
2017). Apesar disso, poucos estudos dedicam a atencdo para explicar as diferencas na
heterogeneidade dos padrdes genéticos dessa bactéria que culmina em diferentes desfechos da
doenca.

O propodsito dessa pesquisa foi investigar a prevaléncia, 0s determinantes
socioecondmicos, genéticos e as co-patogéneses que favorecem a infeccdo pela EAEC, em
criangas com e sem diarreia, na idade de 2 a 36 meses, residentes nas diferentes localidades da
regido do Semiarido brasileiro entre 0s anos de 2009 e 2011.

O presente estudo, como parte do projeto RECODISA, apontou uma prevaléncia
geral de 54,6% (650/1191) de EAEC nas amostras estudadas que se correlacionou com a casos de
diarreia aguda infantil (LIMA et al. Manuscrito em submiss&o). Assim, corroborando com o0s
nossos achados, varios estudos nacionais e internacionais também mostraram essa bactéria como
um importante agente etiol6gico da diarreia (ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; DIAS
et al., 2016; GARCIA, SILVA, DINIZ, 2011; HUANG et al., 2006; MORENO et al., 2010;
PEREIRA et al., 2007; PLATTS-MILLS et al., 2015; 2017; REGUA-MANGIA et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2002). Estudo realizado por nosso grupo, na regidao do Nordeste brasileiro,
demonstrou elevadas taxas de deteccdo de EAEC (41%) em ambas as amostras, diarreicas e ndo-
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diarreicas, provenientes de criangas da comunidade carente Goncalves Dias, na cidade de
Fortaleza, no Estado do Ceara (LIMA et al., 2013).

Além disso, em recente pesquisa, de caso-controle prospectivo de desnutri¢do
infantil, desenvolvido na mesma cidade citada, detectou-se EAEC como um dos enteropatégenos
mais prevalentes (21,2%) em criancas assintomaticas eutroficas e desnutridas (LIMA et al.,
2017). Neste contexto, similar taxa de infeccdo subclinica foi observada em nosso trabalho
(25,18%).

Os municipios com as maiores prevaléncias, em nosso trabalho, eram pertencentes ao
Estado da Paraiba, o que inclui Patos (99%) e Sousa (83,9%). Contudo, apenas as cidades de
Crato (Ceard) e de Ouricuri (Pernambuco) apresentaram correlacdo entre EAEC e a diarreia
infantil. No Brasil, a avaliagio geral dos indices de Desenvolvimento Humano por Municipio
(IDHM), mostra uma baixa evolucdo das regides brasileiras, apontando uma taxa de crescimento
inferior a 0,8% nos ultimos anos (BRASIL, 2015a), o que indica a estagnacdo no
desenvolvimento do pais. Ademais, ndo foram encontrados estudos que estratifiguem as
populacbes das cidades do Semiarido brasileiro referentes ao impacto das doencas diarreicas
infantis correlacionando-as ao especifico enteropatogeno.

Quanto ao diagndstico, atualmente, pesquisas mostram que as cepas de EAEC tém
apresentado uma grande versatilidade de aderéncia em células HEp-2 (considerado “padrao ouro”
de identificacdo desta bactéria), o que dificulta sua caracterizacdo (LIEBCHEN et al., 2011;
RAJAN et al., 2018). Portanto, os ensaios moleculares com ampla detec¢do de fatores de
viruléncia sdo técnicas répidas que facilitam a deteccdo desse patotipo (ANDRADE, GOMES,
ELIAS et al., 2002; SCHMIDT et al., 1995; TANIUCHI et al., 2013; ESTRADA-GARCIA,
NAVARRO-GARCIA, 2012).

Em nosso estudo, os genes empregados para o diagndstico foram o codificador da
ilha de ativacdo de controle transcricional (aaiC) e a proteina transportadora anti-agregativa
(aatA), os quais tem sido utilizados para a identificacdo da EAEC em estudos multicéntricos a
nivel mundial (MAL-ED e GEMS) (KOTLOFF et al., 2013; PLATTS-MILLS et al., 2015).
Contudo, no atual estudo, a avaliacdo da combinacédo entre os alvos genéticos de diagndstico ndo
indicaram diferencas significantes nas andlises de escores de gravidade e do processo
inflamatdrio da doenca diarreica. Assim, amostras identificadas com a EAEC na presenga de
ambos os genes foram escolhidas para a continuidade no presente trabalho. Rogawski et al.
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(2017) descreve que ter obtido uma maior consisténcia nas analises dos dados quando utilizado
ambos 0s genes para o diagnostico da EAEC.

A caracterizacdo dos distintos determinantes da diarreia € essencial para o
entendimento do desfecho da doenca, o que pode variar de acordo com a populagéo estudada e a
regido geografica (GEORGE et al., 2014). No detalhamento populacional do presente estudo, as
criangcas na primeira infancia que estavam em aleitamento materno ndo-exclusivo e possuiam
mdes na faixa de etaria de 14 a 25 anos indicaram uma maior vulnerabilidade para a ocorréncia
de diarreia.

Nesse contexto, um levantamento global sobre o aleitamento, ap6s avaliar 194
nacdes, descobriu-se que apenas 40% das criancas sao amamentadas exclusivamente durante os
seis primeiros meses de vida, enquanto que a referida taxa no Brasil foi de 39% (UNICEF, 2018;
OMS, 2017a). No Semiérido brasileiro, no presente estudo, verificou que apenas 29% das
criancas na primeira infancia estava em aleitamento materno exclusivo.

O primeiro ano de vida é o periodo crucial para o desenvolvimento fisico, motor e
cognitivo, indicando que criangas com o desenvolvimento integral saudavel, demonstram um
melhor desempenho escolar (BRASIL, 2009). Um importante agravante sdo criancas submetidas
ao aleitamento materno ndo exclusivo ou ndo amamentadas que 0s tornam mais suscetiveis ao
desenvolvimento de eventos diarreicos, provavelmente, devido a imaturidade do
desenvolvimento do sistema imunoldgico (BRASIL, 2009).

Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado que criancas amamentadas apresentam
uma microbiota intestinal mais saudavel, quando comparadas as criangas alimentadas com
férmulas industrializadas (WHARTON et al., 1994; TURIN, OCHOA, 2014). Logo, observa-se
que a microbiota normal é estabelecida pela amamentacdo, consistindo numa protecdo contra
doencas diarreicas e contra outras doencas, bem como contribuindo para o desenvolvimento e a
maturacdo do trato gastrointestinal infantil (SCHIFFRIN, BLUM, 2002; SOLIS et al., 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude (2017a) preconiza que o aleitamento materno deve
ser exclusivo, no minimo, nos primeiros seis meses de idade, o que é indicado como uma das
formas mais eficazes de proteger a criangca contra infecgdes. Somente com o decurso desse
periodo, poderia ocorrer a inclusdo de alimentagdo complementar. Assim, sugere-se que a baixa
taxa de amamentacdo em nossa pesquisa, pode estar vinculada ao fato das “jovens” maes

apresentarem o trabalno como o motivo que as impossibilitaria de amamentar a crianca,
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tornando-se necesséria a introducdo de férmulas industrializadas. Além disso, entre as criangas
no terceiro ano de vida, o aleitamento ndo-exclusivo e a utilizacdo de fontes de agua nao
confidveis (agua para beber oriunda de agude, rio, carro-pipa, cisterna, cacimba, entre outros)
apresentaram-se como determinates relacionados ao desenvolvimento da infecgdo subclinica por
EAEC.

Provavelmente, existe uma relacdo entre a escassez de agua, devido a auséncia de
chuvas da regido do Semiarido brasileiro, que geram a interrup¢do ou a intermiténcia no
provimento de &gua a populacdo. A utilizacdo de &gua sem o tratamento adequado a torna o
principal veiculo para a infeccdo (BRASIL, 2015b). Neste contexto, as criancas assintomaticas
podem estar expostas a infecgdes recorrentes, resultantes das precarias condigdes de saneamento
ambiental, deficiéncia ou auséncia do aleitamento materno, caracteristicas da Disfuncdo Entérica
Ambiental - DAE (CRANE, JONES, BERKLEY, 2015; HARPER et al, 2018).

A DAE consiste na persisténcia da frequéncia da exposicao a patdgenos entéricos,
durante a contaminacdo fecal-oral ambiental o que produz indmeras consequéncias como o
aumento da permeabilidade intestinal, a reducdo da capacidade absortiva intestinal, a disbiose,
translocacdo bacteriana e a progressiva estimulacdo do sistema imune, provocando inflamagéo
cronica e, mais recentemente, foram descritas alteracbes metaboldmicas e epigenéticas (CRANE,
JONES, BERKLEY, 2015; HAPER et al, 2018; MAYNERIS-PERXACHS et al., 2016). Tais
fatos favorecem a colonizacao a longo prazo da bactéria no hospedeiro, o que pode ocasionar em
déficit de crescimento infantil sem causar as manifestacdes da diarreia (ROGAWSKI,
GUERRANT, 2017).

Além disso, a partir da analise de 9.581 amostras fecais oriundas de criancas
desnutridas e nutridas, como parte do projeto MAL-ED, obteve-se uma incidéncia de 27,5% de
EAEC e quando investigado pelo menos uma infec¢éo nos dois primeiros anos de vida da crianca
indicou um aumento da frequéncia para 94,8%, além da correlacdo da EAEC com a reduc¢éo do
crescimento linear relacionado infantil (ROGAWSKI et al. 2017).

As criangas assintomaticas do semiarido brasileiro, no atual estudo, apresentaram
reducdo do indice de peso-por-altura (WHZ) escore-z em comparagdo com as criangas com
quadro clinico diarreico. Contudo, as criangas assintométicas ndo atingiram os valores de <-2

escores-z (WHZ), um parametro que ajuda a revelar atraso no crescimento linear infantil (OMS,
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2017b). Nessa avaliacdo, apenas 3,5% da populacdo estudada apresentou desnutri¢do, enquanto
16,4% exibiu evidéncias de sobrepeso ou obesidade.

Corroborando com 0s nossos dados, pesquisa realizada com a participacdo de 860
criangas da cidade de Maribondo, municipio da regido do semidrido nordestino, mais
especificamente no estado de Alagoas, mostrou a consolidacdo do antagonismo de uma maior
prevaléncia de sobrepeso (24%) em contraste com o déficit estatural (9%) (RAMIRES et al.
2014).

Outro fator importante que contribui para patogénese da EAEC € a sua capacidade de
estimular a resposta inflamatoria do hospedeiro. Steiner et al. (1998) demostraram que as
criancas portadoras de EAEC como Unico patotipo identificado na presenca diarreia tiveram
elevagOes das concentracOes de IL-1p e lactoferrina fecal em relagdo aos controles. Segundo
Prata et al, 2016, esse ultimo biomarcador apresenta relacéo direta com os niveis de MPO fecal.
Assim, em nossos resultados, também foram obtidas elevadas concentraces de MPO fecal em
criancas com diarreia, quando comparado com 0s assintomaticos.

Ademais, as criancas com infec¢do subclinica do semiarido brasileiro apresentaram
moderados niveis de MPO fecal similares as criancas eutréficas, participantes do estudo caso-
controle de desnutricdo infantil na cidade de Fortaleza, CE (HAVT et al. 2017). Como medida de
prevencdo da infeccdo, a fim de inibir o impacto inicial ou crénico da exposicdo a EAEC,
indutora do processo inflamatdrio, sugere-se 0 aumento da duracdo do aleitamento o qual poderia
proteger o infante contra o primeiro contato com a referida bactéria (ROGAWSKI et al., 2017).

Ap0s o breve detalhamento do fenétipo da infeccdo causada pela EAEC na populagdo
infantil do semiarido brasileiro, apresenta-se como principal abordagem do presente estudo
transversal, o comportamento do desfecho da presenca ou auséncia da diarreia que podem ser
influenciados pela interindividualidade moldada pelos fatores genéticos atrelados a patobiologia
do microrganismo, ou em adicdo, a uma exposi¢do continua subjacente a multiplos patdgenos.

Diversos estudos em progresso tém sido desenvolvidos para determinar a patogénese
da EAEC, o que inclui pesquisas in vivo na avaliagdo da ativagdo de fimbrias, regulando a
resposta inflamatdria do hospedeiro (BOLICK et al., 2014; BOLL et al., 2012, 2017); modelos in
vitro também estdo sendo utilizados para a identificacdo GRVSs ativos, bem como investigar seus
mecanismos a nivel molecular (MEDEIROS et al., 2013; CARVALHO et al., 2012; PRIYA et
al., 2017; JONSSON et al., 2015; 2017a; 2017b), além de pesquisas que avaliam a capacidade de
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substancias com efeito protetor contra a inducéo de dano intestinal causado pela referida bactéria
(CARVALHO et al., 2012; PRATA et al. 2018). Contudo, ainda ha escassez de estudos clinicos
que relatem a versatilidade de fatores genéticos da EAEC associada as varias manifestaces da
infeccdo no hospedeiro. No entanto, pode-se afirmar que esse € o primeiro estudo a investigar 0s
GRVs envolvidos a patobiologia da EAEC na populacgéo infantil do semiarido brasileiro.

Nos dados gerados na presente pesquisa, 0 gene homologo a hexosiltransferase -
capU (89,7%) foi o mais prevalente. CapU apresenta a capacidade de codificar 50% de proteina
idéntica ao produto da biossintese de lipossacarideo (LPS) gerado pelo gene rfbU da E. coli
0157:H7, que exibe um padrdo homologo da hexosiltransferase. Outras atividades de CapU é a
resisténcia a acidos do organismo (CZECZULIN et al., 1999; BARUA et al., 2002).

Diversas pesquisas vém corroborando com os dados do presente trabalho. Boisen et
al. (2012), em estudo caso-controle de diarreia moderada a severa, mostraram uma prevaléncia
similar de capU (81,8%) em criancas residentes na cidade de Bamako, Mali. Em pesquisa
realizada por Lima et al. (2013) detectaram capU em 90,9% das amostras fecais identificadas
com EAEC, apresentando-se como 0 gene mais detectado em estudo de caso-controle de diarreia
infantil no municipio de Fortaleza, Ceara.

Entre os 27 genes detectados, o codificador de AFF/IIl (agg3A) apresentou a menor
prevaléncia (8,2%) nesta pesquisa. Diversas pesquisas também mostram uma baixa prevaléncia
do gene agg3A como 7% (JENSEN et al., 2017), 5% (BOISEN et al., 2012), 1,5% (LIMA et al.
2013). As fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs) promovem o primeiro processo de adesdo na
mucosa intestinal do hospedeiro, o que facilita a formac&o de biofilme e invasdo (BERRY et al.,
2014; GARCIA et al., 2000; LEE, MATTHEWS, GARNETT, 2016).

Em acordo com nossos resultados, a alta frequéncia do codificador da unidade
estrutural da AAF/III-IV —agg3/4C (62,1%) encontrada foi similar & deteccdo em outras
pesquisas com foco na populagdo infantil, indicando uma variacdo entre 76,8% e 36,1%
(BOISEN etal., 2012; LIMA et al., 2013; JENSEN et al., 2017; HAVT et al., 2017).

O codificador fimbrial de maior prevaléncia foi o codificador de AAF/V (agg5A),
porém devido a sua recente descoberta, hd poucos estudos epidemioldgicos que relatem a
frequéncia da AAF/5 (JWNSSON et al., 2015). Jagnsson et al. (2015) relataram uma frequéncia de
12% em pacientes com a doenga da diarreia dos viajantes na Dinamarca. Ademais, em estudo
comparativo de diarreia aguda e persistente indicou, respectivamente, frequéncias de 22% e 20%
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do gene agg5A em cepas isoladas de criangas dinamarquesas coletadas entre os anos de 2011 a
2012 (JENSEN et al., 2017).

Nosso estudo encontrou diferentes padrées de GRVs, dentre os quais o gene
codificado da fimbria AAF/IV (agg4A) foi associado as criangas assintomaticas, enquanto 0s
genes da proteina envolvida na colonizacdo (pic) e do codificador da enterotoxina EspC (espC)
foram correlacionados as criancas com diarreia. Corroborando com o nossos achados, Lima et al.
(2013) também identificou o referido gene com a auséncia de diarreia infantil.

Entre as SPATES estudadas, Pic foi a segunda SPATE a ser identificada e apresenta
diversas funcdes como a atividade de protease mucolitica, resisténcia ao soro e hemaglutinacéo, o
que facilita o processo de colonizacdo do hospedeiro (GUTIERREZ-JIMENEZ, ARCINIEGA,
NAVARRO-GARCIA, 2008; HENDERSON et al, 1999). Ademais, pic foi a SPATE mais
detectada em nossa pesquisa, dados similares foram encontrados em estudo caso-controle de
diarreia infantil na Mirzapur, Bangladesh (CHATTAWAY et al., 2017). Pesquisa realizada por
Jensen et al. (2017) mostrou que a combinacdo de pic e toxina autotransportadora secretada (sat),
na auséncia de codificador da AAF/l (aggA) pode favorecer a manifestacdo da diarreia
persistente, em comparacdo a forma aguda dessa doenca em criancas da Dinamarca.

Outro gene capaz de promover a diarreia foi o espC associado as cepas de EPEC e
EHEC (GUINGNOT, SEGURA, VAN NHIEU, 2015). Todavia, ainda ndo existem relatos
epidemiolégicos que determinem a presenca desse gene em cepas isoladas de EAEC. Além disso,
na avaliacdo dos clusters genéticos, observa-se a relacdo entre a auséncia de agg4A, com a
presenca de espC associada & inducdo da doenga diarreica aguda nas criancas do Semidrido
brasileiro.

Diversas pesquisas mostram diferentes sinergismos de cluster genéticos associados a
presenca ou auséncia de doengas como a diarreia e desnutricdo infantil. Lima et al. (2013)
constatou o sinergismo no agrupamento da presenca do codificador de fimbria agg3/4C e da ilha
de ativagdo de controle transcricional (aaiC), diante da auséncia dos genes agg4A e o regulador
negativo de aggR (aar) correlacionado a diarreia infantil. Havt et al. (2017) mostrou o
aglomerado dos genes aar, pic, aag4A e capU relacionados as criangas nutridas em estudo caso-
controle de desnutri¢do infantil.

Tendo em vista estudos anteriores que visaram apenas a avaliacdo dos marcadores

genéticos, em andlises binarias, apenas entre a presenca de diarreia e assintomaticos (BOISEN et
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al., 2012; LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017; IKUMAPAY et al., 2017). Poucos estudos
sugeriram a especifica marcacdo dos GRVs na analise das manifestac6es clinicas e da avaliacéo
da gravidade da diarreia (JENSEN et al., 2017). Considerando, assim, a escassez desses estudos
clinicos, buscamos abordar tal objetivo neste trabalho mostrando a avaliacdo da dimenséo do
envolvimento individual e dos agrupamentos dos GRVs com a sintomalologia da infeccéo pela
EAEC.

Descrevendo nossos achados de acordo com o grau de importancia dos genes
relacionados ao desenvolvimento da inducéo dos sintomas da diarreia, 0 gene espC apresentou-se
como o principal preditor para a desidratacdo, aumento dos dias de diarreia, de evacuacbes por
dia e da gravidade da doenca, além da participacao no cluster genético correlacionado ao vomito
(air+astA+espC+pet). A atividade da EspC, proteina serina protease citotoxica, e reconhecido por
favorecer o aparecimento de diarreia infantil (CLEMENTS et al., 2012).

EspC cliva a alfa-fodrina, proteina associada a actina no citoesqueleto e as proteinas
de adesdo, o que induz morte celular por necrose e através da via apoptdtica mitocondrial,
causando a reducdo dos niveis de expressdo da proteina antiapoptética Bcl-2 e aumento da
proteina pro-apoptotica Bax no citosol para a mitocondria, o que conduz a liberagdo do citocromo
c para o citoplasma e perda de potencial de membrana mitocondrial com a ativacédo de caspase-9
e -3 e por fim, a fragmentacdo e aumento da subpopulacdo G1 celular (SERAPIO-PALACIOS,
NAVARRO-GARCIA, 2016; STEIN et al.,, 1996). Sugere-se que a morte celular pelo espC
poderia favorecer um maior nimero de episédios de diarreia, consequentemente maior perda de
eletrolitos e dgua ocasionado a desidratagdo e assim agravando a doenga, como Visto em nossos
resultados.

O gene pic correlacionou-se aos sintomas de febre e dor abdominal (-eatA+pic) no
presente estudo. Pic € uma protease que pode ser secretada por Shigella flexineri, EAEC e UPEC
(DAUTIN et al., 2010). Além disso, Pic esta envolvido no processo de hipersecrecdo e atividade
mucolitica que ¢é responsavel pela diarreia mucoide (NAVARRO-GARCIA, 2014).
Normalmente, esse gene néo é associado a diarreia em estudos clinicos (BOISEN et al., 2012,
LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017; IKUMAPAY et al., 2017). Contudo, em estudo coorte,
em cepas de EAEC isoladas de criancas com e sem diarreia em comunidades carentes peruanas,
mostrou, nas analises apos a exclusdo das coinfec¢des, pic como o Unico gene associado com a

diarreia (DURAND et al., 2016). Recente pesquisa de perfil etiolégico, caracterizaram 200 cepas
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de EAEC isoladas de amostras fecais de criancas com e sem diarreia na Tailandia, onde
identificou o gene pic como um preditor da doenca (SERICHANTALERGS et al., 2017).

O papel do gene astA, conhecido como o codificador toxina termoestavel A da EAEC
- EAST-1 (SAVARINO et al., 1991), foi descrito anteriormente por sua capacidade de ativar
adenilato ciclase, aumentando os niveis intracelular de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)
nos enterdcitos gerando uma resposta secretora (SAVARINO et al., 1991; 1993). Em nosso
estudo, astA associou-se a aglomerados genéticos determinantes do desenvolvimento da
desidratagdo (+espC+pet+astA) e vomito (astA sozinho ou +air+astA+espC+pet). Pesquisa
realizada por lkumapay et al. (2017) em caso-controle de diarreia infantil moderada a severa na
zona rural de Gambia — Africa, demonstrou 0 mesmo gene associado a doenca, principalmente,
em criangas com a idade de 12 a 23 meses.

Certos fatores sdo indenpedentes do controle do regulador transcricional (aggR), o
que incluem toxina termoestavel A da EAEC - EAST-1 (codificada por astA), as proteinas serina
proteases (SPATES) e adesina air (BOISEN et al., 2012). Sugere-se que tal fato pode contribuir
para a ativacdo dos genes na promocao dos sintomas. No presente estudo, identificou-se o gene
air como um preditor da dor abdominal (+air+astA+espC+pet) e do aumento da gravidade da
doenca (+air-agg4A+espC) em combinacdo genética. Em acordo com nossos resultados, Nuesch-
Inderbinen et al. (2013) apresentaram air associado a diarreia em adultos em estudo caso-controle
na Suica.

Uma importante SPATE encontrada foi pet que envolveu-se em clusters genéticos
relacionados & inducgdo de desidratacdo (+espC+pet+astA) e de vomito (+air+astA+espC+pet).
Varios estudos caso-controle de diarreia em criancas e adultos revelaram o gene pet relacionados
ao desenvolvimento da doenca (BAFANDEH, HAGHI, ZEIGHAMI, 2015; LIMA et al., 2013;
IKUMAPAY et al., 2017). De forma interessante, Pet apresenta mecanismos similares a EspC,
atuando na alteracdo do citoesqueleto celular pela protedlise da alfa-fodrina o que produz efeitos
citostaticos e enterotoxicos. Contudo, essas SPATES apresentam padrbes distintos na célula do
hospedeiro. Pet entra na célula por endocitose mediada por um receptor e cliva a alfa-fodrina em
uma unica regido. Ja EspC é capturado no meio e injetado na célula pelo sistema de secrecdo tipo
I11, causando a ativacdo de mecanismos pro-apoptoticos e a clivagem da alfa-fodrina em duas
diferentes regides do alvo de Pet (NAVARRO-GARCIA; SONNESTED; TETER, 2010). Sugere-

se, em nosso estudo, que essas duas toxinas combinadas apresentem efeito cumulativo na célula,
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acarretando em morte celular que, por sua vez, resulta no processo diarreico e suas manifestacdes
clinicas.

O gene sepA codifica uma protease imunomoduladora que apresenta, como funcéo, a
invasdo celular e a inducéo de inflamagdo (DAUTIN, 2010; FAHERTY et al., 2012). Em vista
dos dados do atual estudo, observa-se em diversas pesquisas que o referido gene foi
correlacionado a diarreia infantil em infeccbes pela EAEC e a dor abdominal em casos de
shigelose (BOISEN et al.,, 2012; IKUMAPAY et al., 2017; MEDEIROS et al., 2018;
SERICHANTALERGS et al., 2017).

SigA é uma proteina que apresenta efeito citotoxico in vitro, causando alteracdes
como o arredondamento e o desprendimento celular, além de clivagem de alfa-fodrina in situ.
(DAUTIN, 2010). Nossos resultados mostrara a relagdo do gene sigA associado com a febre. Em
busca na literatura, ndo foi encontrado relatos vinculados a diarreia infantil que associem esse
gene na EAEC. Contudo, sigA foi identificado como um dos componentes da patobiologia da E.
coli 0104:H4 que causou um surto alimentar na Europa em 2011 (NAVARRO-GARCIA, 2014).

Entre as fimbrias relacionadas a diarreia, encontramos os genes codificadores de
AAF/I (aggA) e AAF/II (aafC). Neste estudo, 0 gene aggA associou-se com a febre e, de modo
paradoxal, com a reducdo dos dias de diarreia e de evacuacbes por dia, enquanto aafC foi
relacionado aos casos de vémito. Ambas as AAF/I e AAF/Il sdo altamente carregados
positivamente, em pH fisiol6gico, onde ocorre a ligacdo destas duas variantes de AAF com a
fibronectina, com base em interacdes eletrostaticas (BERRY et al., 2014)

Além disso, essas fimbrias podem contribuir para o processo inflamatério (BOLL et
al., 2017). Especificamente AAF/Il pode causar hemaglutinacdo dependente de temperatura em
eritrocitos humanos tipo A (CZECZULIN et al., 1997). Estudos, caso-controle infantil, indicaram
associagdo de aggA com diarreia (IKUMAPAY et al., 2017; SERICHANTALERGS et al., 2017)
e de aafC com desnutricdo (HAVT et al., 2017).

Os efeitos contraditérios da AAF/I podem estar vinculados aos relatos de Hinthong et
al. (2015) que mostraram que 0 gene aggA apresenta maiores densidades de formacdes de
biofilme quando a temperatura encontrava-se acima de 38°C. Abaixo de 37° C, esse gene ndo
desenvolvia o biofilme, apresentando uma baixa densidade em cultura celular. Sugere-se que 0
gene aggA possa apresentar um efeito protetor; contudo, durante a manifestacdo da febre, o gene
poderia ser ativado levando a producdo de biofilme, o que favoreceria a colonizacéo da bactéria.
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As subunidade AAF/I1I (agg3A) correlacionou-se com o aumento de dias de diarreia.
Ao contrario do estudo epidemiologico de diarreia em adultos, apos a caracterizacdo dos GRVs
da EAEC, Nuesch-Inderbinen et al. (2013) relataram a regido do usher da AAF/3 (agg3C)
associado aos assintomaticos. Tais relatos poderiam contribuir para 0s mecanismo de viruléncia
pertencente a EAEC, porém ainda sdo necessarias mais pesquisas para o entendimento de efeitos
do maquinario genetico no estimulo das manifestagdes clinicas.

A mudanca do contetdo plasmidial, como a delecdo e alteragdes nos mecanismos
bacterianos, como as modulagdes negativas podem atuar como estratégias para reduzir a
viruléncia e permanecer ao longo prazo, colonizando o hospedeiro sem inducdo “aparente” de
sintomas (NUESCH-INDERBINEN et al., 2013).

Em nossos achados observamos uma diversidade de genes que desempenharam efeito
protetor no portador. Entre esses, encontra-se o gene codificador da fimbria IV (agg4A), como
citado previamente, sendo associado a auséncia de diarreia infantil (LIMA et al., 2013); contudo
0s seus mecanismos de protecdo ainda sdo desconhecidos. De forma similar ao dados
encontrados no presente trabalho, estudos mostram o gene regulador negativo do controlado
transcricional (aar) esta relacionado a criangas assintomaticas, em avaliagdo de caso-controle de
diarreia (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013).

EatA é uma SPATE que indicou efeitos citotoxicos similares identificados em
EASTL, indicado pela capacidade de estimular adenilato ciclase adenosina (AMPc) causando
aumento de secrecdo liquida nas al¢as intestinais de coelhos durante a infeccdo com o prot6tipo
de ETEC H10407 (PATEL et al., 2004). Ademais, EatA apresenta uma homologia estrutural
superior a 80% com SepA. Contudo, em nossos achados, observou-se associa¢ao do codificador
dessa proteina com a ndo perpetuacdo de dor abdominal. Provavelmente, essa modulacdo pode
estar relacionada com mecanismos desconhecidos de regulagéo negativa.

O tsh foi inicialmente identificado como um gene da cepa patogénica de E. coli
aviaria (APEC). Em geral, tal gene apresenta propriedades de hemaglutinacdo e também se liga
ao colageno IV e a fibronectina, sugerindo que pode atuar como uma adesina (DAUTIN, 2010).
Recente estudo de diarreia aguda em criangas entre 12 a 59 meses atendidas na emergéncia de um
hospital publico de Séo Paulo, caracterizaram 193 isolados de EAEC das quais 0,5% das cepas
apresentavam o referido gene (ANDRADE et al., 2017). No entanto, ainda é necessario mais
pesquisas para definir os mecanismos competentes ao Tsh.
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Além disso, EilA participa da formacao de biofilme, o que contribui para colonizacédo
(SHEIKH et al., 2006). No presente trabalho, esse gene foi relacionado a auséncia de febre. Tal
fato, pode estar relacionado com a pesquisa desenvolvida por Huttener et al. (2014) que mostrou
reguladores negativos que ditam os niveis de EilA, causando a redugdo da formacéao do biofilme,
por conseguinte, favorece a auséncia de sintomas.

Atualmente, o conceito da presenca e auséncia do regulador transcricional (aggR)
vem sendo amplamente utilizado para designar, respectivamente, a EAEC tipica e atipica
(HARRINGTON, DUDLEY, NATARO, 2006; ANDRADE, GOMES, ELIAS, 2014,
ANDRADE et al., 2017). Diversos estudos mostram uma maior prevaléncia de EAEC tipica,
quando comparada com a atipica em estudos de diarreia infantil (TOKUDA et al, 2010;
ANDRADE et al., 2017).

Os resultados aqui presentes também identificaram uma maior deteccdo de EAEC
tipica (81,9%) em comparacdo com a atipica (18,1%). Similar aos nossos dados, estimam-se
ainda elevadas prevaléncias do gene aggR, variando de 88% a 59,2%, em pesquisas com
diferentes desfechos clinicos como a diarreia e a desnutricdo infantil (BOISEN et al., 2012;
JENSEN et al., 2017; HAVT el., 2017; LIMA et al., 2013). Ainda, no presente trabalho, mostrou-
se a presenca de aggR como um fator de protecdo contra a febre. Em oposicédo aos resultados do
nosso estudo, Sarantuya et. (2004), em estudo transversal de diarreia infantil na Mongolia,
identificaram EAEC tipica associada com a doenca.

Como principais mecanismos encontrados em nossa pesquisa, destaca-se 0
codificador da fimbria aggA4 e aar atuando como gerenciadores da modulagdo negativa de
viruléncia, inibindo, provavelmente, o processo inflamatério durante o processo diarreico (LIMA
et al., 2013; SANTIAGO et al., 2014; LIMA, MEDEIROS, HAVT, 2018). Além dos genes espC
e pic causando, respectivamente, a destruicdo do citoesqueleto celular e a protedlise da camada
mucolitica do epitélio intestinal, facilitando o processo de morte celular e colonizacdo
(SERAPIO-PALACIOS, NAVARRO-GARCIA, 2016; STEIN et al., 1996), como visto na
Figura 18.
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Figura 18 — Modelo de patobiologia da infeccdo pela Escherichia coli enteroagregativa destacando os fatores associados a

desfecho clinico observado no presente estudo
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Fonte: Proprio autor. Legenda: Estudos sugerem que o controlador negativo do regulador transcricional (aar) e o codificador da subunidade AAF/IV (agg4A)
modulam negativo o receptor de Toll-like 5 (TRLS5), assim evitando a ativacdo do NF-xB, e por conseguinte, bloqueando o processo de expressdo de citocinas
com a interleucianas (IL-8; IL-1B) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) 0 qual ativa o processo de migracdo neutrofilica (LIMA et al., 2013; LIMA,
MEDEIROS, HAVT, 2018 ;SANTIAGO et al., 2014). Os genes do secretor da enterotoxina EspC (espC) e da proteina envolvida em colonizagdo (pic) atuaram
como principais moduladores positivos de viruléncia. Pic apresenta atividade mucolitica o que facilita a invasdo e colonizacdo. EspC apresenta atividade
citotoxica cliva a alfa-fodrina, proteina associada a actina no citoesqueleto e as proteinas de adesdo, o que induz morte celular por necrose e através da via
apoptética mitocondrial, causando a reducdo dos niveis de expressdo da proteina antiapoptotica Bcl-2 e aumento da proteina pré-apoptdtica Bax no citosol para a
mitocdndria, o que conduz a liberacdo do citocromo ¢ para o citoplasma e perda de potencial de membrana mitocondrial com a ativacao de caspase-9 e -3 e por
fim, a fragmentacdo e aumento da subpopulagdo G1 celular (SERAPIO-PALACIOS, NAVARRO-GARCIA, 2016; STEIN et al, 1996).
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Inmeros estudos mostram EAEC, especificamente, envolvida com as doencas
diarreicas e desnutricdo (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013; NUESCH-INDERBINEN et
al., 2013), contudo poucas pesquisas apresentam a importancia do perfil das conjuncbes de
multiplos microrganismos durante o processo infeccioso, o que pode causar a persisténcia ou ndo
da infeccdo, que dificulta o tratamento dessas doengas e acarreta em prejuizos no
desenvolvimento infantil a longo prazo (KOSEK et al., 2014; LIMA et al., 2018).

Em geral, 77,2% das criancas estudadas apresentava pelo menos um enteropatégeno
em interacdo com a EAEC, sendo as coinfeccdes mais prevalentes com a E. coli enteropatogénica
atipica — aEPEC (43,5%), seguido de Giardia lamblia (18,1%) e E. coli enterotoxigénica — ETEC
(15,9%). Corroborando com os nossos dados, na pesquisa internacional (MAL-ED) realizada na
populacdo infantil no Nordeste brasileiro, durante os anos de 2009 e 2012, apresentou
Campylobacter spp., ETEC, Cryptosporidium spp. e EPEC atipica, como as mais frequentes co-
patogéneses, em criancas com infec¢des subclinicas da EAEC (LIMA et al., 2018).

Nessa avaliacdo citada, em sinergismo com a bactéria em estudo, quando avaliado a
sua deteccdo em adicdo a dois ou mais enteropatdgenos, resultou, principalmente, em déficit do
crescimento linear no periodo da primeira infancia (LIMA et al., 2018). Ainda no ambito do
estudo das coinfeccGes da EAEC na diarreia e desnutricdo, os agentes mais detectados foram
Norovirus GIl (MOYO et al, 2017), Rotavirus (4,8%) (TOBIAS et al.,, 2015), Dientamoeba
fragilis (60%) (JENSEN et al., 2016) e Campylobacter spp. (ROGAWSKI et al., 2017).

Considerando as criangas assintomaticas do nosso estudo, associou-se a EAEC com a
deteccdo de Giardia Lamblia e a auséncia da EPEC atipica. Em consonancia como os achados do
presente estudo, a pesquisa realizada por Bartelt et al. (2017) mostrou que a colonizagdo
simultanea de Giardia Lamblia e EAEC, em animais com dieta em deficiéncia proteica, contribui
para reducdo do crescimento do hospedeiro. Além disso, essa interacdo causa uma modulacao
negativa do processo inflamatorio, alterando o microbioma e os metabolicos do hospedeiro, o que
poderia conduzir a uma infeccdo subclinica (BARTELT et al., 2017; ROGAWSKI;
GUERRANT, 2017). Em analise multivariada dos sintomas da diarreia na coinfecgdo do nosso
estudo, observa-se a reducdo da febre associada a Giardia Lamblia.

Norovirus, E. coli enteroinvaisva/Shigella spp., Campylobacter spp. foram
correlacionados ao aumento do percentual de criangas com febre. Considerado o ultimo agente
que também apresentou relagdo direta com a elevagdo de evacuagdes por dia.
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Em estudo de vigilancia epidemioldgica realizado na Inglaterra com amostras dos
anos de 1993-1996 e 2008-2009, Chattaway et al. (2013) mostraram Norovirus e Campylobacter
spp. como as coinfecgdes mais prevalentes com a EAEC e foram associados aos casos diarreicos.
Pesquisa prospectiva de desnutricdo infantil realizada na cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil,
Lima et al. (2018) mostrou Campylobacter spp. como a coinfeccdo mais detectada com EAEC
em adicdo a outros patdgenos. Ademais, Tobias et. al. (2015) mostram 0,5% de prevaléncia da
copatogenése de Shigella spp. com a EAEC, apds a avaliacdo 307 criancas com diarreia em trés
hospitais em Israel. Contudo, poucos estudos relataram a ocorréncia das coinfecgfes e seus
especificos sintomas na diarreia o que dificulta as analises, portanto enfatiza-se a necessidade de
se desenvolver novas pesquisas nessa area.

As possiveis razdes para os resultados obtidos das elevadas infecgdes e coinfeccBes
subclinicas da EAEC sdo: (1) a excre¢do prolongada de alguns patdgenos nas fezes durante a
recuperacdo clinica (PLATTS-MILLS et al., 2015); (2) relacdo dos fatores de suscetibilidade do
hospedeiro a infeccdo como a baixa responsividade do sistema imune o que pode ocorrer durante
a desnutricdo (3) transporte assintomatico pode resultar em imunidade obtida ap6s a continua ou
prévia exposicdo aos mesmos patdgenos devido as mas condi¢des de saneamento basico (MOYO
etal., 2017).

Nosso estudo apresentou algumas limitacGes, quanto ao diferente tempo de coleta das
amostras nos municipios, o que impede avaliar a sazonalidade. A andlise da completude das
amostras para os genes de viruléncia e as coinfecgbes poderia favorecer uma melhor
compreensdo do maquinario genético da infeccdo causada pela EAEC e suas copatogéneses
ativas no desenvolvimento e na auséncia da doenca. Ademais, um estudo coorte de diarreia
infantil no semiarido brasileiro poderia favorecer um melhor entendimento sobre fatores
relacionados ao hospedeiro como os detalhes do crescimento infantil linear, além de uma

investigacdo profunda sobre os fatores de evolugdo genética da bactéria ao longo dos anos.
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7 CONCLUSOES

e Este estudo demonstrou a EAEC como um importante enteropatdgeno, correlacionado
com a diarreia infantil no Semiarido brasileiro, com a detec¢do 53,8% das crian¢as com a
diarreia e 46,1%, em assintomaticos.

e O entendimento sobre os determinantes epidemioldgicos das infecgdes clinicas e
subclinicas pode contribuir para o desenvolvimento de medidas preventivas da doenca.
Em nossa pesquisa, sugere-se que a exposicdo da EAEC nos seis primeiros meses de vida,
o0 aleitamento materno ndo exclusivo e mées adolescentes e adultas jovens (idade de 14 a
25 anos) favorecem o aparecimento da diarreia inicial. Com a gradativa exposicao poderia
gerar infecgBes subclinicas que se associou a criangas no terceiro ano de vida, aleitamento
materno ndo exclusivo e maes adultas, ainda a agua ndo tratada mostrou-se como um
potencial veiculo da doenca.

e A diversidade genética dos fatores de viruléncia microbianos tende a modular a
progressao ou término da doenca. O amplo painel de genes de viruléncia estudado indicou
0 gene codificador da enterotoxina EspC (espC) como um possivel biomarcador de
gravidade da doenca diarreica na infeccdo causada pela EAEC. Em contrapartida, o gene
regulador negativo do aggR (aar) poderia reduzir o efeito da perpetuacdo da diarreia.
Fatos que podem contribuir para futuros estudos especificos como alvos terapéuticos de
interesse da doenca.

e Os dados sugerem que a influéncia das combinacBes genéticas pode alterar o
comportamento individual, induzindo o sinergismo que propicia o desenvolvimento das
manifestagdes clinicas como o gene codificador da fimbria IV (agg4A) correlacionado
individualmente ao grupo controle, mas em associagdo com a hemaglutinina sensivel a
temperatura (tsh) e protease extracelular da Shigella (sepA) poderia induzir a febre.

e EAEC e Giardia lamblia apontam com um possivel fator que influencia declinio do
crescimento infantil (diminuicdo do z-escores WHZ) nas coinfecgdes subclinicas (ou
assintomaticas). Mais estudos sobre o mecanismo dessa co-patogénese ainda séo

necessarios.
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ANEXO A - COMITE NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

MINISTERID DA s».uoi“i
Coneaing Nacions! da Sados
Comissio Haclonal do Etice em Peaguiza - CONEP

PARECER N* 7602006

Regisiro CONEP: 12720 (Este n* déve ser 0ilado ks correspandéncies rilersnt=e a esto moli)

Regisiro CEP: 238/05 Processo n® 25000.017262/2006-38
Projeto de Pesquisa: Jiesvengdo com micronutientes ¢ impacio a longe praze no
Beash.” Protocolo (Re-ICIDR)  OMIC 05-0077 . versao 3.0 — Traduglo revisada em
23/11/2005. Pesquisador Responsével: Du, Aldc Angelg Moceka Uma

Instituigdo: Unwversidades Federal do Ceard /CE

Patrocinador: National Institute of Alisrgy and Infectious Diseases - NIAID

Area Temdtice Especial: Gandlica Humana, Cooperagéa Estrangesra

An se proceder a andise das respostas ao Pamosr CONEP n® 3522006, refsreme ao
proeto de posquise supracitado, consigerou-se om geral alendidas/escisrecadas @
maioria das quesices. No entanto cadem ainda a5 sequites consideractes:

1. A respose referante & questiao 5 dewe sae methor esclarecida no Termo de
Consertimante Livve e Esclarecido, devende esler expliciada a
responsabidade do pesquisador medianie fqualguer dand, Nad basta apengs &
citagdo quanic a0 direda a reclamar legaimens.

2. Com relagio & questds §, foi anexado o encaminkamento sofcitando anaiise e
parecer do Comité de Etica da Universidade de Virginia, EUA (pais de origem).
Aguarda-se. portanta, o documento Ce 2provaglo por Comitd de Euca em
Pesquiss desse pais

3. Quantlo a quasiac 7. o pesquisador contorda com as cllagies das rosolucoes
o CNS referanies & interrupcao do estudo. Entretanto, dove estar esclarecido
no proprio pardgrefo da pag. 45 do protoculo as refaréndias As cesolugbes efou
anexar deckhragdo de gue caso haja necessidade de inerrupcac 8o estudo, a
mesma se dara conforme o disposio nos ens 113 °2" @ V14T da Hes
ONS1596/96 8 2em 1.2 "e” da Res, CNS 245197

. A Questda B fol parcia mante atendicla. Nos ¢riléros ge inclusdo naoc fo fsita a
referéncia a0s 2000 tamiiares Gue seréc dosdorss do material genético,

5. B glendimento & questdo 14, relativa &0 Tenmu de Consantimanto Livra o
Escireticn- TOLE, foram apreseniados dois TCLE {um para @ pasquisa com
micronuinienies & ouko para a pesquisa genétca) em alendamenio aos sub-
hens da referida questdo, porém com datas de varsso de 08/04/2005, anerior
a versho apresentads inicaimente (23/11/2009) 8 anterior a data do Parecer
CONEP 352/20068 (dslado o2 20/0:4,/2008). Esclarecer. Entende-se que 38
versges do TCLE cevemn conssar data posierior 30 parecer da CONEP.

€. No TCLE 25pecifico para a pescuisa para miciorarientes, deve sor oxchilda a
frase que coneidera como beneficic  agsiEléncia médica gratuita & o
fomecimento gratidtc dos supigmenios em tsste. Esle fato poderia ser
congidarado como infringente & aulanamia pois pade ser cansiderada umna
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Cent. Pargcar CONER N* 760/2008

nossive! indugio 20 s Jeho da pesquisa, 0fringindo a sua autonomia, uma vez
que héo se caracleriza realmente como beneficio pera os sujglos, & que j
acesso a iralamento deve ser qarantido a todos Tal frase poderia ser colocad

, por gxemplo, num itim denominady “custos

7. No TCLE espeoificy para a pasquisa genétca néo cebe referneias af
adminisira¢do do medicamento em estudo, mencionada em alguns ilens,
Rever

acordo com as atrhulgoes definidas na Res. CNS 19696 manifesta-se pet
aprovagio o projelo de pesqulsa propasto, com a seguinte recomendacao a
acompanhada pelo CE? que inforimara a CONEP:

Blante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa ~ CONEP, 3

¢« Que sejam atendidas gs questdes agima, antes ¢o inicio o estudo,

Situagao: Protocolo aprovado com récomendacad

frasilia, 14 e julho de 2008,

| // )é.é Qg«»&

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNSMS




ANEXO B — COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFC

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 338/09 Fortaleza, 20 de novembro de 2009
Protocolo COMEPE n° 238/05

Pesquisador responsavel: Aldo Angelo Moreira Lima

Dept®./Servigo: Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFC

Titulo do Projeto: "Intervengdo com micronutrientes e impacto a longo
prazo no Brasil - Subprojeto 2A"

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceard — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Sal(de — Ministério da Saude, Resolucdo n°196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou a realizagdo do subprojeto
2A na reunido do dia 19 de novembro de 2009 nas cidades de Crato,
Picos, Cajazeiras, Sousa, Limoeiro e Pacajus cujas declaragbes de
anuéncia foram apresentadas.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatorio final do referido projeto.

Wq::‘:j).%:/ﬁh 4 ZMJLW

o
UFC
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Riscos:
N3o existem riscos fisicos, sociais ou psicolégicos neste estudo.
Confidencialidade:
A confidencialidade e a privacidade dos dados de sua crianga sero resguardadas, segundo normas éticat
brasileiras.

Responsabilidade em Caso de Danos:

Se seu filho apresentar qualquer dano como resultado direto do estudo, vocé devera entrar em contato
com o Dr. Aldo Lima no fone: 3366 8437 para receber a terapia necessaria. Qualquer dano resultante de sua
participacéo sera avaliado e tratado deracordo com os beneficios e assisténcia integral que vocé passa a ter
direito ao assinar este formulario de consentimento e entrar na pesquisa, pois todo dano mediante o estudo &
de inteira responsabilidade do pesquisador.

Para quem ligar:

Se vocé tem: (1) alguma questio sobre o estudo, por favor ligue para Dr Aldo A.M. Lima, Unidade de
Pesquisa Clinica, UFC (Tel.: 3366 8445); (2) alguma questdo sobre seus direitos como participante de um
estudo, por favor ligue para Comité de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE), Tel.: 3366.8346, ou peca a
alguém do estudo para ajudar vocé a contatar com as pessoas citadas acima.

Direito de desistir:
A participagao de sua crianca neste estudo & completamente voluntaria. Vocé é livre para retira-la do
estudo a qualquer momento sem prejuizos. Apenas avise a um dos membros da equipe.

Nome do Sujeitc
(Se < 18 anos)
e ol 1

Pai ou Guardigo Legal Pai ou Guardido Legal dd/ mm/ ano
(NOME LETRA FORMA) (ASSINATURA)

/A

Assinatura da Testemunha dd/ mm/ ano
/ /

Assinatura do Membro da Pesquisa dd/ mm/ ano
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Interveng&o com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil
(Semi-Aridc Brasileiro: Objetivos 2a e 2c)

Nome do Participante

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando sua crianga para participar de uma pesquisa de genética para infecgdes
gastrintestinais e impedimento de crescimento e desenvolvimento. Este estudo é uma parceria entre a
Universidade Federal do Ceara e a Universidade da Virginia, nos Estados Unidos. Amostras de fezes, dados
antropométricos e dados socio-culturais serdo coletados e examinados. Faremos testes de DNA nas amostras
coletadas para ver as caracteristicas hereditarias que podem previamente produzir infecgbes gastrintestinais ou
impedimento do crescimento e desenvolvimento.

O objetivo deste estudo & aprender sobre a tendéncia para infecgbes gastrintestinais e seus efeitos no
desenvolvimento. O objetivo do teste genético é identificar os fatores que contribuem para o desenvolvimento
de certas doencas.

Para participar deste estudo vocé deve concordar com os termos aqui expostos.

O que estamos tentando descobrir:

Sua crianca foi selecionada porque mora numa cidade situada na regido do semi-arido brasileiro e esta
na faixa etaria entre 2 e 36 meses, além de nio apresentar sintoma diarréico nos ultimos 15 dias antes da
coleta das amostras

Nosso grupo de pesquisa tem estudado o impacto das doencas diarréicas em criangas de comunidades
carentes de Fortaleza. Os estudos realizados permitiram a associacio entre as diarréias persistentes e
algumas infecgdes entéricas especificas com a ruptura da barreira intestinal, provocando alteragcbes na sua
fungio absortiva e predispondo criancas a uma maior carga diarréica. Observamos que a ocorréncia de
doengas diarréicas nos dois primeiros anos de vida e a presenga de determinados patégenos entéricos, pocdem
influenciar no crescimento linear da crianca. Episéddios de diarréia persistente nos dois primeiros anos de vida
mostraram ter associagdo com um déficit de crescimento de 1,5 a 4cm aos 4 a 6 anos de idade nessas
criangas. Além disso, a idade de inicio da crianca na escela e a idade por ano escolar sao significantemente
atrasadas pelas doengas diarréicas ocorridas no inicio da infancia.

Na busca por alternativas para a diminuigao do impacto causado pelas doencas diarréicas causadas por
virus, bactérias ou parasitas, observamos a grande eficiéncia da solugdo de re-hidratacao oral baseada em
glutamina quando comparada & tradicional solugio & base de glicose. Além disso, temos testado a influéncia
da suplementagio de micronutrientes, como zinco, vitamina A e arginina, na dieta de criancas susceptiveis as
doencgas diarréicas, observando a reducdo no namero de criangas doentes.

Estes estudos tém sido realizados em duas comunidades carentes de Fortaleza: Parque Universitario e
Gongalves Dias, ambas situadas em Fortaleza e préximas a Faculdade de Medicina. Acompanhando os
quadros diarréicos dessas duas comunidades ao longo dos dltimos 20 anos, observamos que mesmo nas
criangas que ndo apresentam diarréia como sintoma, ainda existe uma aita prevaléncia de inflamacgao intestinal
e de enteropatégenos que podem oportunamente causar as doengas diarréicas quando as defesas
imunolégicas sido reduzidas. Isso vem acontecendo principalmente em virtude de condi¢cdes higiénico-
sanitarias insatisfatérias e da caréncia de uma dieta nutricional balanceada.

Para que possamos realmente avaliar o impacto lesivo da presenca destes agentes infecciosos,
principalmente quando n&o ha diarréia, se faz necessaria a avaliagio destes agentes em criangas que nao
residem nessas comunidades. Os resultados deste estudo para os participantes serdo mensurados em termos
de conhecimento do risco para as doengas diarréicas. A sociedade em geral se beneficia de qualguer reducéo
nestas doencgas da pobreza.

O que acontecera:

Existem duas partes para este estudo:

1. Um profissional de salide (enfermeira e/ou agente de saude) coletara uma amostra de fezes e um pouco
de saliva, através de um bochecho, de sua crianga;

Um questionario sera aplicado para coletar informacgoées sécio-ambientais;

Medidas antropométricas serdo também verificadas e registradas em um formulario;

As amostras serdo enviadas para o Laboratério de Doencgas infecciosas para realizar testes especificos
para este estudo. As amostras de fezes serdo avaliadas através de métodos e técnicas de biologia
molecular para a detecgao de bactérias que prejudicam o intestino;

5 Suas amostras ficardo armazenadas por 5 anos apds o final do estudo para futuras validacbes dos testes.

Beneficios:

A deteccao de helmintos e protozoarios, através do exame parasitologico de fezes, ou de crescimento de
bactéria reconhecidamente prejudicial ao intestino sera informada aos responsaveis e uma indicagac de
tratamento sera indicada pelo médico pediatra responsavel pelo estudo.
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ANEXO D - FICHA EPIDEMIOLOGICA

FORMULARIO

ETIOLOGIA DE DIARREIA DO SEMI-ARIDO

Caso n3o exista resposta para alguma pergunta, escreva ND como resposta.

# Cuestao Codigo Resposta
L1} Data da Aplicagdo do (ddimmm/aa) DD / |:| |:| |:| ' DD
Questionanio
Informiagdes sobre a crianga:
02 Diata de nascimento {ddimmmiaa) DD f |:| |:| |:| ¥ |:||:|
e g 1= Ino;
o e L]
04 Alimentacdo da crianca 1=amamentacio
enciusiva;
2m So-
i [l
J=ndo amamenia mais;
4=runca fol
amameniada;
G=ndp 53k
03 5 tz ant for 3
{nSo amamentz mai), por S L]
quanto temipo a cranca fo
amamentada?
Anfropometria
06 Peso kg |_||_| |:||_"_|
oT Ala cm |:||:| |:| I:'
08 Circunferénca da cabeca cm | " | | " |
Informagdes sobre o responsavel:
G n =mde; 2=pal;
s EE;E oS com 3 3-au||:- :-:lju;e-t-fz.‘lzllzr?'lta::-:: I:l

J=0a (o], E=0oubm

10 Caso a resposta 3 questao
antenor seja & (outro
rarenkesco), favor
especificar.
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11

Idade da mae da cranca

12

Grau de escolandade da
mae

1= ndo estudoL;
2=primaris Incompleto;
J=primano compleio;
A=secundario
Incompledo;
S=gecundano complein,
E=superion Incomgletn;
T=gup=rion completo;
Cmndo sabe

13

ldade da primeira
pestacio

anos

L]

Condigbes socio-economicas e hi

gienico-sanitarias da fa

milia da crianga:

T=talpa; 2=alvenana;

14 | Qual o tipo de casa em I=mista; 4=0UT3; |:|
que a crianga vive? S=nao s3de
13 Caso a resposta 3 questao
amtenior seja 4 (ouro tipo de
habitacan), favor
16 Mimero total de |:“:|
comodos/comparamentos
da casa
17 Mimero total de habtantes DI:'
da casa (criangas e
adultos)
18 Mimero de habitantes da DD
casa menones de 5 anos
19 Renda familiar {em 1= =iz Z=i%3s=i;
salarios minimos) F=13s2 4=2as3; |:|
' S=3as=S; G==5;
S=nd0 sale
1= 3gua encanada;
20 A agua de beber da casa & | 2=POgD profunoo;
provenients de J=CAEMDE;
d=CAMOGE,
S=ricdacude; |:|
E=Ciztema;
T=Camo plpa;
§=agua mineral;
g=nio sabe;
10=piira forme
M Caso a resposta 3 questao
artenor seja 10 {outra fonte

de agua), especificar.




X2 C que faz antes de utilzar | 1= ferve; 2-usa fitr;
a Agua para beber? ¥=usa solucdn de chon; I:l
4=nenhuma agio;
S=0Ulra; 9=ndD sabe
23 Caso a resposta a questao
antenior seja 3 (oura ag3o),
fanvor especificar. i
24 Tipo de esgotamento 1=foss3;
sanftaric da casa 2=rede’esgato plbilco I:'
(Bangar);
Jmzem ssEma de
E5Q0ID
25 Ha sanitario dentro da 1=sim;  2=ndo |:|
casa’?
26 Existe agua comente e 1=sim;  2=ndo |:|
sab3o para lavar as maos
perto do sanitanio?
27 Com qual frequéncia agua | 1=sempre;
comente e sabao s3o 2=frequentements; I:'
utiizados para lavar as J=poucas vazes;
maos? 4= raramaniz;
S=MUNCE;
Sm=ndo sale
28 Crangas menores de 5 T=EEmpine;
anos defecam no chao da g:ﬁgiﬂgm |:|
casalguntal? Las | :
& d=nd0 oU raramente,
Sm=ndo sale
23 Anirmats costurmnam ficar =gl 2=rido; |:|
dentro de casa ou a0 redor | 9=nao sabe
[N quantal)?
30 Caso 3 resposta a questao
amtenior i3 1 (sim), favor
especificar gual(is)
anmal(is).
Condigdes clinicas da crianga
H Sua crianga apresentou 3 | 1=8lm; 2=ndo

ou mais fezes liguidas nas
Utmas 24 horas? (CASD A
RESPOSTA SEJ4 NAC, w4
FaARA A GUESTAD 38)
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32 Caso a resposta a3 questao
antenor seja 1 (sim), favor |:| |:|
especificar a quantos das
3 cranca vermn .
apresentando dizmea
33 Quantas evacuagies em |:|
24 horas? (Maior numero
recondado)
34 Sinais/sintomas observados pelo guardiao ou reportados pela crianga:
3441 Dor abdorminal 1= 5l I:l
342 | vomno 2-naa;
S=ndp s3be
343 | Muco nas fezes |:|
A | Sangue nas f2zes
345 | Fraqueza |:|
35 | Inguietacao
347 | Tosse ou sntomas |:|
respiratdrios
343 | Desidratagdo 1=moderada;
[Entrevistadar, favor 58 2=grave;
reportar & tabeia 1, em T=grau nao ldentfcada; |:|
anexn, pars classicacso de 8=ndo esta desldratzda;
deskiratar3o 20 fnal do S=ndo sane
guestonda)
i Febre 1= =lm; | |
2=nido;
S=rid0 sabe
121 | Casotennarealizado medida | Medida em oC jou ND) HEE
com fermametro, Informe a
malor medlda recordada.
34.10 | Qutros sintomas cu dosngas | 1= 8] |:|
concomitaniss 2=nido;
9=rido sane
33 Caso a resposta 3 questao

2 10 =53 1 (sim), favor
especificar.
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36 A crianca recebeu algum | 1=am;
tratamento durante a 2=nd0; |:|
diarmeia? S=nan sale
kT (350 a resposta 3 questao
24 seja 1 (sim), fawor
especificar,
38 Sua crianca apresentou 1= =i,
Sarmiia nie ermes 14 2=ndo; []
dias? Gm=nd0 sabe

Situagao vacinal da crianga

38 A crianga recebeu as seguintes vacinas? 1=sim;

I=nae;  S9=ndo sane

321 | BCG

{30 RISCEF, SR fommar gRIves
e rbercaloee)

L R g

/2 | 5RC |:|
Sramps, Mibdala, cammba, 2
moses) T —
2383 | Hepatite B |:|
fa0 mascer, reforpas om 2 4 .
moses) Tl = A
o4 | WORH
e cenl oot rofovrug
Maavrr; I o 4 maeses) 9 — dimm—
25 | Hio |:| |:|
(meRiRFine ¢ ctres migcpdes — .

cennisadas pefn Mlarmopdlus

ipflhicnzge npo & 2 4 ¢ & meses)

I e

2306 | DPT-"Trphce"

idifirsia, rdemo. coqueliche: I
4, 6 e 1) meseg)

L]

8T | WOP: “Gotinha”
factrg ol oortra pdlio; 2, 4, 8
¢ [5 meres)

jL]
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GQuestoes para o entrevistador

40 Foi coletada amostra de
fezes?

1=sim; 2Z=ndo |:|

1=zim; Z=ndo

41 Foi coletada amostra de
salva?

[]

42 A crianca fol classificada 1= aso;  2=gonirole

COmo caso ou conmole?

[]

Entrevisiador:

Assinatura:

L

Tabela 1: Classificagao dos graus de desidatacdo

ANEXOD

— PCRGUHTES RESPFOSTASS
A B c
Dlamélas Abd 4 dajacdes De 4 3 10 defecdes £ de 10 dejeples
liquigasila O liqusasia 0 iqudasiaa O
Wamhos Ausents 0 Poucaquantidage [ Multofrequanis [
Seoe Mormal [0 Aumeniada [J Maopodebeber [
Urina Hormal D Polca, escUra D Menhuma em &h |:|
Oihos Normials [] Fundaes [] Muitafundos ]
Socae _'1-;.11 Mialhadas D Senas D Ressaradas I:I
2zle Pressionada, voita ap  Presslonada, voila Preszionada, volla
normai O lenamente O rutoientamente [
Dﬂldrata-;ﬂ-:- Casn apresante esi2s Casn ElF-I'EE-E'r'I:E dolsou  Caso ElF-I'EE-E-I"I:E dols ou
slnbomas: mals destes slniomas mals destes slniomas
MAD SIM, MODERADA SIM, GRAVE

"Ag respostas A, B e C comespondam a3 Intensldades crescemntes 006 sinals e sintomas de BE'EHTEI-J-I}h.
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ANEXO F - ARTIGOS CIENTIFICOS EM PREPARACAO

Genetic Virulence Profile of enteroaggregative Escherichia coli correlated with clinical
manifestations of diarrhea and asymptomatic children

Prevalence, characterization and clinical manifestations of multiple enteroaggregative
Escherichia coli coinfections in children from Northeast, Brazil



