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RESUMO

Desnutricdo infantil é uma das causas de maior morbidade e mortalidade que acometem
criangas em paises em desenvolvimento. InfeccBes por Escherichia coli enteroagregativa
(EAEC), independentes de sintomatologia, tém sido associadas a um retardo do crescimento
dessas criangas. O objetivo desse estudo foiinvestigar os genes relacionados a viruléncia,a
resisténcia aos antimicrobianos, filogrupos genéticos e resposta imunoinflamatéria associadas
com cepasde EAECisoladas de criancas nutridas e desnutridas em Fortaleza, Ceard, Brasil.
Este estudo caso-controlefez parte de um estudo multicéntrico intitulado “Etiologia, Fatores
de Risco e Interacdes de Infeccdes Entéricas e Desnutricdo e as Consequéncias para a Saude
Infantil”, ou estudo MAL-ED, que ocorreu no periodo de agosto de 2010 a setembro de 2013,
obtendo aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara
(COMEPE n°. 246/09).Foram analisadas 402 criancas com idades entre 6 a 24 meses, sendo
determinadas 201 criangas casos e 201 criangas controles, onde os casos foram definidos
como criancas desnutridas atraves de WAZ <-2 e os controles foram definidos como criancas
nutridas com WAZ > -1. Foi realizada extracdo de DNA de coldnias de Escherichia coli
oriundas de amostras fecais das402 criancas. Através de PCR multiplos foram detectados os
cinco patotipos de E.coli, o diagndstico do patotipo EAECfoi por meio da deteccdo dos genes
alvo aaiC e aatA.A deteccdo dos genes relacionados a viruléncia de EAEC foi realizada
utilizando cinco painéis de PCR mudltiplos, totalizando 20 genes. Ainvestigacdo dos
filogrupos A, B1, B2 e D foi realizada através da pesquisa dos genes chuA, yjaAe TspE4C2. A
determinacdoda formacdo de biofilme dessas cepas foi realizada através da coloracdo por
cristal violeta. Para avaliar a sensibilidade antimicrobiana foi utilizado o CLSI (2017) como
parametro. A andlise de biomarcadores de inflamacdo foi empregada através de ensaio
imunoenzimatico. Foram diagnosticadas24.1% (97/402) amostras positivas para EAEC,
onde56.7% (55/97) foram definidos como casos e 43.3% (42/97) foram controles. Os genes
relacionados a viruléncia mais presente em todas as amostras foram o orf3 e 0 agg3/4C com
81.9% (68/83), seguido de aggRcom 79.5% (66/83). Os de menor prevaléncia foram aafA
28.9% (24/83), sequido de aafC 15.6% (13/83) e por fim o agg3A com 6% (5/83). Nenhum
dos genes foi correlacionado com o grupo caso ou controle. Na distribui¢do dos filogrupos, o
filogrupo B2 foi 0o mais prevalente com 54.2% (51/94), sequido do filogrupo D com 38.3%
(36/94) e o filogrupo A com 7.4% (7/94). Na deteccdo da formacéo de biofilme o grupo caso
obteve uma maior formacdo em relacdo ao grupo controle (45.7% vs 32.9%) e quando
relacionados com o0s genes relacionados a viruléncia, o gene aar foi associado com a
formacdo de biofilme (P= 0.0466). Na determinacdo da resisténcia antimicrobiana a
ampicilina foi o que apresentou maior taxa de resisténcia com 58.5% (55/94), seguido
trimetoprima/sulfametoxazol com 55.3% (52/94) e azitromicina com 23.5% (23/94). As
maiores taxas de sensibilidade antimicrobiana foram apresentadas pela ceftazidime com 100%
(94/94), seguida de cefoxitina, ertapenem e ciprofloxacina com 98.9% (91/94). Os
biomarcadores de inflamacdo sisttmica FABP-I (P=0.0127), IgA anti-LPS (P=0.0353),
IgGanti-LPS (P=0.0192) foram associados com 0s casos de desnutri¢cdo. E os biomarcadores
de inflamacdo MPO (P=0.0169), calprotectina (P=0.0096), CD14s (P < 0.0001), SAA (P <
0.0001) apresentaram associagdo com o0s controles. Conclui-se que a heterogeneidade da
EAEC pode influenciar sua relagdo com o hospedeiro, causando sua persisténcia durante a
colonizagdo, além da alta prevaléncia da circulacdo de cepas resistentes a diversos
antimicrobianos o que dificulta o tratamento da infeccdo.

Palavras-chaves:Desnutri¢do; Escherichia colienteroagregativa; Perfil de viruléncia



ABSTRACT

Child malnutrition is one of the causes of increased morbidity and mortality among children
in developing countries. Infections with enteroaggregative Escherichia coli, independent of
symptomatology, have been associated with a growth deficit of these children.The objective
of this study was to investigate the genes related to virulence, antimicrobial resistance, genetic
phylogroups and immunoinflammatory response associated with strains of EAEC isolated
from nourished and malnourished children in Fortaleza, Ceara, Brazil. This case-control study
was part of a multicenter study entitled "Etiology, Risk Factors and Interactions of Enteric
Infections and Malnutrition and the Consequences for Children's Health,” or MAL-ED study,
which occurred from August 2010 to September of 2013, obtaining approval by the
Committee of Ethics in Research of the Federal University of Ceara(COMEPE n°. 246/09).A
total of 402 children between the ages of 6 and 24 months were analyzed, with 201 cases
children and 201 controls, where the cases were defined as malnourished children through
WAZ <-2 and controls were defined as nourished children with WAZ > -1.DNA extractions
were performed of Escherichia coli colonies derived from faecal samples from 402 children.
Through multiplex PCR five pathotypes of E. coli were detected, diagnostic of the EAEC
pathotype was by detection of target genes aatAand aaiC.Detection of genes related to the
virulence of EAEC was performed using five multiplex PCR panels, totaling 20 genes. The
investigation of the phylogroup A, B1, B2 and D was performed through the search of the
genes chuA, yjaA and TspE4C2. The determination of the biofilm formation of these strains
was performed through violet crystal staining. To evaluate the antimicrobial susceptibility,
CLSI (2017) was used as a parameter. Biomarkers analysis of inflammation were performed
using an enzyme-linked immunosorbent assay.Were diagnosed 24.1% (97/402) samples
positive for EAEC, where 56.7% (55/97) were defined as cases and 43.3% (42/97) were
controls. The most prevalent genes related to virulencein all samples were orf3 and agg3/4C
with 81.9% (68/83), followed by aggR with 79.5% (66/83). Those with the lowest prevalence
were aafA 28.9% (24/83), followed by aafC 15.6% (13/83) and finally the agg3A with 6%
(5/83). None of the genes were correlated with the case or control group. In the distribution of
the phylogroups, the philogroup B2 was the most prevalent with 54.2% (51/94), followed by
the filogroup D with 38.3% (36/94) and the philogroup A with 7.4% (7/94). In the detection
of biofilm formation, the case group obtained a higher formation compared to the control
group (45.7% vs 32.9%) and when correlated with the genes related to virulence, the aar gene
was associated with biofilm formation (P = 0.0466). In the determination of antimicrobial
resistance, ampicillin presented the highest resistance rate with 58.5% (55/94), followed by
trimethoprim/sulfamethoxazole with 55.3% (52/94) and azithromycin with 23.5% (23/94).The
highest antimicrobial susceptibility rates were presented by ceftazidime with 100% (94/94),
followed by cefoxitin, ertapenem and ciprofloxacin with 98.9% (91/94). The biomarkers of
systemic inflammation FABP-1 (P = 0.0127), IgA anti-LPS (P = 0.0353), 1gG anti-LPS (P =
0.0192) were associated with cases of malnutrition. And the biomarkers of inflammation
MPO (P = 0.0169), calprotectin (P = 0.0096), CD14s (P <0.0001), SAA (P <0.0001) were
associated with the controls.It is concluded that the heterogeneity of EAEC can influence its
relation with the host, causing its persistence during colonization, besides the high prevalence
of the circulation of strains resistant to several antimicrobials, which makes difficult *~~
treatment of the infection.

Keywords: Malnutrition; Enteroaggregative Escherichia coli; virulence profile
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1. INTRODUCAO

Desnutrigdo infantil continua sendo um problema que acomete principalmente
paises em desenvolvimento(BLACK et al., 2013). Um dos patotipos de Escherichia coli, a
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), tem sido considerada um importante patdgeno
associado a infeccbes entéricas em criancas e adultos(LIMA et al., 2000; MOORE et al.,
2010; MORENO et al., 2010; TANIUCHI et al., 2013) e também a um déficit de crescimento
infantil em criancas de paisesem desenvolvimento (HAVT et al., 2017;PLATTS-MILLS et
al., 2017). Além disso, o referido microrganismo € associado a infecgdes entéricas em
viajantes que retornaram de paises em desenvolvimento (LAAVERI et al., 2017).

A patobiologia de EAEC é complexa e ainda permanece incerta devido a alta
heterogeneidade das cepas, no qual muitos individuosdesenvolvem quadros clinicos
caracteristicos enquanto outros apresentam infec¢do assintomaética (LIMA et al., 2013). A
presenca desse patdgeno nos primeiros anos de vida, independente da sua relacdo com a
sintomatologia, esta relacionado a um déficit de crescimento infantil (ROGAWSKI et al.,
2017). Muitos genes de viruléncia tém sido descritos em trabalhos realizados em vérios
paises, para tentar compreender 0s mecanismos que estdo envolvidos na viruléncia bacteriana
(BOISEN etal., 2012;ALl et al., 2014; HAVT et al., 2017).

A deteccdo de uma alta prevaléncia de infeccdes por enteropatdgenos em pessoas
assintomaticas levou a um crescente aumento nos estudos sobre disfungédo entérica ambiental
(DEA), no qualos dados mostram associacdo entre infeccOes assintomaticas e esse
quadropatologico (GUERRANT et al.,, 2016; MAL-ED, 2017). Além das morbidades
associadas a esse tipo de infeccdo, pesquisas tém demonstrado altas taxas de resisténcia
antimicrobiana adquirida por EAEC, principalmente a beta-lactamicos(ALI et al., 2014;
BANFADEH; HAGHI; ZEIGHAMI, 2015).

Tendo em vista a importancia epidemiologia de infeccbes por EAEC, se faz
necessario estudos que promovam uma melhor caracterizacdo das cepas circurlantes em
criancas para o entendimento da patobiologia dessas infecgdes. Nesse sentido, o presente
trabalho se propoe investigar os genes relacionados a viruléncia, perfil de sensibilidade
antimicrobiana, bem como a formacao de biofilme e resposta imuno-inflamatoria relacionada

a cepas de EAEC isoladas de criangas nutridas e desnutridas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Desnutricdo infantil

De acordo com o Fundo das Nacbes Unidas para a Infancia
(UNICEF),desnutricdo é uma deficiéncia energético-proteica que esta associada a diversos
fatores como déficit de alimentacdo e infeccBes persistentes que, particularmente, acometem
populagdes em ambientes menos desenvolvidos(UNICEF, 2013).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica trés sistemas diferentes pelos
quais uma crian¢a ou um grupo de criancas podem ser comparados a populacdo de referéncia
para a classificacdo de desnutricdo: escores Z (escores de desvio padréo), percentil e
porcentagem de mediana. Entretanto, para uma avaliacdo de base populacional, incluindo
pesquisas e vigilancia nutricional, o escore Z ¢ amplamente reconhecido como o melhor
sistema para anélise e apresentacdo de dados antropométricos(WHO, 1997).

Os indices ou escores Z antropométricos utilizados para avaliar o estado
nutricional sdo (WHO, 2006):

e escore Z peso por altura (WHZ, do inglés weigth-for-heigth Z score);

e escore Z altura por idade (HAZ, do inglés heigth-for-age Z score);

e escore Z peso por idade (WAZ, do inglés weigth-for-age Z score).

Os indices antropométricos também sdo usados para definir os diferentes tipos de
desnutricdo. A desnutricdo aguda ou baixo peso(do inglés, wasting) é definido como indice de
baixo peso para altura (WHZ) e é, na maioria dos casos, um indicativo de um processo
recente de perda de peso. Entretanto, a desnutricdo crénica ou nanismo(do inglés, stunting) é
definida pelo indice de baixa altura para a idade (HAZ), resultante de uma condicdo subétima
de saude e/ou nutricdo. Em contrapartida, a subnutricdo é caracterizada pelo indice de baixo
peso para idade (WAZ), ou seja, é influenciado tanto pelo indice WHZ, como pelo indice
HAZ, culminando numa interpretagdo complexa (ACF, 2010; WHO, 2017).

A OMS (2017) classifica a desnutricdo de acordo com a gravidade, definida

clinicamente por um valor de escore Z, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1Classificacdo para avaliar a gravidade da desnutricéo.

Classificacao Escore Z
Normal escore Z > -1,0 DP*
Leve - 2,0 <escore Z<-1,0 DP
Moderada -3,0<escore Z<-2,0 DP
Grave escore Z <-3,0 DP

Fonte: Adaptado de WHO (2017).
Nota: *DP - Desvio padréo de referéncia segundo a OMS (2006).

A desnutricdo infantil € um problema de dimensdes alarmantes em grande parte
do mundo, associada a pobreza e a desigualdade.A desnutricdo é uma expressiva causa de
mortalidade de criancas nos paises em desenvolvimento, apesar dos indices terem diminuido
nas ultimas décadas (BLACK et al., 2013; WHO, 2017).Desse modo, a diminui¢éo do estado
nutricional causa uma consequencia patoldgica, bem como um fator de risco para doengas e
desnutricdo exacerbada, podendo aumentar o risco de morbidade e mortalidade. Embora
raramente seja a causa direta da morte (exceto em situacOes extremas, como a fome), a
desnutricdo infantil foi associada a 54% das mortes infantis (10,8 milhdes de criangas) nos
paises em desenvolvimento em 2001 (WHO, 2005).

No Brasil ndo existe um retrato abrangente e atualizado da desnutricdo na
primeira infancia.Os Gltimos dados de prevaléncia apontam que houve uma reducédo das taxas
nacionais, na qual a prevaléncia de desnutricdo aguda foi de apenas 1,5% e de desnutricdo
crénica foi de 7% em 2006/2007 (VICTORA et al., 2011). As taxas de mortalidade também
indicaram queda, permitindo o pais alcancar a meta do milénio, estipulada no quarto objetivo
de desenvolvimento do milénio, reduzindo a mortalidade de 219 mil do ano 2000 a 52 mil em
2015 (UNICEF; WHO; WB; UNPD, 2015).

A desnutriciocomp@e um ciclo vicioso que inclui infeccdo entérica, com ou sem
diarreia, e ambas as patologias permanecem interligadas de tal forma que uma contribui para a
presenca e permanéncia da outra.Este ciclo infeccdo entérica-desnutricdo, com ou sem

sintomatologia, pode prejudicar a capacidade absortiva intestinal, comprometendo os
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mecanismos imunoldgicos e acarretando na progressdo da doenca(GUERRANT et al.,
2013).Portanto,a auséncia de sintomatologia em uma infeccdo ndo deve ser negligenciada e
nos Gltimos anos tem havido grande empenho da comunidade cientifica para demonstrar
aimportancia clinica, bem como a sua relacdo com a DEA (GUERRANT et al.,
2016;WATANABI, PETRI, 2016; HARPER et al., 2018).

DEA é um termo utilizado para designar um conjunto de alteraces no intestino
delgado, funcionais e morfologicas, sem manifestagdes clinicas evidentes, que afetam
criancas provenientes de familias com baixo nivel socioecondmico e que vivem em situacdo
de risco, com elevada taxa de contaminacdo ambiental, auséncia de saneamento baésico,
ingestdoalimentar deficiente e desmame precoce (HARPER et al., 2018).

No contexto da DEA ¢ hipotetizado que 0s patdgenos entéricos ou seus produtos
passem do Iumen intestinal em direcdo a lamina propria, promovendo a infiltracdo linfocitaria
na mucosa, podendo causar danos nas vilosidades, obtendo reducdo da superficie da area
absortiva e ruptura da barreira intestinal, 0 que caracteriza o impacto do ciclo infec¢éo-
desnutricdo no hospedeiro (CRANE, JONES, BERKLEY, 2015; SYED, ALI, DUGGAR,
2016).

Estudos apontam que os patdgenos mais comuns envolvidos na desnutricdo
infantile na DEAsejam as Escherichia coli diarreiogénicas (ECD)(GUERRANT et al., 2016;
HAVT etal., 2017; MAL-ED, 2017).

2.2. Escherichia coli

Escherichia coli é uma espécie de bactéria comumente comensal do trato
gastrointestinal de mamiferos/aves.Sdo bacilos, Gram negativos,mdveis, positivos para
producdo de indol, oxidase negativo, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
genéroEscherichia. Este agente é anaerébio facultativo, portanto capaz de crescer em
aerobiose e anaerobiose, preferencialmente a 37°C. E geralmente isolado a partir de amostras
fecais por plagueamento em meios seletivos e diferenciais, como,por exemplo,o
agarMacConkey, onde a espécie cresce como colonias de coloragdo rosa, indicando
fermentacdo da lactose (CROXEN et al., 2013).

Devido & ocorréncia de mutacfes genéticas com o ganho ou perda de genes, a
E.colitornou-se um patégeno altamente diverso e adaptado, podendo causar uma ampla gama
de doencas humanas que se estendem do trato gastrointestinal, ocasionados pelas ECDs, a
locais extraintestinais, tais como o trato urinario, a corrente sanguinea e 0 sistema nervoso
central (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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As ECDs apresentam-se como um dos principais agentes infecciosos nos casos de
diarreia e desnutri¢do infantil(TANIUCHE et al., 2013; ALI et al., 2014; ROGAWSKI et al.,
2017) e sdo classificadas em seis patotipos:E. colienteropatogénica (EPEC); E.
colienterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora de toxina shiga (STEC); E.
colienteroagregativa (EAEC); E. colienteroinvasiva (EIEC); E. colienterotoxigénica (ETEC) e
E. coli difusamente aderente (DAEC) (NATARO; KAPPER, 1998; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

O patotipo EAEC foi descrito pela primeira vez por pesquisadores ao analisar o
padrdo de aderéncia de cepas isoladas de criangas com diarreia, em 1987. Desde entdo, EAEC
tem sido considerada um patdgeno associado a diarreia aguda ou persistente em criangas ou
adultos, pacientes com imunodeficiéncia adquirida e criancas com déficit de crescimento em
paises em desenvolvimento (NATARO et al., 1987; LIMA et al., 2000; SAMIE et al., 2007;
ANDRADE; HAAPALAINENN; FAGUNDES-NETO, 2011; ALl et al., 2014; GUTIERREZ
etal., 2014; HAVT etal., 2017).

2.3.  Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

2.3.1. Aspectos historicos e epidemioldgicos

EAEC foi descoberta, no ano de 1987, em um estudo que teve como objetivo
analisar o padrdo de aderéncia de 516 cepas de Escherichia coli isoladas a partir de fezes de
154 criancas com diarreia e 66 criancas saudaveis, provenientes do Chile. Ao analisar as
cepas de E. coli,foram observados dois padrdes de aderéncia distintos dos descritos
anteriormente em células de carcinoma laringeo humano(HEp-2) (NATARO et al., 1987).

O primeiro padrdo de aderéncia observado foi uma aderéncia difusa (AD),
identificada em toda a monocamada celular, com pouca agregacao e pouca aderéncia a lamina
de vidro;no segundo padrdo, observou-se uma aderéncia agregativa (AA) de células
bacterianas semelhante a tijolos empilhados(stacked-brick), tanto na superficie da
monocamada das celulas HEp-2 quanto na superficie de vidro utilizada como suporte para
crescimento dessas células. Este ultimo padrdo caracteristico foi base para a nomenclatura
destas cepas, chamando-seEscherichia coli enteroagregativa. Este foi o primeiro estudo a
propor que a EAEC seria um microrganismo patogénico, pois apresentou uma maior
frequéncia no grupo dos casos em comparacdo ao grupo controle (NATARO et al., 1987).

Em 1995, o mesmo grupo de pesquisadores realizou um estudo com voluntarios
gue investigou a viruléncia de quatro cepas de EAEC por meio de desafio em humanos.

Quatro prototipos de EAEC foram testadas: cepa de EAEC 042, isolada de uma crianga com
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diarreia em Lima, Peru; cepa de EAEC 17-2, isolada de uma crianca com diarreia no Chile;
cepa de EAEC 34b, isolada de uma crianga com diarreia persistente na india e a cepa JM221,
isolada de um adulto com diarreia no México. Os pesquisadores observaram nesse estudo que
a cepa 042 foi causadora de doenca diarreica em alguns voluntarios e as demais cepas nédo
ocasionaram qualquer sintoma, indicando assim a heterogeneidade deste grupo de bactérias
(NATARO et al, 1995).Desde entdo, esse patdgeno tem sido descrito em diversos estudos,
tendo uma alta prevaléncia em varios paises, pincipalmente aqueles em desenvolvimento
(KOTLOFF et al., 2013; LIMA et al, 2013; PLATTS-MILLS et al., 2015).

A EAEC é também considerada um patdgeno oportunista associada com diarreia
em pacientes com imunodeficiéncia adquirida e em criangas desnutridas em paises em
desenvolvimento (SAMIE et al., 2007; HAVT et al., 2017). Além disso, estudos anteriores
demonstraram associacdo do patégeno com diarreia do viajante e surtos de diarreia que
ocorreram na Europa e na Asia (ITOH et al., 1997;PASCHKE et al, 2010; JENSEN et al,
2014). Um surto em larga escala, que ocorreu em 2011, ocasionou diarreia e sindrome
hemolitica urémica em aproximadamente 4.000 pessoas, resultandoem 54 mortes. Esse surto
foi causado por uma EAEC produtora de toxina shigasorotipo 0104:H4 com um conjunto
distinto de fatores de viruléncia (FRANK et al, 2011; BERRY et al, 2014; BOISENet al,
2015).

Um estudo caso-controle multicéntrico prospectivode diarreia infantil, intitulado
de “Estudo Multicéntrico Entérico Global” (GEMS - The Global EntericMulticenterStudy)
avaliou criancas com idade entre 2 e 54 meses, com diarreia moderada a grave, em paises da
Africa e Asia e encontrou uma alta prevaléncia de infeccbes por EAEC nessa populacio,
embora sem associacdo com a doenca (KOTLOFF et al., 2013). O mesmo achado foi
encontrado em um estudo coorte multicéntrico intitulado “Etiologia, Fatores de Risco e
Interacdes de Infec¢des Entéricas e Desnutricao e as Consequéncias para a Saude Infantil”, ou
estudo MAL-ED, que foi desenvolvido empaises da América do Sul, Asia e Africa, e avaliou
criangas nos primeiros dois anos de vida, constatandoque infec¢do por EAEC foi a segunda e
a terceira mais prevalente no primeiro e segundo ano de vida dessas criangas,
respectivamente. No entanto, EAEC ndo foi associado a casos de diarreia (PLATTS-MILLS
et al., 2015). Esses estudos mostraram o amplo espectro clinico de EAEC, sendo este
associado tanto a condicdes clinicas como a condigdes subclinicas(FANG et al., 1995; LIMA
et al., 2000; MORENO et al., 2010).

No Brasil, altas taxas de infecces por EAEC ja foram demonstradas em

diferentes regides, tanto em criangas como em adultos, sendo associada a casos de diarreia
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aguda, diarreia persistente e condi¢des assintomaticas(STEINER et al., 1998; LIMA et al.,
2000; ZAMBONI et al., 2004;BUERIS et al., 2007;MORENO et al., 2010;LIMA et al., 2013;
LOZER et al., 2013;). As maiores taxas encontram-se nas regides sudeste e nordeste,
chegando a 71% em estudo realizado por Liebchen et al. (2011) em amostras diarreicas na
cidade de Séo Paulo e 41 % em pesquisa realizada por Lima et al. (2013) na cidade de
Fortaleza. Neste ultimo estudo foi detectada uma alta prevaléncia desse patdgeno a quadros
assintomaticos.

Devido arecentes associacdes de infeccdes por EAEC a condicBes subclinicas,
estudos tém demonstrado o impacto dessas infecgdes no déficit de crescimento
infantil.Pesquisas tém demonstrado associa¢fes da presenca desse patdgeno a desnutri¢do
infantil (GUTIERREZ et al., 2014; HAVT et al., 2017; ROGAWSKI et al, 2017). Estudo
realizado em criancas de baixo nivel socioecondmico no Panamé relatou uma associacéo de
infeccBes por EAEC a um déficit de crescimento nessa populacdo(GUTIERREZ et al., 2014).

O estudo MAL-ED, ao analisaros efeitos da infeccdo por enteropatogenos, da
diarreia eda dieta no crescimento de criangas nos primeiros dois anos de vida, encontrou taxas
mais altas de deteccdes de enteropatdégenos em fezes ndo diarreicas,sendo associadas a um
crescimento linear mais lento. Neste estudo,infec¢des por Campylobactere EAEC,de formas
isoladas, foram relacionadas a um déficit de crescimento, no qual,criancas com deteccOes de
EAEC apresentavam 0,85 + 0,31 cm e 0,09 £ 0,14 kg a menos do que criancas sem a deteccao
do patégeno(MAL-ED, 2017).

Segundo Jensen et al (2014), a patogénese da infeccdo da EAEC ainda ndo foi
totalmente entendida. O principal obstaculo para identificar o mecanismo de patogénese desta
bactéria é a heterogeneidade das cepas. Em alguns individuos ha associa¢do clara de EAEC
com a diarreia e em outros individuos ela parece causar infeccdo subclinica, ou apenas

colonizacdo intestinal.

2.4. Filogenética de EAEC

Como populagdo, as cepas de E. coli podem ser filogeneticamente distribuidas em
cincofilogrupos principais, A, B1, B2, D e E demonstrados na Figura 1 (HAO et al., 2012).
Os isolados comensais se agrupam principalmente no filogrupo A, ja os filogrupos B2 e D
estdo fequentemente associados as cepas de E. coli extraintestinais. No entanto, nem todos 0s
patotipos de E. coli se agrupam de forma homogénea em todos os filogrupos (TOUCHON et
al., 2009). Por exemplo, ETEC agrupa-se nos grupos filogenéticos A e B1 (SAHL et al.,
2011), enquanto a EAEC agrupa-se nos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D, demonstrando a
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natureza heterogénea dos gendtipos de E. coli patogénicas (CLERMONT et al., 2003). A
genética populacional e a evolucdo de cepas de E. coli comensais e patogénicas estdo em
constante revisdo (CHATTAWAY et al, 2016; ZHANG et al, 2016).

Figura 1 - Arvore filogenética de E. coli intestinal patogénica.

O easc
O STEC
0 erec B1
O asc
B Shgets A
® eEc :
S COC 3083-48
_I :Sb227l 81
S5 (MEm
‘ASIKXDOI/‘I SS
SIZ2a2457Tm
fZa30im
Lsissorm S3
- 12 MG 1655
-12 W3110
IH1
(- 12 DH 108
W2952
LMNEIRe
ETEC HI0407® A
—_— e
21 DE3
—ﬁﬂf(ﬁ()ﬁ
21-Gold DE3
———
ATCC 8739
Y157 TW1i4 v.,.‘o
ISTEC41150
o E
l—( )IS7T EDLS330
&S ( "", 09 SD1
Sd197m
I 0 l
1 D

Fonte: Adaptado de HAO et al. (2012)

As cepas de E. coli podem ser agrupadas em cinco grupos filogenéticos principais: A (azul), B1 (verde), B2
(marrom), D (rosa) e E (vermelho). Shigella / EIEC também formam filogrupos adicionais (preto). As cepas
hibridas EAEC e STEC denotam tanto um quadrado aberto quanto um circulo aberto. As cepas ndo marcadas sao
E.coli patogénica extraintestinal (EXPEC), ou E. coli patogénica aviaria (APEC). As cepas de ETEC sdo isoladas
de humanos e animais, enquanto DAEC néo é representada na arvore filogenética.
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Clermont et al. (2000) criou uma metodologia para identificar os grupos
filogenéticos A, B1, B2 e D de EAEC, através de um PCR multiplo, utilizando dois genes, 0
chuA e o yjaA, e um fragmento de DNA TSPE4.C2. Diversos estudos utilizam esta
metodologia para a deteccdo desses filogrupos (REGUA-MANGIA et al., 2009; BOISEN et
al., 2012; MOSQUITO et al., 2015).

A precisa identificagdo de algumas bactérias patogénicas pode ser um desafio,
pois aplasticidade gendmica destas pode confundira sua classificacdo, criando distintos
padrdes de auséncia/presenca de genes de virulénciaentre cepas que estdo intimamente
relacionadas, e recombinacdo de homdélogos que podem gerar uma‘“falsa identidade” entre
cepas distantemente relacionadas.Para tanto, ha necessidade de estudos que possam
estabelecer identificacdes entre os patdgenos de forma mais fidedigna (HAO et al., 2012).

Existem outras metodologias para a analise filogénetica de microrganismos, tais
como a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE - Pulse Field Gel Electrophoresis) que é
um método padronizado para comparacdo genética de patégenos.Embora a PFGE possa
identificar diferencas gendmicas entre os isolados, ndo fornece sequéncia especifica de
informacdo de DNA, e, portanto, ndo se mostra uma metodologia eficaz para entender a
diversidade genética e a histéria evolutiva das cepas (DAVOODABADI et al., 2015). A outra
metodologia é a tipagem de sequéncias de Multilocus (MLST - Multi Locus Sequence Typing)
quese tornouum método para inferir relacBes evolutivas e permitir que cepas distintas de tipos
de sequéncias semelhantes possam ser agrupadas em complexos clonais (LIEBCHEN et al.,
2011; SABARLY et al., 2011; NUESCH-INDERBINEN et al., 2013).

2.5. Patobiologia de EAEC

A patogénese da infecgdo por EAEC continua incerta devido a heterogeneidade
das cepas. Entretanto, alguns estagios principais deste processo sdo descritos, como a
capacidade de EAEC aderir-se a mucosa intestinal através das fimbrias de aderéncia
agregativa e outros fatores de aderéncia do microrganismo (BOISEN et al., 2008).
Posteriormente, hd o aumento da producdo de muco pelas células do hospedeiro, seguida por
um deposito de biofilme na superficie dos enterdcitos (HARRINGTON, 2009). Por fim, a
resposta inflamatoria é desencadeada com a liberacdo de citocinas (HARRINGTON, 2005),
que, consequentemente, pode levar a danos na mucosa intestinal (STRAUMAN et al., 2010).

Muitas adesinas, toxinas e proteinas envolvidas na patogénese da infec¢do por
EAEC tém sido descritas, mas a prevaléncia dos genes que codificam esses fatores de

viruléncia é altamente variavel e nenhum desses tem sido encontrado em todas as cepas de
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EAEC (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012;LIMA et al., 2013;HAVT et al.
2017).

2.6. Fatores de viruléncia

2.6.1. Adesinas

Os patégenos bacterianos possuem fatores de adesdo especificos, chamados de
fimbrias, que sdo responsaveis pelo reconhecimento de receptores nas celulas hospedeiras
antes da colonizacdo (ESTRADA-GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012). EAEC possui
fimbrias responsaveis por sua adesdo ao tecido intestinal do hospedeiro. Cinco variantes da
fimbria de aderéncia agregativa (AAF) de EAEC ja foram descritas, sendo elas: AAF/I,
codificada pelo gene aggA; AAF/II, codificada pelo gene aafA; AAF/I1II, codificada pelo gene
agg3A; AAF/IV, codificada pelo gene agg4A (LIMA et al.,2013; BERRY et al.,2014). Em
2015, um estudo realizado por Jonsson et al. descobriu uma nova fimbria chamada AAF/V
codificada pelo gene agg5A.

Essas variantes sdo codificadas no plasmideo de aderéncia agregativa (pAA) e
reguladas por um gene ativador chamado regulador de aderéncia agregativa AraC/XylS(aggR
- aggregativeadherenceregulator) (LIMA et al., 2013). O gene aggR também possui o papel
de regular a transcricdo do gene aap que codifica a proteina dispersinae do seu transportador,
codificado pelo gene aatA(SHEIKH et al., 2002).

2.6.2. Dispersina

Uma fase importante na fisiopatologia é a dispersdo bacteriana, onde ha um
deslocamento de EAEC para outros sitios de infec¢do. Para que isso ocorra EAEC secreta
uma proteina denominada dispersina, codificada pelo gene aap. Esta proteina possui o papel
de ligar-se ndo covalentemente ao lipopolissacarideo (LPS), neutralizando a sua carga e assim
permitindo que as fimbrias se desprendam para que a bactéria possa infectar outros locais
(SHEIKH et al., 2002).

2.6.3. Formacao de biofilme

Apos a adesdo, a EAEC estimula a secrecdo de muco pelos enterdcitos formando
um biofilme de agregacdo espessa, no qualas bactérias se envolvem com substancias
exopoliméricas e recrutam mais células para formar microcolonias intercaladas com canais de
passagem de liquido (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Esse processo &€ um
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fator de viruléncia importante, que pode fornecer resisténcia ao microrganismo contra a
atividade de agentes fisicos e quimicos (RICKARD et al., 2003; VIJAY et al., 2015), bem
como contribuir para infecgdes prolongadas, ao permitir que bactérias evadam o sistema
imunologico local, podendo inibir a quimiotaxia, a fagocitose, a proliferacdo de linfdcitos e
limitando a atuacdo dos macro6fagos, além de prevenir o transporte de agentes antimicrobianos
(VASUDEVAN et al., 2003; TOKUDA et al., 2010). Existem diversos fatores e genes que
contribuem para o estabelecimento do biofilme.Estudo realizado por Mohamed et al. (2007)

associou os genes aggR, setlA, aatAe irp2de EAEC a esse processo.

2.6.4. Producéo de toxinas

Apos o estabelecimento da colonizacéo e da formacédo de biofilme por EAEC, ha
liberacdo de diversas toxinas e proteases no tecido do hospedeiro, causando inflamacdo e
lesdo tecidual (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006).

Serino proteases autotransportadoras de Enterobacteriaceae(SPATEsS - Serine
protease autotransportersofEnterobacteriaceae) sdo serino proteases produzidas pela familia
Enterobacteriaceae e sdo secretadas por uma via de secrecdo do tipo Ill. Estas proteinas sdo
classificadas filogeneticamente em duas classes: classe | que séo citotoxicas e inclui varias
toxinas como Pet(toxina codificada por plasmideo - plasmid-encodedtoxin), SigA (protease
homdloga de IgA de Shigella — Shigella IgA-like protease homolog)e Sat(toxina
autotransportadora secretada - secretedautotransportertoxin); classe Il que ndo sao citotdxicas
e possuem diversas proteases como o Pic (proteininvolved in colonization - proteina
envolvida na colonizacdo) responsavel pela producdo de uma mucinase e SepA (protease
extracelular de Shigella - Shigellaextracellular protease) responsavel pela invasdo celular
(JENSEN et al., 2014; RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014).

A toxina Pettem a funcdo de clivar a espectrina do citoesqueleto epitelial,
resultando na deformacdo e esfoliacdo da célula intestinal (NAVARRO-GARCIA et al.,
1999). Abreu et al. (2015) demostraram o papel da serino protease Pic de EAEC na evasdo do
sistema imune, devido a sua atividade proteolitica sobre as proteinas secretadas pelo sistema
complemento do hospedeiro.

EAST-1 (toxina termoéstavel de EAEC -heat-stableenterotoxin) codificado pelo
gene astA, ndo pertence ao grupo das SPATEs e partilha algumas propriedades funcionais
com a enterotoxina secretada pela ETEC. Essa toxina causa um aumento da secrecdo de
cloreto e tem sido associado a diarreia, demostrando ser uma importante toxina na
fisiopatologia da infecgdo por EAEC (MENARD; DUBREUIL, 2002).
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2.6.5. Genes regulatorios

Em relacdo a presenca do gene aggR, alguns estudos vém classificando cepas de
EAEC em tipicas e atipicas. Cepas que possuem 0 gene aggR sdo consideradas EAEC tipicas
e as que ndo possuem sdo EAEC atipicas (BEATA et al.,, 2011; ANDRADE; GOMES;
ELIAS, 2014; ANDRADE et al.,2017). Esse gene é um importante ativador transcricional,
que modula diversos genes que codificam proteinas importantes para a patobiologia de
EAEC, incluindo a biogénese da AAF/Il, a dispersina e seu sistema secretorio, Shf
(codificador de proteina homologa aShigellaflexneri) e um cluster cromossémico denominado
Aai, responsavel pela codificacdo do sistema de secrecdo tipo VI (BOISEN et al., 2015;
ELIAS, NAVARRO-GARCIA, 2016).

Recentemente foi descoberta uma proteina regulatoria, codificada pelo gene orf60
ou orf6l, agora denominada gene aar, que pertence a uma larga familia de reguladores
negativos de bactérias Gram-negativas patogénicas. Os pesquisadores supGem que essa
familia possui o papel de atenuar a viruléncia dessas bactérias (SANTIAGO et al., 2014), pois
alguns estudos mostram a associacdo do aar ainfecgdes subclinicas corroborando com essa
afirmacdo (BOISEN et al., 2012;LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017).

Figura 2 Patobiologia da EAEC e os principais genes relacionados a viruléncia com

relevancia clinica.
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Fonte: LIMA; MEDEIROS; HAVT, 2018.

As bactérias EAEC promovem a formacdo de biofilme e liberacdo de marcadores inflamatérios através da
interacdo com o epitélio intestinal. Alguns fatores de viruléncia especificos podem desempenhar papéis
importantes na patobiologia. O principal regulador de viruléncia, AggR, controla a expressao de varios genes,
incluindo genes que codificam as AAF. O AAF/Il promove a ligagdo com receptores epiteliais (como a
fibronectina) e contribui para o biofilme e a inflamacéo intestinal, que é caracterizada pela inducdo de NF-kB,
liberacdo de interleucina-8 (IL-8) e migracdo de neutrofilos.

2.7. Resposta imunoinflamatoria em associacdo com EAEC

Diversos biomarcadores de inflamacdo e dano intestinal sdo descritos na
literatura, no qual a proteina intestinal de ligacdo aos &cidos graxos (I-FABP) é uma proteina
epitelial intracelular localizada principalmente nas extremidades das vilosidades do intestino
delgado que é rapidamente libertada para a circulacdo ap6s lesdo do epitélio. Tem sido
utilizado para indicar a gravidade do dano intestinal em adultos e criancas e tem uma meia-
vida muito curta, refletindo lesdo intestinal recente (VREUGDENHIL et al., 2011,
ADRIAANSE et al., 2013).As proteinas regeneradoras (REG) estdo envolvidas na
regeneracdo de tecidos e proliferacdo celulare concentracBes aumentadas de proteinas REG
em fezes indicam lesdo epitelial (FUKUI et al., 1998; FUKUHARA etal., 2010).

O biomarcador utilizado para detecgédo de integridade e permeabilidade epitelial é
o0 teste de dupla absorcéo de acucar. Acredita-se que a inflamacdo intestinal crie pequenos
poros entre as células epiteliais, permitindo a transportacdo via paracelular da lactulose,
enquanto a atrofia do vilos reduz a area de superficie epitelial e a absorcdo de manitol. Uma
maior razdo lactulose-manitol (L: M) tem sido usada como uma indicacdo de DEA (DENNO
et al. 2014).

A alfa-1-antitripsina (AAT) é uma proteina liberada durante a inflamacéo para
proteger as células contra enzimas proteoliticas liberadas pelos neutréfilos durante a infeccdo.
No entanto, a AAT ndo ¢é sintetizada no intestino e a presenca de AAT nas fezes reflete a
perda de proteinas e 0 aumento da permeabilidade da circulacdo periférica para o limen do
intestino (SERRES; BLANCO, 2014).

A translocacdo de LPS e outros produtos microbianos envolvem o sistema imune
da mucosa, estimulando a ativacdo de células inflamatorias, como neutréfilos, macrofagos e
células dendriticas. A mieloperoxidase (MPO), uma enzima armazenada dentro de neutrdfilos,
estd envolvida no processo inflaméatorio para debelar a infec¢do bacteriana (HAMPTON,
KETTLE, WINTERBOURN, 1998). Neopterina (NEO) é produzida por macréfagos ou
células dendriticas apos estimulacdo por interferon-y (SEKI et al., 1996).

A infeccdo por EAEC induz uma resposta imune com a liberagdo de algumas

citocinas pelas células do hospedeiro. Alguns estudos mostram o aumento dos niveis de IL-8,
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interleucina -1p (IL-1pB) e lactoferrina fecal em pessoas infectadas por EAEC (STEINER et
al.,, 1998; GUTIERREZ et al., 2014). Estudos realizados por Steiner et al. (2000) e
posteriormente por Harrington et al. (2005) em modelo in vitro,sugeriram que a flagelina,
codificada pelo gene fliC, fosse um importante fator para a resposta inflamatdria no
hospedeiro. Para tal, ambos os autores utilizaram uma cepa de EAEC mutante, sem o0 gene
fliC, que induziuumareducdona resposta inflamatéria em comparagdo com a EAEC, que
possuia o gene, indicando a importancia do mesmo na resposta inflamatoria.

Pesquisas foram realizadas para compreender o mecanismo de acdo da flagelina,
demonstrando que esta estimula a liberacdo de IL-8 em celulas epiteliais apds se ligar ao
receptor de Toll-like 5 (TLR5). Logo, TLR5 sinaliza para ativacdo de uma proteina quinase, o
que estimula a ligacdo de NF-kB, resultando na liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e IL-
8, que é um potente indutor de migracdo de polimorfonucleares (PMN) (KHAN, KANG,
STEINER, 2004; KHAN et al., 2010).

Pesquisa realizada por Steiner et al. (1998) encontrou associagdo entre criangas
infectadas por EAEC, que ndo apresentaram sintomatologia clinica (diarreia), com prejuizo no
crescimento e estas criancas apresentaram elevadas concentracdes de lactoferrina e IL-1p nas
fezes.

Gutiérrez et al. (2014) demonstraram que a presenca de lactoferrina fecal, um
marcador de inflamacdo intestinal, pode ser um fator que contribui para o déficit de
crescimento infantil, criancas que estavam infectadas por EAEC possuiam uma média de
HAZ de -1,67 e quando se levou em conta as taxas de lactoferrina fecal houve uma

diminuig&o de 0,13 na razdo altura por idade.

2.8. Manifestac6es clinicas

Infeccbes por EAEC podem apresentar diarreia aquosa, muitas vezes com muco,
seguidas de nauseas, vomitos, febre, dor abdominal, e em alguns casos, fezes sanguinolentas
(CROXEN et al., 2013; ALI et al., 2014). Embora 0s casos assintomaticos sejam 0s mais
prevalentes, ha evidencias de outras manifestacdes clinicas tais como déficit de crescimento
infantil (GUTIERREZ et al., 2014; HAVT et al., 2017; ROGAWSKI et al., 2017).

Estudocaso-controle de diarreia realizado na cidade de Fortaleza por Lima et al.
(2013) permitiu a observacdo de algumas manifestacfes clinicas em criancas com diarreia
causada por EAEC. A maioria dos casos de criangas com diarreia infectadas por EAEC
apresentou uma taxa de 40% de diarreia de modo agudo, porém houve casos de diarreia

persistente com uma taxa de 3.6%.
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2.9. Diagnostico de EAEC

O padrdo ouro para o diagnostico e identificacdo da EAEC € a visualizagdo do
padrédo de aderéncia agregativa (AA) utilizando células HEp-2 como mostra a Figura 3. Nesta
metodologia,de modo simplificado, cultiva-se EAEC em caldo Luria Bertani (LB) a 37° C.
Em seguida, infectam-se as células HEp-2 por trés horas. Apds esse periodo, visualiza-se 0
padrdo de aderéncia bacteriana em microscopiooptico (BENEVIDES-MATOS et al.,2015;
CROXEN et al., 2013; NUESCH-INDERBINEN et al., 2013). Entretanto,Liebchen et al.
(2011), ao analisar 59 cepas de EAEC provenientes de pessoas com quadros diarreicos,
observou diferentes fendtipos de agregacdo em células de adenocarcinoma cervical humano
(HeLa), tais como o fenotipo padrdo de aderéncia agregativa (AA), aderéncia difusa (DA),
aderéncia localizada (LAL) e a minoria ndo apresentou nenhum padrdo de aderéncia,
demonstrando a dificuldade de diagnostico por essa metodologia.

Figura 3 - Fotomicrografias ilustrando os padrfes de aderéncia agregativa em células HEp-2.

Fonte: BEATA et al., 2011

Padrdes de aderéncia agregativa em diferentes cepas de EAEC: (a) cepa de referéncia de EAEC17-2 positiva
para aggR e aatA; (b) cepa de EAEC negativa para aggR e positiva para aatA de paciente com sindrome do
intestino irritado; (c) cepa de EAEC positiva para aggR e negativa para aatA de crianca com doenca de Crohn;
(d) EAEC aggR e aatA negativa de crianga com diarreia aguda. Coloracdo: Giemsa. Visualizacdo em 100x.

No ano de 1990, Baudryet al. desenvolveu uma sonda de DNA, chamada
CVDA432, especifica para o plasmideo AA. Os autores encontraram 89% de sensibilidade e
99% de especificidade da sonda em relacdo ao padrdo ouro na identificacdo da EAEC.
Atualmente o uso da biologia molecular é uma ferramenta comumente empregada para um
diagndstico simples e rapido de EAEC. Diversos genes cromossomicos e plasmidiais sdo

utilizados para o diagndstico molecular desse patdgeno em muitos estudos, ndo havendo até o
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momento consenso e padronizacdo na utilizacdo destes(LIEBCHEN et al.,, 2011,
BENMESSAOQOUD et al., 2015; VIJAY et al., 2015; PLATTS-MILLS et al., 2017). Pode-se
citar os genes aaiA eaaiG que estdo presentes no cromossomo bacteriano e os genes aggR e
aatA no plasmideo (ANDRADE; GOMES; ELIAS, 2014). Outros marcadores moleculares
foram descritos para diagnostico de EAEC como o gene aaiC, presente no cromossomo
bacteriano (LIMA et al., 2013; HAVT et al., 2017; HOUPT et al., 2014).

2.10. Resisténcia antimicrobiana em Escherichia coli

A variabilidade genética é essencial para a evolucdo microbiana. A sobrevivéncia
de um microrganismo depende de sua capacidade de se adaptar as mudan¢as ambientais no
qual este se encontra (OPAL, POP-VICAS, 2015). Agentes antimicrobianos exercem fortes
pressdes seletivas em populagdes bacterianas, favorecendo organismos capazes de resistir a
eles (TOLEMAN, WALSH, 2011).

Alguns mecanismos sdo responsaveis por essa variabilidade. Em um primeiro
nivel, pode haver uma mutacdo pontual, que € uma mudanca microevolucionaria,ocorrendo
em um par de bases de nucleotideos. Essas mutacdes podem alterar a especificidade do
substrato da enzima ou o local alvo de um agente antimicrobiano, interferindo em sua
atividade. Como exemplo, mutagdes pontuais em locais cruciais de genes que codificam f-
lactamases (como 0s genes para Temoneira-1 [TEM-1] e sulfidril variavel-1 [SHV-1]) que
sdo os principais responsaveis pela notavel variedade dep-lactamases de espectro estendido
(ESBL) reconhecidos (MEDEIROS, 1997; TAYH et al., 2016).

Um segundo nivel de variabilidade genética em bactérias é referido como uma
mudanca macroevolutiva e resulta em rearranjos de grandes segmentos de DNA em um Gnico
evento. Estes rearranjos podem incluir inversdes, duplicacfes, insercdes, delecbes ou
transposicao dessas grandes sequéncias de DNA de um cromossomo ou plasmideo bacteriano
para outro microrganismo. Esses rearranjos sdo gerados de forma frequente por elementos
genéticos especializados chamados integrons, transposons ou sequéncias de insercédo, que tém
a capacidade de inserir, rearranjar ou mover parte do genoma bacteriano(TOLEMAN,
WALSH, 2011).

Por fim, h4 outro mecanismo para obtencdo de uma variabilidade genética, no
qual as bactérias adquirem grandes segmentos de DNA “estranhos” transportados por
plasmideos, bacteriéfagos ou elementos genéticos transponiveis especializados, conhecidos
como elementos integrativos e conjugativos (ICE) de outras bactérias (OPAL; POP-VICAS,

2015). A heranca desse DNA estranho contribui ainda mais para a variabilidade genética do
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organismo e sua capacidade de responder as pressdes de selecdo impostas pelos agentes
antimicrobianos. Esses mecanismos conferem as bactérias a capacidade aparentemente
ilimitada de desenvolver resisténcia a qualquer agente antimicrobiano (MEDEIRQOS, 1997;
TOLEMAN, WALSH, 2011).

Embora alguns genes que conferem resisténcia a antibidticos aumentem a carga
metabdlica bacteriana, muitos microrganismos desenvolveram estratégias para limitar esse
custo, silenciando a expressdo génica quando ndo € necessario. 1sso permite que genes de
resisténcia a antibioticos sejam mantidos em reserva na auséncia da pressdo de selecdo de
antibioticos, mas expressam seu potencial de resisténcia na reexposi¢cdo a essadroga
(MASSEY; BUCKLING; PEACOCK, 2001).

Pelo menos quatro mecanismos distintos de resisténcia antimicrobiana tém sido
descritos em bacterias, sdo elas: mecanismo enzimatico, bomba de efluxo, mudanca de
conformagdo do receptor alvo e diminuicdo dos canais de porinas. Devido a constante
evolucdo dos microrganismos, o patégeno EAEC tem adquirido resisténcia a diversos
antimicrobianos nos ultimos anos, principalmente a B-lactamicos (ALl et al.,, 2014,
BAFANDEH; HAGHI; ZEIGHAMI, 2015). Estudos tém demonstrado que 0 mecanismomais
prevalente envolvido na resisténcia de E. coli aos antibioticos é o enzimético, através das B-
lactamases, no qual, essas enzimas desativam o antibi6tico dividindo a ligacdo amida do anel
B-lactamico (BAJAJ, SINGH, VIRDI, 2016; AWOSILE et al., 2018; FLEECE et al, 2018).

O antibidtico B-lactamico inibe o crescimento bacteriano ao interferir na reacdo de
transpeptidacdo da sintese da parede celular bacteriana, ou seja, a parede celular bacteriana é
formada por peptideoglicanos que sdo compostos por ligacbes cruzadas de N-
acetilglicosamina e &cido N-acetilmurédmico, existe um peptideo ligado a cadeia final do N-
acetilmuramico chamado D-alanil-D-alanina. A proteina de ligacéo a penicilina (PBP) remove
a alanina terminal no processo de formacdo de uma ligacdo cruzada com o peptideo adjacente,
o0s B-lactamicos analogos do substrato D-Ala-D-Ala se ligam de forma covalente ao sitio ativo
das PBPs inibindo essa reacdo de transpeptidacdo.Nesse contexto, as p-lactamases atuam no
espaco periplasmatico da bactériahidrolisando o antimicrobiano, fazendo com que este perca a
sua eficacia (OPAL; POP-VICAS, 2015).

As B-lactamases sdo codificadas por genes cromossémicos ou por genes que
foram transferidos atraves de plasmideos e/ou transposons. Além disso, 0s genes de
betalactamases (bla) frequentemente residem em integrons, que carregam maultiplos
determinantes de resisténcia, podendo facilitar uma maior disseminacdo da resisténcia a
multiplos farmacos entre diferentes espécies (WELDHAGEN, 2004).
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Essas enzimas podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura de
aminoécidos em quatro classes moleculares, de A a D, conhecidas como classificacdo de
Ambler. Alternativamente, o sistema de Bush-Jacoby-Medeiros classifica as enzimas de
acordo com seu perfil de substrato e sensibilidade a inibidores de B-lactamases, como o acido
clavulanico, em vérios grupos funcionais. Na classe A, C e D, da classificagdo de Ambler, as
betalactamases hidrolisam o anel B-lactdmico através de um residuo de serina no seu local
ativo, enquanto enzimas de classe B s&o metalo-B-lactamases que usam zinco (Zn)** para
quebrar a ligacdo amida (MOSQUITO et al., 2011).

Uma das primeirasp-lactamases foi descritaem 1940, por Abraham e Chain, como
uma penicilinase capaz de hidrolizar a penicilina em E. coli, na mesma época em que 0
primeiro uso clinico de penicilina foi relatado na literatura (ABRAHAM, CHAIN, 1940).Com
0 passar do tempo e o advento de novos antimicrobianos, houve o surgimento de novas
betalactamases, entre as mais de 890 betalactamases que ja& foram caracterizadas
(MOSQUITO et al.,, 2011). Os genes que codificam as enzimas mais comuns dentro da
familiaEnterobacteriaceae sdo: blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaOXA e blaKPC(DALLENE
etal., 2010; HAZEN et al 2014; BAJAJ, SINGH, VIRDI, 2016; FLEECE et al, 2018).

Apos o desenvolvimento de cefalosporinas de terceira geracdo, que antes eram
estaveis a acao das betalactamases do tipo TEM e SHV, houve o surgimento e a disseminacao
global de enzimas de betalactamase de espectro estentido(ESBL), capazes de hidrolizar
monobactam e cefalosporinasde amplo espectro (BAJAJ, SINGH, VIRDI, 2016). Além disso,
relatos crescentes de disseminacdo de carbapenemases aumentaram a preocupagdo com o
arsenal antimicrobiano atualmente limitado contra infecgdes por bactérias Gram-negativas
multirresistentes (DALLENE et al., 2010;BONONO et al., 2018).

Alguns estudos detectaram cepas de EAEC produtora de ESBL (HAZEN et al.,
2014; KHOSHVAGHT et al. 2014). Khoshvaght et al.(2014) detectou uma maior prevaléncia
do geneblaTEM (78,9%), seguido pelo gene blaCTX-M (63,1%) e as cepas contendo ambos
com uma taxa de 42,1%.0 referido estudo também analisou cepas de EAEC produtoras de
ESBL e demonstrou que os principais genes associados a esse fendtipo foram CTX-M-14,
CTX-M-55, CTX-M-15 e CTX-M-65.

Pesquisas tambem tem revelado a resisténcia de EAEC a outras classes
antimicrobianas, tais como sulfonomidas, quinolonas, tetraciclina, cloranfenicol e
aminoglicosideose essas resistencias variam de acordo com a regido do estudo (NUESCH-
INDERBINEN et al., 2013; DAVOODABADI et al., 2015). Estudo caso-controle de diarreia
infantil realizadopor pesquisadores no Egito caracterizou isolados de EAEC resistentes
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aampicilina, cefalotina, cefotaxime, ceftriaxona, amoxicilina/acido clavulanico, acido
nalidixico, clorafenicol, estreptomicina e tetraciclina,e mais de 91% das cepas isoladasforam
multiresistentes, portanto resistente a trés ou mais classes de antimicrobianos(ALI et al.,
2014).

Considerando a escassez de dadossobre o tema e a importancia epidemiologica
da EAEC como patdgeno entérico de criangas em paises em desenvolvimento como o Brasil,
além de sua associacdo com déficit de crescimento infantil, DEA e do crescente aumento das
taxas de resisténcia antimicrobiana neste patdgeno nos Ultimos anos, fazem-se necessarios
mais estudos que promovam a caracterizagcdo destas cepas isoladas em criangas nutridas e

desnutridas para um melhor entendimento da sua patobiologia.
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OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo geral

Analisarosgenes relacionados a viruléncia, filogrupos genéticos, formacdo de

biofilme,resisténcia aos antimicrobianos e resposta imunoinflamatéria associadas com cepas

de Escherichia coli enteroagregativa isoladas de criangas nutridas e desnutridas em Fortaleza-

ce, Brasil.

3.2.0Dbjetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Correlacionar a identificacdodo patdgeno EAEC em criangas nutridas e desnutridas
com os genes relacionados a viruléncia detectados;

Detectar os grupos filogenéticos de cepas de EAEC por reacbesem cadeia da
polimerase (PCR), bem como definir a distribui¢do destes filogruposcirculantes em
criancas nutridas e desnutridas e avaliar a correlacdo destes filogrupos com os genes
relacionados a viruléncia detectados;

Identificar a producdo da biomassa de biofilme em cepas de EAEC em criancgas
nutridas e desnutridas, bem como verificar a correlacdo da formacdo de biofilme com
0s genes relacionados a viruléncia detectados;

Investigar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em cepas de EAEC por teste
de sensibilidade antimicrobiana (TSA), incluindo a deteccdo fendtipica de cepas
portando beta-lactamases de espectro estendido;

Correlacionar os dados obtidos pelo estudo MAL-ED para a presenca de
biomarcadores de inflamacdo intestinal e sistémica e o diagndstico especifico de
EAEC,em criangas nutridas e desnutridas, tais como mieloperoxidase (MPO),
neopterina (NEO), alpha-1-antitripsina (ALA), gene regenerador 1 (REGIB) e
calprotectina (CALPRO), forma solivel de CD14 (CD14s), proteina intestinal de
ligacdo de acidos graxos (FABP), e amiloide sérica A (SAA),IgA anti-LPS e IgGanti-
LPS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao do estudo e Consideracdes éticas

Este estudo do tipo caso-controle utilizou dados e amostras de um estudo
epidemiologico clinico multicéntrico, intitulado “Etiologia, Fatores de Risco e Interacdes de
Infec¢des Entéricas e Desnutri¢do e as Consequéncias para a Satde Infantil”, ou estudo MAL-
ED, liderado pelos Institutos Nacionais de Saude dos Estados Unidos da América
(Nationallnstitutesof Health — NIH) e financiado pela Fundagéo Bill and Melinda Gates. No
Brasil, esse estudo foi realizado na cidade Fortaleza - Ce, no Instituto de Prevencdo da
Desnutricao e da Excepcionalidade - IPREDE localizado na regional IV de Fortaleza.

Apesquisa MAL-ED foi realizada noperiodo de 19 de agosto de 2010 a 30 de
setembro de 2013.No inicio do estudo houve a participacdo de 483 criancas, dessas78criangas
ndo se encaixaram nos critérios de inclusdo e 3 criangas sairam do estudo, totalizando 402
criancas participantes. Das 402 criancas incluidas no estudo, 201 foram considerados casos e
201foram considerados controles, utilizando critério definido pelo escore Z de peso por idade
(WAZ). As criangas controles deveriam apresentar WAZ > - 1, enquanto as criangas casos
teriam que apresentar WAZ < -2 (Figura 4) (LIMA et al., 2018). Foram utilizados como
critério de inclusdo criancgas saudaveis sem historico de doenca especifica e sem febre, com
idades entre 6 e 24 meses. Além disso, a mae ou cuidador principal da crianca deveria estar
presente e ter custddia legal sob a mesma. Os critérios de exclusdo utilizados foram criancas
que necessitaram de hospitalizacdo prolongada ou tiveram graves problemas de saude, tais
como virus da imunodeficiéncia humana (HIV), tuberculose, doenca neonatal, doenca renal,
insuficiéncia cardiaca crénica, doenca hepatica, fibrose cistica, condi¢cBes congénitas ou
enteropatia (por exemplo, doenca de Crohn, doenca celiaca, colite ulcerativa ou doenga de ma
absorcéo) diagnosticada por um médico, e por fim,a crianga ter um dos pais ou cuidador
priméario com deficiéncias cognitivas ou com menos de 16 anos de idade (LIMA et al., 2014).

Preenchido os critérios de entrada no estudo, o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Anexo A) foi assinado pelos pais ou responsaveis da crianca e obtido
pelo agente de saude (LIMA et al., 2014).



40

O estudo MAL-ED obteve aprovacio no Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP n°232/10), descrito no anexo Anexo B e no Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard (COMEPE n° 246/09), descrito em Anexo C.

Este estudo utilizou um denominador de 97 criancas ja analisadas quanto a
positividade em infec¢des por EAEC, tendo como diagnéstico a presenca de ambos 0s genes
aaiC e aatA, sendo denominados 55 casos e 42 controles. Os dados referentes ao diagndstico
molecular, genes relacionados a viruléncia, infeccbes por co-patdogenos e deteccdo de
marcadores imunoinflamatdrios estavam armazenados em banco de dados para posterior
andlise. Para as andlises de genes relacionados a viruléncia, 83 amostras foram verificadas e
para as analises de teste de sensibilidade antimicrobiana, formacdo de biofilme e filogrupo
genético, foram analisadas 94 amostras, pois trés das 97 amostras possuiam aliquota
insuficiente (Figura 4).

Figura 4 Fluxograma do estudo.
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Fonte: Adaptado de Lima et al., 2018.
GRVs-Genes relacionados a viruléncia; TSA- Teste de sensibilidade antimicrobiana

4.2. Obtencéo de dados e Coleta das amostras
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Apos a assinatura do TCLE, as informagdes sobre manifestacdes clinicas (vémito,
febre, diarreia), dados populacionais (sexo, idade, alimentacdo, nivel educacional materno,
saneamento basico) e medidas antropomeétricas (peso, altura, circunferéncia da cabeca) foram
coletadas a partir do formulédrio padronizado (Anexo D) respondido pelos pais ou
responsaveis pela crianca.

Depois do preenchimento da ficha de dados, o agente de saude coletou sangue
para analise de biomarcadores de inflamacéo sistémica através do soro e um swab com fezes
em um meio de transporte Cary-blairdas criancas do estudo em dois momentos distintos, a
primeira coleta de fezes foi realizada no momento da entrada da crianga no estudo e a segunda
coleta foi realizada trés meses depois. As amostras foram transportadas ao Laboratério de
Doencas Infecciosas (LDI), da UPC/IBIMED, da Faculdade de Medicina, da UFC.

4.3. Isolamento das cepasbacterianas de E. coli em fezes

Ap6s o recebimento das amostras de fezes no laboratdrio, foi realizado o semeio
das amostras fecais em 3 meios de cultura: o agar MacConkey, para 0 crescimento de
patdgenos gram negativos, principalmente E. coli, o &gar XLD utilizado principalmente para o
crescimento de col6nias de Shigella spp.e Salmonellaspp. e o 4gar TCBS para o crescimento
de Vibriospp. e Aeromonas spp.,sendo as placas mantidas na estufa a 37°C + 2°C por
aproximadamentel8-24horas. ApOs o crescimento das coldnias bacterianas no agar
MacConkey, realizou-seanalise morfoldgica de cinco colénias caracteristicas de E. coli. Estas
col6nias foram isoladas em &gar triptona de soja (TSA) e mantidas na estufa a 37°C+ 2°C por
aproximadamente 18-24 horas. Ap0s esse tempo, as colbnias foram submetidasao teste
doindol(BD DMACA Indole, Fisher Scientific), obedecendo ao manual do fabricante.Cinco
colbnias sugestivas de E. coli (teste de indol positivo) foram armazenadas isoladamente
emmeio caldo de triptona de soja (TSB) acrescido de 15% de glicerol, sendo estes mantidos
em freezer a - 80°C para testes posteriores. Um pool das cinco colbnias foi submetido a

extracdo do DNA bacteriano, conforme descrito a seguir (HOUPT et al. 2014).
4.4. Extracéo do DNA bacterianode E. coli

A extracdodo DNA bacterianofoi realizadoa partir do pool dascinco coldnias pelo
método de ebulicdo, de acordo com Boisen et al. (2012). Ascol6nias foram dissolvidas em
ImL de &gua deionizada do tipo MilliQ (Millipore — Billerica, MA, USA) autoclavada

acrescida de5 pL de Triton X-100. Apds agitagdo por 5 segundos, a solugédo foi submetida a
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fervura durante 20 minutos. Em seguida, realizou-se centrifugagdo (10000 rpm por 10
minutos) e o sobrenadante foi armazenado a -20°C até sua utilizagdo na PCR como DNA
molde para realizagdo de diagndstico molecular e deteccdo dos genes relacionados a

viruléncia.

4.5.Quantificacdo/Qualidade do DNA extraido

A presenca de DNA foi confirmada no produto da extragdo através do
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c, da ThermoScientific. O teste indica a qualidade e a
quantidade do material ao final do processo. O NanoDrop 2000c emprega um sistema de
retencdo de amostras, que utiliza microvolumes (1-2 pl) entre duas superficies de medicédo
usando as propriedades da tensdo superficial de liquidos, sem a utilizacdo de capilares,
reduzindo o tempo de medicdo. Neste caso, ndo é necessario diluir a amostra (Thermo Fisher
Scientific, 2009).

O DNA extraido foi avaliado nos comprimentos de onda de 260 e 280nm. A razéo
260/280nm fornece uma estimativa da qualidade e pureza da amostra extraida, demonstrando
se ela apresenta ou ndo contaminacdo de acido ribonucleico (ribonucleicacid — RNA),
proteina ou reagentes, como 0 acido etilenodiamino-tetra-acético

(ethylenediaminetetraaceticacid — EDTA).
4.6. Diagnostico molecular de E. coli

Para o diagndstico molecular deEAEC, foi realizado um PCR multiploatravés do
poolde DNApara a deteccdo simultanea dos seguintes patdgenos:EAEC, EPEC, ETEC, EIEC
e EHEC, através dos seguintesgenes alvo:aaiC(ilha de ativacdo de aggR)e aatA(transportador
de proteina de anti-agreagacdo) para EAEC (Tabela 2);eae (intimina de aderéncia)ebfpA(gene
estrutural de formac&o de pilus) para EPEC; LT (toxinatermolabil)e ST (toxina termoestavel)
para ETEC;ipaH(antigeno do plasmideo de invasdo)para EIEC eeae, sxtl (toxina shiga 1) e
stx2 (toxina shiga 2) para EHEC(HOUPT et al., 2014).

4.7. Pesquisa de co-infeccao

Ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) foi utilizado para a deteccdo de
Campylobacterspp., Adenovirus, Astrovirus, Rotavirus (ProSpecT, Remel, Lenexa, KS,
USA), Cryptosporidium spp., Giardia spp.eEntamoebahistolytica(TechLab, Blacksburg, VA,
USA), seguindo as instrugdes do fabricante(HOUPT et al., 2014).
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4.8. Deteccdo dos genes relacionados a viruléncia

As amostras detectadas como EAEC positivas foram analisadas por reacdes de
PCR multiplex para a deteccdo de 20 genesrelacionados a viruléncia, conforme a Tabela 2.
As reacdes de PCR incluiram cinco painéis, utilizados em estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa (LIMA et al., 2013).1solados deEAEC cepas 042, JM221, 239-1, H223-1, 55989
foram utilizados como controles positivos (Tabela 3), enquanto que dgua MilliQautoclavada
serviu como controle negativo. Cada reacdo foi padronizada com o uso de controles positivos
para determinar as condi¢gdes de PCR mais eficientes, de forma a reduzir a existéncia de
bandas inespecificas e facilitar a interpretacdo dos resultados. Tais condi¢des incluiram a
melhor temperatura de anelamento (Ta), o0 nimero de ciclos e a concentracdo dos iniciadores.
As condicdes das reacdes dosPCR multiplexesincluiram um passo inicial de 15 min a 95°C;
35 ciclos a 95°C por 45s de desnaturacdo,anelamento a 57°C por 45 s e extensdo a 72 °C por
1,25min; além de uma extensdo final de 10 min a 72°C.Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 2% e corados com brometo de etidiopara visualizacdo
emtransiluminadorChemiDoc XRS (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA) (HAVT et al.,
2017).



Tabela 2Descri¢do dos genes de diagnostico e dos genes relacionados a viruléncia utilizados no estudo.

Genes de Diagnéstico Acesso ao Tipo de PCR Sequéncia dos primers (5°-3°) Tamanho dos pares de bases

GenBank (pb)
aaiC - ilha de ativagdo PN554766.1 ATTGTCCTCAGGCATTTCAC 215
deaggR ACGACACCCCTGATAAACAA

MALED Multiplex

aatA-transportador de AY351860 CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630
proteina anti-agreagagao CAATGTATAGAAATCCGCTGTT
Genes Relacionados a Viruléncia
astA- toxina A L11241 ATGCCATCAACACAGTATAT 110
termoestavel GCGAGTGACGGCTTTGTAGT
pet-toxina codificada por AF056581 GGCACAGAATAAAGGGGTGTTT 302
plasmideo Multiplex 1 CCTCTTGTTTCCACGACATAC
sigA- homdlogo de NC_004337 CCGACTTCTCACTTTCTCCCG 430
protease tipo IgA de CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG
Shigella
pic- proteina envolvida AF097644 ACTGGATCTTAAGGCTCAGGAT 572
na colonizacéo GACTTAATGTCACTGTTCAGCG
sat- toxina AE014075 TCAGAAGCTCAGCGAATCATTG 932
autotransportadorasecreta CCATTATCACCAGTAAAACGCACC
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da
orf3 -proteina com FN554767.1 CAGCAACCATCGCATTTCTA 121
funcgdo desconhecida CGCATCTTTCAATACCTCCA

Multiplex 2
aap — proteina anti- 232523 GGACCCGTCCCAATGTATAA 250
agregacao CCATTCGGTTAGAGCACGAT
agg3A - subunidade da AF411067 CCAGTTATTACAGGGTAACAAGGGAA 370
fimbria AAF/III TTGGTCTGGAATAACAACTTGAACG
sepA—protease 748219 GCAGTGGAAATATGATGCGGC 794
extracelular de Shigella TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG
eilA- homédlogo HilA de FN554766.1 AGGTCTGGAGCGCGAGTGTT 130
Salmonella GTAAAACGGTATCCACGACC

Multiplex 3
aafA - subunidade da AF012835 CTACTTTATTATCAAGTGGAGCCGCTA 289
fimbria AAF/11 GGAGAGGCCAGAGTGAATCCT
agg3/4C* - Usher, AF411067, TTCTCAGTTAACTGGACACGCAAT 409
unidade de montagem da AB255435, TTAATTGGTTACGCAATCGCAA
AAF/II-IV EU637023
aafC - Usher, unidade de AF114828 ACAGCCTGCGGTCAAAAGC 491
montagem da AAF/II GCTTACGGGTACGAGTTTTACGG
aar- regulador negativo FN554767.1 AGCTCTGGAAACTGGCCTCT 108
de aggR AACCGTCCTGATTTCTGCTT
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aggA-subunidade da Y18149, Multiplex 4 TCTATCTRGGGGGGCTAACGCT 220
AAF/I AY 344586 ACCTGTTCCCCATAACCAGACC
capU — homélogo da AF134403 CAGGCTGTTGCTCAAATGAA 395
hexosiltransferase GTTCGACATCCTTCCTGCTC
air - Proteina de FN554766.1 TTATCCTGGTCTGTCTCAAT 600
repeticdo de GGTTAAATCGCTGGTTTCTT
imunoglobulina
enteroagregativa
agg4A — subunidade da EU637023 TGAGTTGTGGGGCTAYCTGGA 169
AAF/IV CACCATAAGCCGCCAAATAAGC

Multiplex 5
shiA— supressor de ECB_ 03517 CAGAATGCCCCGCGTAAGGC 292
inflamagé&o tipo shiA CACTGAAGGCTCGCTCATGATCGCCG
aggR — ativador 718751 GCAATCAGATTAARCAGCGATACA 426

transcricional

CATTCTTGATTGCATAAGGATCTGG

*Para este gene foram utilizados dois primers sensos e um primer anti-senso

Fonte:adaptado de Havt et al., 2017
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Tabela 3 Controles positivos e seus respectivos genes de viruléncia utilizados no

estudo.

Controles positivos Genes de viruléncia relacionados

EAEC 042 astA, pet,pic, aap,orf3,eilA, aafC, aafA,aggR,

shiA, aar, air, capU

EAEC JM221 sigAaggA,
EAEC 239-1 sat

EAEC H223-1 sepA,agg4A
EAEC 55989 agg3A, agg3/4C

Fonte: adaptado Havt et al., 2017.
4.9.  Triagem das cepas bacterianas de EAEC

Através da positividade para EAEC do pool de DNA bacteriano, as cinco
cepas isoladasde E. colide cada crianca, mantidos em freezer a - 80°C em um tubo
contendo meio TSB com glicerol foram descongeladas através de cultivo em meio agar
sangue. As placas foram mantidas a 37°C + 2°C por 18-24 h. Foi realizado extrac¢éo do
DNA das col6nias isoladaspelo método de ebulicdo para diagnéstico por PCR
convencional tendo como genes alvoaaiC e aatA para triagem de cepas positivas para
EAEC (BOISEN et al., 2012).

4.10. Deteccéo de filogrupos

Para deteccdo dos filogrupos A, Bl, B2 e D, reacBes em cadeia da
polimerase foram aplicadas utilizando os primers descritos na Tabela 4, com a enzima
GoTag® DNA Polymerase (Promega Corporation, Madison, WI). As condi¢fes das
reacOes do PCR incluiram um passo inicial de desnaturacdo por 5 min a 95°C, seguido
por 40 ciclos de 30 s a 95°C de desnaturacdo, anelamento de 30 s a 59°C e extenséo de
45 s a 72°C, além de uma extensdo final de 7 min a 72°C. Os produtos de PCR foram
visualizados e fotografados em transiluminadorChemiDoc XRS (Bio-RadLaboratories,

Hercules, CA) apds eletroforese em gel de agarose a 2% e marcagdo com o brometo de
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etidio (CLERMONT et al., 2000). Para a identificacdo dos grupos filogenéticos foi
utilizado o esquema descrito na Tabela 5.

Cada reacdo foi padronizada com o uso de controles positivos para
determinar as condicGes de PCR mais eficientes, de forma a reduzir a existéncia de
bandas inespecificas e facilitar a interpretacdo dos resultados. Tais condi¢Ges incluiram
a melhor temperatura de anelamento (Ta), o nimero de ciclos e a concentragdo dos

iniciadores.

Tabela 4 Descricdo dos iniciadores utilizados no estudo para detecgéo dos filogrupos.

Genes alvo Sequéncia dos iniciadores (5’ — Acesso ao Tamanho | Referéncia

3’) Genbank, dos pares

NCBI de bases
(pb)

chuA(Receptor de S: U67920.1 279 Clermont et
hemoglobina em GACGAACCAACGGTCAGGAT al. 2000
EHEC O157:H7 AS:

TGCCGCCAGTACC AAAGACA

S: KU749306.1 211 Clermont et
(Funcdodesconhecida) | TGAAGTGTCAGGAGACGCTG al. 2000

AS:

ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4AC2 (Fragmento | S: EU240725.1 152 Clermont et
de DNA) GAGTAATGTCGGGGCATTCA al. 2000

AS:

CGCGCCAACAAAGTATTACG

Tabela 5Esquema para a identificacdo dos grupos filogenéticos.
Grupos chuA YjaA TspE4.2C
Filogenéticos

A - + 0u- -

Bl - - +

B2 + +0u- +0u-

D + - +0U-

Cepas pertencentes ao filogrupo A ndo possuem o gene chuA e nem o fragmento TspE4.2C e a presenca
do yjaA ndo interfere na identificacdo, ja as cepas pertencentes ao filogrupo Bl possuem apenas o
fragmento TspE4.2C, as cepas que pertencem ao filogrupo B2 possuem o gene chuA e a presenca dos
genes yjaA e TspE4.2Cndo interfere na identificacdo. Por fim, cepas pertencentes ao filogrupo D possuem
0 gene chuA e ndo possuem o gene yjaA, a presenca do fragmento TspE4.2C ndo interfere na identificacdo
(CLERMONT et al., 2000).

4.11. Formacao de biofilme

Para analisar a formacdo de biofilme das cepas, a metodologia foi seguida

de acordo com Bandeira et al. (2013). Primeiramente, asamostras foram semeadas em
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agar sangue e mantidas em estufa bacteriologica a 37°C+ 2°C por 18-24 horas.Apés
ISso, para a preparacdo do inoculo bacteriano, transferiu-se uma colbnia para um tubo
contendo 1 mL de solucéo salina estéril até atingir a turbidez da escala deMcFarland de
0,5 que corresponde a 1,5 x 108UFC por mL. Em seguida, em uma placa de poliestireno
de 96 pocos de fundo chato, foram adicionados175 pL de caldo de infusdo de cérebro-
coracdo (BHI) enriquecido com 1% de glicose em cada pogo e, posteriormente,mais 25
pL doinoculo bacteriano para completar 200 pL por pogo. A placa foi incubada em
estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas.

Apds o tempo de incubacdo, desprezou-se o sobrenadante e a placa foi
lavada duas vezes com tampao fosfato salino(PBS 1x). Apds a secagem em temperatura
ambiente, acrescentou-se 200 pL de metanol PA nos pogos e a placa foi mantida em
temperatura ambiente por 15 min. Passado esse tempo, o metanol foi desprezado e a
placa foi deixada para secar em temperatura ambiente. Em seguida, acrescentaram-se
200 pL de cristal violeta 0,3% nos pocos por 10 min. Passados 0s 10 min com o cristal
violeta, a placa foi lavada 3 vezes com PBS 1x e, em seguida, acrescentou-se 200 pL de
acido acético 33% por 10min. A suspensdo de &cido acético foi transferida para uma
nova placa de poliestireno de 96 pocos, para posterior leitura em espectrofotdémetro com
comprimento de onda de 490 nm.Apos a leitura a biomassa do biofilme foi calculada
através das férmulas discriminadas naTabela 6, onde para o célculo do fraco formador
usou-se a média do branco (pogos que continham apenas 0 meio de cultura) mais trés
vezes 0 desvio padrdo dessa média. Contudo, o calculo do moderado formador calculou-
se duas vezes o valor do fraco formador e para o célculo do forte formador calculou-se
quatro vezes o valor do fraco formador (STEPANOVIC et al., 2000). O experimento foi

realizado em triplicata em dois momentos distintos.

Tabela 6 Formula para calcular a biomassa de biofilme.

Calculo da biomassa de biofilme

Fraco formador = média do branco + (3 x Desvio Padréo)

Moderado formador = 2 x Fraco formador

Forte formador = 4x Fraco formador

Adaptado de Stepanovic et al., 2000.
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4.12. Teste de sensibilidade antimicrobiana

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela técnica de
difusdo em disco de Kirby& Bauer, de acordo com o manual do ClinicalandLaboratory
Standards Institute (CLSI, 2017). A preparacdo do inoculo foi realizada transferindo
colbnias para um TSB e armazenadas em estufa a 37°C por aproximadamente uma hora
até obtencdo da formagdo de uma suspensdo bacteriana com turbidez de uma solugéo
maior do que a escala de McFarland de 0,5. O inoculo bacteriano foi transferido para
uma solucdo salina estéril até atingir a turbidez da escala deMcFarland de 0,5, sendo
semeada em placa de agar Mueller-Hinton com swab estéril. Apdés 10 min, os discos de
antimicrobianos foram postos na superficie das placas inoculadas, sendo estas incubadas
a 37°C por 16-18horas.

A medicdo dos diametros dos halos de inibicao foi realizada e comparada
com 0s pontos de corte especificados na Tabela 7,tendo como referéncia as normas do
CLSI (2017), classificando a cepa bacteriana como sensivel, intermediario ou resistente
a cada antimicrobiano especifico. Foramempregados 11 discos antimicrobianos (Becton,
Dickinson andCompany, Sparks, USA) e wuma fita E-test disponiveis
comercialmente(BioMérieux AS, Marcyl’Etoile, France). Os seguintes agentes foram
testados: ceftriaxona,aztreonam,ceftazidima,ceftazidima/acido clavulénico,
cefoxitina,ertapenem,  ciprofloxacoina, sulfametoxazol/trimetoprima, ampicilina,
ampicilina/sulbactabem, gentamicina e azitromicina (Etest®). As cepas de E. coli
ATCC 25922 e 35218, cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ),foram
utilizadas como controle de qualidade dos antimicrobianos ao longo do estudo.Os
isolados multirresistentes foram definidos como aqueles resistentes a pelo menos um
agente de trés ou mais classes simultaneamente (ANVISA, 2015). Cepas com
resisténcia intermediaria foram classificadas como sendo resistente ao farmaco
(MEDEIROS et al., 2018).
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Tabela 7Determinacdo do perfil de sensibilidade da E. coli por meio de difusdo em é&gar
baseados no CLSI1(2017).

Pontos de corte

Sensivel Intermediario Resistente
Antimicrobiano (ug)

Cefalosporinas

Ceftriaxona (30pQ) >23 20-22 <19
Cefoxitina (30 pg) >18 15-17 <14
Ceftazidima (30pg) >21 18-20 <17
Ceftazidima/acido clavulanico - - -

(30ug/10 pg)

Monobactamico

Aztreonam (30pQ) >21 18-20 <17

Carbapenémicos

Ertapenem (10uQ) >22 19-21 <18
Quinolonas
Ciprofloxacina (5ug) >21 16-20 <15

Sulfonamidas

Trimetoprima/ Sulfametoxazol > 16 11-15 <10
(1,25 pg /23,75 pg)

Penicilinas
Ampicilina (10ug) >17 14-16 <13
Ampicilina/sulbactam (10pg/10ug) >15 12-14 <11

Aminoglicosideos

Gentamicina (10ug) >15 13-14 <12
Macrolideos
Azitromicina (Etest) <16 - >32

(0.016-256 pg/mL)

Fonte: CLSI, 2017.
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4.13. Screeninge teste confirmatorio para deteccdo de betalactamases de espectro
estendido (ESBL)

Para a deteccdo de ESBL foi realizado o teste fenotipico utilizando a
metodologia preconizada pelo CLSI, realizando-se o teste de triagem por disco-difusédo
utilizando os antimicrobianos: ceftazidima(30ug), aztreonam (30ug), ceftriaxona (30ug)
e o resultado foi interpretado através da leitura do didmetro dos halos descrito na
Tabela 8.0 uso de mais de um agente antimicrobiano melhora a sensibilidade de
deteccdo de ESBL.

Tabela 8 Pontos de corte do didametro do halo formado pelos antimicrobianos utilizados
para triagem de ESBL no estudo baseados no CLSI (2017).

Antimicrobiano Diametro do halo
ceftazidima(30ug) <22 mm
ceftriaxona (30uQ) <25 mm
aztreonam (30pQ) <27 mm

Fonte: CLSI, 2017.

Para a confirmacéo do teste fenotipico usamos o disco de ceftazidima(30pg)
e ceftazidima/acido clavulanico (30pg/10 pg) Esse teste baseia-se na inibicdo da
atividade da enzima na presenca do acido clavulanico. Se houver um aumento de > 5
mm no didmetro da zona do disco de ceftazidima/acido clavulanicoversus o diametro da
zona do disco de ceftazidimatestado isoladamente, a cepa é produtora de ESBL. A cepa
de E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle para o teste de triagem e

confirmatorio.
4.14. Deteccédo de biomarcadores de inflamacéo

Os dados de biomarcadores utilizados nesse estudo foram retirados de um
banco de dados ja existente referente ao projeto MAL-ED. Para a deteccdo dos
biomarcadores foram selecionados para a anélise de inflamag&oos resultados de alfa-1-
antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e gene de regeneracao 18 (REG1B) queforam

medidos em amostras fecaise para amiloide sérica A (SAA), proteina intestinal de
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ligagdo de 4cidos graxos - I-FABP, proteina de ligacdo lipopolissacaridica LBP, forma
soluvel de CD14 - sCD14, calprotectina, IgA anti-LPS e IgG anti-LPSque foram
medidos em amostras de soro por ELISA. Os kits para substancias do soro foram
adquiridos da Hycult Biotech (Uden, Holanda), enquanto os kits de lactoferrina, alfa-1-
antitripsina, mieloperoxidase, neopterina e REG1B foram adquiridos da TechLab
(Blacksburg,  Estados  Unidos), Immuchrom  (Heppenheim,  Alemanha),
Immundiagnostik (Bensheim, Alemanha), Genway Biotech (San Diego, Estados
Unidos) e TechLab (Blacksburg, Estados Unidos), respectivamente. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante (LIMA et al.,
2018).

Resumidamente, as amostras diluidas foram adicionadas a pocos de
microtitulacdo revestidos com anticorpos especificos, seguido de incubacdo com um
conjugado de peroxidase. A adicdo do substrato promoveu reacdes colorimétricas que
foram terminadas por uma solucdo de parada 4&cida e lidas a 450 nm em
espectofotdmetro. As amostras de soro para SAA, I-FABP, LBP, sCD14 e calprotectina
foram diluidas 50x, 100x, 1000x, 80x, 500x, respectivamente, seguindo as
recomendag0es do fabricante. Amostras de fezes para alfa-1-antitripsina,
mieloperoxidase, neopterina e reglB foram diluidos 500x, 10x, 100x e 10000x,
respectivamente. As curvas padrdo fornecidas pelo kit foram utilizadas para
quantificacdo dos analitos (LIMA et al., 2018).

4.15. Anélise estatistica

O Estudo de Caso-Controle MAL-ED foi parte de um estudo multicéntrico,
longitudinal, caso-controle, utilizando um protocolo padronizado e ferramentas de
coleta de dados (LIMA et al., 2014; MAL-ED, 2014).

Os protocolos internos de treinamento, controle e garantia de qualidade
permitiram que este estudo mantivesse um banco de dados de qualidade para analise. Os
dados foram digitados duas vezes usando o software Microsoft Access (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington) e validados por correspondéncia cruzada dos dois
bancos de dados.

Os resultados numéricos obtidos apds a aplicacdo dos diversos protocolos

experimentais foram plotados em planilhas de Excel 2010 (Microsoft Corporation).
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Posteriormente, estes dados foram transferidos para o software GraphPad Prism versao
5.00 para Windows (San Diego, CA).

Aanalise de normalidade foi através dos testes de Komogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk, selecionados de acordo com o numero de amostras. Considerando um
valor de P> 0.1, as amostras séo classificadas em normais para a curva de Gauss. Assim,
utilizaram-se testes paramétricos entre varidveis normais e ndo paramétricos para
varidveis onde P <0.1. Para duas variadveis que foram alocadas fora da curva gaussiana,
foi aplicado teste ndo paramétrico Mann Whitney, com os dados expressos em mediana.
Para comparar a propor¢do de ocorréncia de uma varidvel entre os grupos, anlise
bivariada foi conduzida pelo teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher.

Para os testes de regressdo logistica multivariada foi utilizado o programa
CART (Arvore de classificacio e regressio - ClassificationandRegressionTree) (Salford
Systems).O nivel de significancia estatistica foi fixado em um intervalo de confianca de
95% (p<0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacédo da populacéoe prevaléncia de EAECdo estudo

Durante o periodo deste estudo, 402 criancas na faixa etaria entre seis e 24
meses foram analisadas, desses 50% (201/402) eram criancas nutridas e 50%(201/402)
eram criangas desnutridas.

Entre a populagdo total do estudo, 24,1% (97/402) criangas foram positivas
para infeccdo por EAEC. Destas, 56,7% (55/97) foram definidos como casos e 43,3%
(42/97) foram definidos como controles (Tabela 9). Ndo houve associacdo estatistica
entre infecgbes por EAEC e as criangas casos (P= 0,1617; OR 1.426; IC 95% 0.90 -
2.26).

Do total de amostras positivas para EAEC, houve uma maior prevaléncia do
patdgeno em criancas do sexo feminino 53,6% (52/97). Em relacdo a idade dessas
criangas, 50,5% (49/97) apresentavam idades entre seis e 12 meses. Ja as criangas com
idades entre 13 e 24 meses representaram 49,5% (48/97) (Tabela 9). Em relagéo aos
dados coletados sobre amamentacdo no momento da entrada da criangca no estudo,

57,7% (56/97) das criancas analisadas ainda estavam no periodo de amamentacéo.

Tabela 9 Descricdo dos parametros analisados sobre a caracterizacdo da populagédo

estudada.
Parametros Total Caso Controle
analisados N (%) N (%) N (%)
Infeccbes por EAEC 97 (24.1%) 55 (56.7%) 42 (43.3%)
Sexo
Masculino 45 (46.4%) 28 (62.2%) 17 (37.8%)
Feminino 52 (53.6%) 27 (51.9%) 25 (48.1%)
Idade
6-12 meses 49 (50.5%) 22 (44.9%) 27 (55.1%)
13-24 meses 48 (49.5%) 33 (68.7%) 15 (31.3%)

De acordo com as respostas dos pais ao questionario sobre o surgimento de
alguma doenca e os seus sintomas (febre,diarreia, vomito, tosse), 46,4% (45/97) das
respostas apresentadas no formulario relataram a presenca de doenca e algum sintoma.
Desses, 45,5% (25/55) pertenciam ao grupo dos casos e 47,6% (20/42) ao grupo dos
controles. A respeito dos sintomas descritos, a tosse foi 0 mais relatado com 86,7%
(39/45) casos, seguido por febre nas ultimas duas semanas com 64,4% (29/45), diarreia
com 37,8% (17/45), vbmito com 33,3% (15/45)e 6,6%(3/45)criancas estavam tendo
febre no dia da aplicacdo do questionario (Tabela 10).
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Tabela 10 Descricdo dos parametros avaliados sobre a presenga de doenga.

Parametro Total Caso Controle

Doenca 45 (46,4%) 25 (45,5%) 20 (47,6%)

Febre nas ultimas 29 (64,4%) 16 (35,6%) 13 (28,9%)
duas semanas

Febre atual 3 (6,6%) 3 (6,6%) 0 (0%)
Diarreia 17 (37,8%) 9 (20%) 8 (17,8%)
\VVomito 15 (33,3%) 10 (22,2%) 5 (11,1%)

Tosse 39 (86,7%) 21 (46,7%) 18 (40%)

5.2.Analise de Coinfeccdes

Foi analisada a pesquisa para deteccdo de EPEC tipica e atipica, STEC,
ETEC, EIEC/Shigella, Campylobacter spp., Giardia spp., Cryptosporidiumspp.,
Adenovirus, Astrovirus e Rotavirus.Na populacédo estudada apenas o patdgenoRotavirus

ndo estava causando coinfec¢do com a EAEC.

Do total da populacdo estudada, uma taxa de 56,7% (55/97) de amostras
apresentaram coinfeccdo por algum patégeno. Os patdgenos mais prevalentes
encontrados foram EPEC atipica (23,7%), seguida por Campylobacterspp. (19,6%) e
por fim Giardiaspp. (15,7%). No grupo dos casos 0s patdgenos mais prevalentes foram
EPEC atipica (10%),sequida por Giardiaspp. (9%), ETEC (5%) e STEC (4%). Nos
controles, a maior prevaléncia foi de coinfeccbes por EPEC atipica e
Campylobacterspp. ambas com uma taxa de 12%, seguida de EIEC/Shigella(7%)

(Figura 5).N&o houve associacao estatistica em relacdo aos grupos estudados.
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Figura 5Prevaléncia de coinfec¢do em criangas com EAEC nos grupos caso e controle.
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Enteropatégenos

aEPEC: Escherichia colienteropatogénica atipica; tEPEC: Escherichia colienteropatogénica tipica;
STEC: Escherichia coli produtora de toxina shiga; ETEC: Escherichia colienterotoxigénica

5.3.  Deteccdo dos genes relacionados a viruléncia de EAEC

Para a deteccdo dos genes de viruléncia apenas 85,6%(83/97)das cepas
foram testadas, 14 amostras ndo possuiam aliquotas sufucientes para a deteccdo dos
genes relacionados a viruléncia. Destas 90,9%(50/55)pertenciam ao grupo caso e 78,6%
(33/97) pertenciam ao grupo controle.As prevaléncias dos 20 genes relacionados a
viruléncia testados para EAEC, nos grupos casos e controles, apresentaram-se de forma
heterogénea. A Tabela 11 mostra a distribui¢cdo do percentual dos genesastA, pet, SigA,
pic, sat, orf3, aap, agg3A, sepA, eilA, aggA, aafA, agg3/4C, aafC, aar, agg4A, capU,
air, shiA e aggR, entre as amostras positivas para EAEC dos grupos caso e controle.
Dentre as amostras do grupo caso, 0s genes de maior prevaléncia foram: aap, agg3/4C,
orf3 ecapUcom percentuais de 84% (42/50), 82% (41/50), 82% (41/50) e 78% (39/50),
respectivamente. Ndo houve significancia estatistica entre 0s genes pesquisados e as
criangas caso.

Entre as amostras controle os genes de maior prevaléncia foram: aggR,
agg3/4C, aare piccom prevaléncia de 84,8% (28/33), 81,8% (27/33), 78,7% (26/33) e
75,5% (25/33), respectivamente. N&o houve associacgao estatistica entre quaisquer genes

de viruléncia e o grupo controle.
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Tabela 11 Percentual de positividade dos genes relacionados a viruléncia isolados entre

amostras positivas para EAEC dos grupos caso e controle.

Genes de Total Caso Controle
viruléncia de N=83(%) N=50(2%) N=33(%) Pvalor OR  95%IC
EAEC

orf3 68 (81,9%)  41(82%)  27(515%)  1,0000 1,01 0,32-3,17
agg3/AC 68 (81,9%)  41(82%)  27(81,8%)  1,0000 1,01 0,32-3,17
aggR 66 (79,5%)  38(76%)  28(84,8%) 04109 056 0,17 -1,79
aap 65(78,3%) 42 (84%)  23(69,7%)  0,1736 2,28 0,79 6,58
pic 62 (74,7%)  37(74%)  25(755%)  1,0000 091 0,32-251
capU 62 (74,7%)  39(78%)  23(69,7%) 04452 154 0,56-4,18
eilA 59 (71%) 36 (72%) 23 (69,7%) 1,0000 1,11 0,42-2,93
aar 56 (67,4%) 30 (60%) 26 (78,7%) 0,0955 0,40 0,14-1,10
astA 51 (61,5%) 32 (64%) 19 (57,6%) 0,6467 1,3 0,53-3,22
shiA 51 (61,4%) 32 (64%) 19 (57,5%) 0,6467 1,31 0,53-3,22
sat 45 (54,2%) 27 (54%)  18(54,5%)  1,0000 0,97 0,40 -2,36
aggA 33(39,7%)  18(36%)  15(455%) 04926 0,67 0,27-1,65
sepA 33(39,7%)  20(40%)  13(39,4%)  1,0000 1,02 0,41-2,52
air 31 (37,3%) 18 (36%) 13 (39,4%) 0,8186 0,86 0,34-2,14
pet 26 (31,3%)  19(38%)  7(21,2%) 01475 22 0,82-6,26
agg4A 25 (30,1%) 13 (26%) 12 (36,3%) 0,3379 0,61 0,23-1,59
SigA 25 (30,1%) 15 (30%) 10 (30,3%) 1,0000 0,98 0,37 -2,56
aafA 24 (28,9%) 15 (30%) 9 (27,3%) 1,0000 1,14 0,43-3,03
aafC 13 (15,6%) 11 (22%) 2 (6%) 0,0662 4,37 0,90-21,21
agg3A 5 (6%) 3 (6%) 2 (6%) 1,0000 0,98 0,15-6,26

EAEC= Escherichia coli enteroagregativa; OD= Oddsratio; IC= Intervalo de confianca.
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5.4. Deteccéo dos Filogrupos de EAEC

Dentre as 94 cepas utilizadas foram detectadasa presenca de trés filogrupos
(A, B2 e D). O filogrupo B2 foi o de maior prevaléncia, seguido pelo filogrupo D e, por
fim, o filogrupo A, com percentuais de 54,2% (51/94), 38,3% (36/94) e 7,4% (7/94),
respectivamente. Ndo houve associacao estatistica entre os filogrupos pesquisados e 0s

grupos estudados.

Tabela 12 Distribuicdo dos grupos filogenéticos entre as cepas de EAEC isoladas de

criancas casos e controle.

Grupo Total Caso Controle P OR 95% IC
filogenético N=94 (%) N=54(%) N=40(%)  valor
A 7 (7,4%) 4 (7,4%) 3 (7,5%) 1,000 0,98 0,20 — 4,67
Bl - - - - - -
B2 51 (54,2%) 31(57,4%) 20(50%) 0,533 1,34 0,59 - 3,06
D 36 (38,3%) 19(35,1%) 17(42,5%) 0,523 0,73 0,31-1,70

OR= Oddsratio; IC= Intervalo de confianca

Para a correlacdo entre 0s genes de viruléncia pesquisados e os filogrupos
detectados, 86,2% (81/94) das cepas foram analisadas, havendo associacdo estatistica da
presenca do gene pet com o filogrupo A (P=0,0218; OR 7,23; IC 95% 1,29 — 40,46), e
da auséncia do gene pet e sepAao filogrupo B2 (P=0,0030; OR 0,20; IC 95% 0,07 —
0,58), (P=0,0218; OR 0,32; IC 95% 0,12 — 0,82), respectivamente.

5.5. Formacao de Biofilme de EAEC

Na detecgédo da biomassa de biofilme produzido pela EAEC, 78,7% (74/94)
destas formaram biofilme.O grupo caso obteve maior formacao de biofilme em relagéo
ao grupo controle (45,7% vs 32,9%), embora ndo houve associacao estatistica ao grupo
caso (P=0,8048; OR 1,13; IC 95% 0,41 — 3,06). Em relacdo & quantificacdo do biofilme,
51 cepas foram classificadas como fracas formadoras de biofilme e 23 cepas foram
classificadas como moderada e forte formadoras de biofilme, com percentuais de 68,9%
(51/74) e 31,1% (23/74), respectivamente.

Em relacdo a correlacdo da formacdo do biofilme com os genes de
viruléncia detectados, 81 cepas foram analisadas.Como néo foi observado associacéo de
formacgéo do biofilme em relagdo aos grupos caso e controle do estudo, as seguintes

andlises foram realizadas de acordo com a presenca e auséncia de formacao de biofilme,
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no qual, para as analises de regressdo logistica foi correlacionado com 0s genes
relacionados a viruléncia agrupados por grupos de funcao.

A presenca dos genes aggR, orf3 e agg3/4C foram os mais prevalentes na
formacédo do biofilme tendo como percentuais 82,8% (53/64), 81,2% (52/64) e 82%
(51/64), respectivamente. Os genesaar(P=0,0466; OR 3,11; IC 95% 1,03 — 9,36) e
pic(P=0,0390; OR 5,81) foram associadosa formacao do biofilme.

Em contrapartida, os genes mais prevalentes detectados em cepas que ndo
foram capazes de formar biofilme foramcapU, agg3/4C, eilA, com percentuais de 100%
(17/17), 94,1% (16/17) e 94,1% (16/17), respectivamente. Os genes pet,sepA, eilA e
capU foram associados com a ndo formagdo do biofilme (P=0,0213; OR 0,40),
(P=0,0040; OR 0,17; IC 95% 0,05 — 0,56), (P=0,00167; OR 0,11; IC 95% 0,01 — 0,89) e
(P=0,0042; OR 0,05; IC 95% 0,003 - 1,00), respectivamente (Tabela 13).
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Tabela 13 Descricdo da correlacdo entre formacao de biofilme e os genes relacionado a
viruléncia por grupo de fungdes detectado.

Analise Analise
bivariada® multivariada®
Néao
. Total Forma_dor formador
Genes de viruléncia N= 81(%) de biofilme de biofilme P valor OR Pvalor OR
- biofil
N=64(%)  "N=17(0%)
Fimbrias
zg\gFﬁ‘ subunidade da fimbria 31(38,3%) 26 (40,6%) 5(294%) 05756 164 09261 1,06
f\‘ifFA/j“b””‘dade da fimbria 22 (27.2%) 18(28,1%) 4(235%) 1,0000 127 07353 126
Z""A‘CE/; Jsher, unidade estrutural € 15 (14.806)  9(14,1%)  3(17,6%) 07087 076 04461 0,52
29g3#-subunidade da fimbria 5(62%)  5(7.8%)  0(0%) 05784 098 09863 0,32
agg3/4C-Usher, unidade 0 0 0
o ural da AAENIL Y 67(827%) 51(82%) 16(81,8%) 02800 024 02115 0,23
Zg\gF‘/‘ﬁ/‘S“b“”'dade da fimbria 24 (29,6%) 19 (29,7%) 5(29,4%) 1,0000 1,03 09617 1,03
Classe das SPATEs |
o autotransportadora 45 (55,5%) 34 (53,1%) 11(64,7%) 04259 061 08870 0,90
Ff’lztsr‘n}g;‘;”a codificada por 24 (20,6%) 16 (25%) 8 (47.1%) 01325 037 00213 0,40
sigA— protease homoéloga da
Shigella IgA-like 24 (20,6%) 17 (26,6%) 7(41,2%) 02488 051  0,1058 0,33
Classe das SPATEs Il
ic— proteina envolvida em

pie bro o 60 (74,1%) 48 (75%) 12(70,6%) 07593 125 00390 5,81
Ssﬁ';’g’zljapmtease extracelular da 31(38,3%) 19(297%) 12(70,6%) 0,040 017 00024 0,08
Outros GRVs
astA — toxina termoestavel A da
e CAST 49 (60,4%) 36 (56,2%) 13(764%) 0,1677 0,39  0,7960 0,81
air— proteina repetida da
o neglonuling enteroaregativa 3L (383%)  23(35.9%) 8(471%) 04150 063 07191 130
capU- homologa "
ap - homeloga 60 (74,1%) 43 (67,2%) 17 (100%) 0,0042* 005  0,9687 0,00
eilA-homologoHilA de Salmonella 57 (70,4%) 41 (64,1%) 16 (94,1%) 0,0167- 0,11 0,0451 0,08
aar—regulador negativo do aggR 55 (67,9%) 47 (73,4%) 8(47,1%) 0,0466° 3,11 0,2139 2,52
SA- supressor inflamatorio shiA- g (60,596) 37 (57.8%) 12(70,6%) 04109 057 09522 1,04
S?S%;rgrr?;e"”a antiagregativa, 63 (77,8%) 50 (78,1%) 13(764%) 10000 109 02387 345
orf3— codifica proteina criptica 66 (81,5%) 52(81,2%) 14 (82,4%) 1,0000 0,92 0,2862 0,19
aggR- regulador transcricional 65 (80,2%) 53 (82,8%) 12 (70,6%) 0,3077 2,00 0,4171 2,87

GRVs — Genes relacionados a viruléncia; OR — Oddsratio
a — analise estatistica por teste exato de fisher
b — andlise estatistica por regresséo logistica por CART analise
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5.6. Deteccéo de resisténcia antimicrobiana entre os isolados de EAEC

O fenotipo de resisténcia a pelo menos um farmaco foi observado em 63,8%
(60/94) dos isolados de EAEC. A maior taxa de resisténcia foi para a ampicilina com
58,5% (55/94), seguida da combinacgdosulfametoxazol-trimetoprimacom 55,3% (52/94).
Em contraste, taxa moderadafoi observada para azitromicina com 24,4% (23/94) e taxas
baixas de resisténcia foram encontradas para ampicilina combinado com
sulbactam10,6% (10/94), seguido de aztreonam 3,2% (3/94), ceftriaxona 2,2%
(2/94).Cefoxitina, ertapenem, ciprofloxacina e gentamicina apresentaram 0 mesmo
percentual de 1,1% (1/94). As cepas ndo apresentaram resisténcia ao

antimicrobianoceftazidima (Tabela 14).

Tabela 14Descri¢do das taxas de prevaléncia da resisténcia entre os isolados de EAEC.

ANTIMICROBIANO SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE

Ceftriaxona 92 2 0
(97.8%) (2.2%)

Aztreonam 91 3 0
(96.8%) (3.2%)

Ceftazidima 94 0 0
(100%)

Cefoxitina 93 1 0
(98.9%) (1.1%)

Ertapenem 93 1 0
(98.9%) (1.1%)

Ciprofloxacina 93 1 0
(98.9%) (1.1%)

Trimetoprima+ 42 0 52

Sulfametoxazol (44.7%) (55.3%)

Ampicilina 39 0 55
(41.5%) (58.5%)

Ampicilina+Sulbactam 84 3 7
(89.4%) (3.2%) (7.4%)

Gentamicina 93 0 1
(98.9%) (1.1%)

Azitromicina 71 0 23
(75.5%) (23.5%)

As taxas de resisténcia entre os casos foram de 63% (34/54) para ampicilina,
59,3% (32/54) para a combinacgdo trimetoprima/sulfametoxazol, 25,9% (14/54) para
azitromicina, 12,9% (7/54) para ampicilina/sulbactam, 3,7% (2/54) para aztreonam e

taxas de 1,9% (1/54) para os antimicronianosceftriaxona, cefoxitina, ertapenem e
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gentamicina. Foi encontrada uma taxa no grupo caso de 29,6% (16/54) de cepas
sensiveis a todos os antimicrobianos testados (Figura 6).

Em contrapartida, as taxas de resisténcia detectadas nos controles foram de
52,5% (21/40) para ampicilina, 50% (20/20) para trimetoprima/sulfametoxazol, 21,6%
(9/40) para azitromicina, 7,5% (3/40) para ampicilina/sulbactame 2,5% (1/40) para os
antimicrobianos ceftriaxona, aztreonam e ciprofloxacina (Figura 6). Uma taxa de 40%
(16/40) de cepas sensiveis a todos os antimicrobianos foi detectada nos grupos
controles. Ndo houve associacdo estatistica de resisténcia para ambos 0S grupos
estudados.
Figura 6 Representacdodo percentual de resisténcia entre os isolados de EAEC entre 0s

grupos caso e controle.
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Dentre os 94 isolados de EAEC, 22,3% (21/94) apresentaram fenotipo de
multirresisténcia (resisténcia a pelo menos um farmaco de trés classes diferentes de
antimicrobianos). O perfil de multirresisténcia mais detectado foi para ampicilina,
trimetoprima/sulfametoxazole azitromicina com uma taxa de 90,4% (19/21). Apenas
uma amostra foi positiva para a producdo de ESBL (1,06%).
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5.7. Anélise de biomarcadores de inflamacéo intestinal

Na analise realizada para a deteccdo dos biomarcadores de inflamagdo nas
criancas do grupo caso e controle, a presen¢a dos biomarcadores I-FABP (P=0.0127),
IgA anti-LPS(P= 0.0353)e IgGanti-LPS(P= 0.0192) (Figura 7) foram associadas aos

casos de desnutricéo.

Figura 7Concentracdes dos marcadores inflamatérios FABP-1 (A), LPS-IgA (B) e LPS-

IgG (C) em criancas dos grupos casoe controle.
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Em contrapartida, a presengca dos biomarcadores MPO (P=0.0169),
calprotectina (P=0.0096), CD14s (P< 0.0001)eSAA (P < 0.0001)foram associadas aos
controles nutridos (Figura 8). Ndo houve associacdo estatistica entre a deteccdo dos
biomarcadores neopterina, alpha-1-antitripsina, REG-1B, LBP e hsCRP com 0s grupos

do estudo.
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Foi realizado teste de correlacdo entre a presenca dos biomarcadores de
inflamacéo detectados com a capacidade das cepas de formar biofilme e ndo foram

encontradas diferenca significativa entre os parametros.

Figura 8Concentracdes dos marcadores inflamatérios MPO (A), calprotectina (B),

CD14s (C) e SAA (D) em criancas dos grupos casoe controle.
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6. DISCUSSAO

A EAEC é um importante enteropatégeno capaz de induzir a diarreia
persistente e aguda (LIMA et al., 2000;ANDRADE, HAAPALAINEN, FAGUNDES-
NETO, 2011; JENSEN et al., 2017) e até mesmo infecgdo subclinica (FRANCA et al.,
2013; HAVT et al., 2107; LIMA et al., 2000; 2018), podendo acarretar, a longo prazo,
em déficit de crescimento infantil e inflamag@o cronica intestinal (STEINER et al.,
1998; ROGAWSKI et al., 2017). Portanto, infeccdes por EAEC tém sido associadas a
diferentes desfechos clinicos (LIMA et al., 2000; HAVT et al., 2017), sendo um desafio
para o entendimento da patobiologia desse agente infeccioso. Nesse contexto, a alta
heterogeneidade das cepas contribui para esse fendmeno e o pouco conhecimento de
marcadores de viruléncia especificos é responsavel por essaconsequéncia (LIMA et al.,
2013).

O presente estudo analisou 0s copatdgenos, os genes relacionados a
viruléncia, a filogenia, a formacdo de biofilme, a resisténcia a antimicrobianos e a
presenca de marcadores imunoinflamatérios do patogeno EAEC isolados de amostras
fecais, coletadas entre agosto de 2010 a setembro de 2013, de criangas nutridas e
desnutridas que eram acompanhadas pelo IPREDE. Para o diagnostico da EAEC foram
utilizados ensaios moleculares que possibilitam a rapida deteccédo do referido patdgeno,
através dos seguintes genes: o codificador da ilha de ativacdo de controle transcricional
—aaiC e a proteina transportadora anti-agregativa -aatA(PLATTS-MILLS et al., 2017;
LIMA et al., 2018). Segundo Rogawski et al. (2017) o uso de ambos o0s genes de
diagnostico tornaa identificacdo de EAEC mais consistente.

A prevaléncia de EAEC neste estudo foi de 24,1%, que corrobora com um
estudo coorte do MAL-ED, onde foi analisado amostras de 2092 criancas, de paises da
América do Sul, Africa e Asia,no qual foi encontrada uma prevaléncia de 27,5% de
infeccdo por EAEC nas amostras analisadas (ROGASWSKI et al, 2017). Pesquisa caso-
controle que analisaram criangas com e sem diarreia, realizada em Fortaleza, detectou
uma alta prevaléncia de infec¢des por EAEC, demonstrando uma taxa de 41% em
ambos 0s grupos estudados (LIMA et al., 2013). Além disso,estudos mostraram que a
infeccdo por EAEC esta associada a casos de desnutri¢do infantil (HAVT et al., 2017,
MAL-ED, 2017; ROGASWSKI et al, 2017), no qual,Lima et al. (2000) demonstraram
que a presenca de EAEC foi associada a diarreia persistente e a retardo do crescimento



67

das criancas participantes do estudo,embora nosso estudo ndo tenha associado a
presenca desse patdgeno ao grupo desnutrido.

A investigacdo da ocorréncia de coinfeccdes € de extrema importancia no
estudo das infeccbes entéricas, principalmente em paises em desenvolvimento, onde
existe constante exposicdo a diversos patdgenos do ambiente (GUERRANT et al.,
2013). Neste estudo, a investigacdo da etiologia bacteriana identificou 55 amostras com
outros patogenos, sendo o0s patdgenos mais prevalentes detectados EPEC atipica,
seguida de Campylobactersp.Apesar de ndo ter sido observada associacdo estatistica de
coinfecgdes nesta populagéo, estudos tem mostrado alta prevaléncia de detecgGes de
EPEC (SANTOS et al., 2019) e Campylobacter como um co-patdégeno em infeccdes por
EAEC (MAL-ED, 2017; ROGAWSKI et al., 2017).

A fim de elucidar alguns aspectos da patobiologia da infeccdo pela EAEC
este estudo utilizou cinco painéis de PCR multiplos, contendo 20 genes codificadores de
viruléncia (LIMA et al., 2013).Esses painéis foram usados para a detec¢do de genes
relacionados & viruléncia nas amostras de DNA de coldnia bacteriana isoladas de
criancas nutridas e desnutridas do presente estudo. Além disso, avaliaram-se
associagOes destes genes com a formacéo ou ndo de biofilme.

Foi observado que os genesorf3e agg3/4C foram os mais prevalentesentre
todas as criancas diagnosticadas com o patdgeno, com taxa de 81,9%, seguido pelos
genes aggR e aap com prevaléncia de 79,5% e 78,3%, respectivamente. Muitos destes
genes compdem a patogénese da EAEC, portanto sdo importantes para estabelecimento
da infec¢d0.0 gene orf3 codifica uma proteina de fungdo ainda desconhecida, embora
estudo realizado por Lima et al. (2013) tenham também demonstrado a sua alta
prevaléncia em cepas de EAEC. Ja o gene agg3/4C codifica uma subunidade da fimbria
Il e IV do referido patogeno, tendoestas funcbes de aderéncia ao epitélio intestinal e
consequentemente causar a colonizagdo no intestino do hospedeiro (CHATTAWAY et
al., 2013).A funcéo do gene aggRé ativar a transcri¢do de diversos genes codificadores
de viruléncia,inclusive os que codificam as fimbrias e a dispersina (BOISEN et al.,
2015; ELIAS, NAVARRO-GARCIA et al., 2016).A dispersina, codificada pelo gene
aap, possui o papel de dispersdo bacteriana, proporcionandoo deslocamento do
patogeno para outros sitios de infeccdo (SHEIKH et. al., 2002).

Como populacdo, a EAEC é distribuida em quatro filogrupos principais,
neste estudo encontramos uma maior prevaléncia do filogrupo B2, tendo uma taxa de

deteccdo de 54,2%, seguida pelos filogrupos D com 38,3% e filogrupo A com 7,4%,
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ndo havendo associacdo entres os grupos analisados. Contudo, Franca et al. (2013)
analisando cepas de EAEC isoladas de criangas com e sem diarreia no Rio de Janeiro,
detectaram uma maior prevaléncia dos filogrupos A e D. O mesmo achado foi
encontrado em um estudo realizado em cepas de EAEC isoladas de criangcas com
diarreia no Mali, sendo detectado uma taxa de prevaléncia de 32,2% tanto para o
filogrupo A quanto para o filogrupo D (BOISEN et al., 2012). Em contrapartida, estudo
realizado no Paquistdo em cepas de EAEC isoladas de 225 criancas com diarreia
detectou o filogrupo B2 como o mais prevalente, seguido pelos filogrupos D, A e B1
(KHALIL et al., 2016), corroborando com nossos dados. Portanto, esses estudos tem
demonstrado diversidade da taxa de deteccéo dos filogrupos que variam de acordo com
a regido do estudo.

A formacdo do biofilme é um passo importante para persisténcia do
patdgeno no sitio dainfec¢do, embora esse processo seja pouco elucidado no ambiente
intestinal, poisno trato gastrointestinal, as condi¢cdes ambientais, sinais do hospedeiro e
de bactérias comensais contribuem para moldar a formacéo de biofilme de E. coli dentro
das comunidades bacterianas de uma forma complexa e integrada (ROSSI et al., 2017).

Nosso estudo detectou uma taxa de 78,7% de cepas de EAEC capazes de
formar biofilme in vitro. As cepas isoladas de criangas desnutridas obtiveram uma
maior taxa de formacédo de biofilme em relacdo ao grupo controle (45,7% vs 32,9%),
porém ndo houve associacdo com desnutricdo, sugerindo que a formacdo do biofilme
nestas cepas ndo esta ligadaa desnutricdo das criancas do estudo. Contudo, Mohamed et
al. (2007) demonstraram a importancia da formacao de biofilme por cepas de EAEC na
presenca de diarreia.

Para compreendermos a patobiologia envolvida entre infeccdes por EAEC e
aformacao de biofilme, correlacionamos este com os genes codificadores de viruléncia
detectados, encontrando associagdo do gene aare pic com a formacdo do biofilme. O
gene aar € um gene responsavel por regular negativamente o gene transcricional aggR e
estudos tém associado a presenca do gene aar a infecgBes subclinicas ou a uma
colonizacdo intestinal (BOISEN et al., 2012; LIMA et al., 2013; SANTIAGO et al.,
2014; HAVT et al., 2017). Paralelamente, pesquisas tém associadoa presenca de
biofilme a uma persisténcia da infeccdo bacteriana, pois geralmente o biofilme confere
uma resistencia ao estresse ambientale evasédo do sistema imune do hospedeiro (HALL-
STOODLEY, COSTERTON, STOODLEY, 2004; GONZALEZ, HAHN, GUNN,

2018). Até o momento, ndo ha dados na literatura que possamos explicar tal fenomeno,
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portanto, hipotetizamos que cepas que possuem o gene aar formam biofilme para que
este possa permancer no ambiente intestinal por mais tempo.

A proteina codificada pelo gene pic possui funcdo de mucinase e de
promover a colonizacgéo intestinal, pois com a degradacdo do muco o patégeno pode
adentrar a camada mucdide e aderir ao epitélio intestinal (HARRINGTON et al., 2009).
Diante disso, sugerimos que cepas que possuem O gene pic promove a colonizagdo
intestinal favorecendo a formacéo do biofilme bacteriano.

Em contrapartida, a presenca dos genes capU, pet, sepAe eilA foram
associados a cepas de EAEC nédo formadoras do biofilme. O gene capU codifica um
homdlogo da hexosiltransferase, que possui funcdo no metabolismo de carboidratos.
Estudo realizado por Fujiyama et al. (2008), analisaram cepa de EAEC 042 mutante,que
ndo possuia 0 gene capU, e detectaram que essas cepas foram capazes de formar mais
biofilme do que a cepa de EAEC 042 wild type, corroborando com nosso resultado de
que a presenca do gene capU pode interferir na formacdo do biofilme de EAEC. Em
relacdo a associacdo da presenca do genepet a ndo formacdo de biofilme estudos
moleculares tem mostrado a ndo associacao da presenca do gene pet com a formacao de
biofilme, corroborando com o nosso achado (MOHAMED et al., 2007; WANI et al.,
2012).

O gene sepA, codifica uma protease extracelular que também esta presente
em cepas de Shigella, tendo como funcdo a degradacdo de muco e invasdo celular
(BOISEN et al., 2009; RUIZ-PEREZ, NATARO, 2014). Nosso achado ndo corrobora
com a literatura encontrada, na qual, o referido gene estd associado a promocédo da
colonizacdo causando a diarreia e sintomas da doenca no hospeiro (BOISEN et al.,
2012; IKUMAPAY! | et al., 2017; MEDEIROS et al., 2017).

O gene eilA codifica uma das proteinas efetoras do sistema de secrecdo do
tipo Il e estudos tem associado a sua presenca a formacdo do biofilme néo
corroborando com nossos resultados (SHEIKH et al., 2006; HUTTENER et al., 2014).
No entento, Huttener et al. (2014) sugere a existéncia de reguladores negativos desse
gene, portanto, hipotetizamos que esses reguladores poderiam representar uma
estratégia da bactéria de reduzir a expressdo da formacéo de biofilme ja vinculado a
outros genes a fim de ndo prejudicar o hospedeiro.Sdo necessarios mais estudos
posteriores para compreender o complexo mecanismo envolvido na patobiologia do
biofilme em EAEC.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ikumapayi%20UN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28820687
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O presente estudo também avaliou o fenotipo de resisténcia dos isolados de
EAEC a vérios antimicrobianos através do teste de sensibilidade a antimicrobianos
(TSA) pelo método de difusdo em disco, de acordo com instrucdes do CLSI, sendo esta
metodologia largamente utilizada por varios estudos da area (AMAYA et al.,
2011;ADEFISOYE, OKOH, 2016; GHANEM, HADDADIN, 2018).

Em relacdo aos resultados do referido método, o presente estudo mostrou
que os isolados de EAEC analisados tiveram maior taxa de resisténcia a ampicilina,
seguido de sulfametoxazol-trimetoprima e azitromicina. Tais achados reforcam a
importancia da vigilancia da resisténcia antimicrobiana para o melhor direcionamento
da escolha terapéutica (LEI et al., 2018).

As altas taxas de resisténcia a ampicilina e a combinacao sulfametoxazol-
trimetoprim ja foram observadas em isolados de EAEC em diversos estudos (RAJU,
BALLAL, 2009; NUESCH-INDERBINEN et al., 2013; ALI et al., 2014), o que
corrobora com nossos dados e confirma a disseminacdo dessa resisténcia em varias
localidades.

A rapida emergéncia da resisténcia antimicrobiana deve-se principalmente a
importancia de elementos moveis bacterianos para estes mecanismos, sendo 0s
plasmideos, transposons e integrons citados como as principais fontes de resisténcia em
bactérias, pois estes sdo transmitidos de um microrganismo bacteriano para outro de
diferente espécie(WELDHAGEN, 2004). Em Fortaleza, Lima et al. (1995) ja
demonstraram a existéncia de diferentes plasmideos codificadores de resisténcia a
ampicilina, estreptomicina e sulfametoxazol-trimetoprima em cepas de Shigella.

Até 0 momento, ndo foram encontrados dados na literatura sobre resisténcia
a azitromicina em isolados de EAEC, embora,estudo tenha demonstrado resisténcia a
eritromicina, pertencente amesma classe antimicrobiana da azitromicina em isolados de
E. coli,indicando uma taxa de 100% de resisténcia (IGWARAN, IWERIEBOR, OKOH,
2018). Um estudo do nosso grupo realizado em cepas de Shigella isoladas de criangas
com diarreia em Fortaleza encontrou taxa consideravel de resisténcia a azitromicina
nestes isolados, indicando circulacdo de mecanismos de resisténcia a essefarmaco
(MEDEIROS et al., 2018), o que pode explicar as taxas encontradas no nosso estudo em
relacdo a resisténcia a azitromicina,sugerindo uma possivel transmissdo horizontal de
plasmideos contendo esse mecanismo para outras bactérias, incluindo EAEC.

Foi também avaliada nas criancas do presente estudo a presenca de

biomarcadores de inflamacdo intestinal local e sistémica, onde encontramos a presenca
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dos biomarcadores inflamatérios sistémicos I-FABP, IgA e IgGanti-LPSassociadas as
criangas infectadas desnutridas. O I-FABP € uma proteina de ligacdo aos &cidos graxos
presentes no epitélio intestinal, portanto, a sua presenca na circulagdo sanguinea sugere
lesdo da barreira intestinal (ADRIAANSE et al., 2013).0s anticorpos IgA e IgGanti-
LPS representam a circulagdo de anticorpos contra o LPS bacteriano e a sua presenca na
circulacdo periférica sugere uma translocacdo microbiana (GABE et al., 2001),
indicando assim, lesdo intestinal nessa populacdo,favorecendo a baixa absorcdo de
nutrientes e consequentemente piora do quadro nutricional. Nossos dados corroboram
com os achados encontrados por Guerrant et al. (2016), onde a presenca dos
biomarcadores I-FABP, IgA e IgGanti-LPS também foram associados a desnutricdo
infantil.

A presenca dos biomarcadores MPO, calprotectina, CD14 solGvel e SAA
foram associados as criancas infectadas nutridas, sendo o MPO um marcador de
migracdo de polimorfonucleares, indicando processo inflamatorio intestinal
(HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998). A calprotectinaé uma proteina de
ligacdo de calcio e zinco liberada pelos neutréfilos como resultados do estresse celular
excretada nas fezes, sendo um indicador de dano intestinal (VAOS et al., 2013). A
proteina CD14 na forma sollvel é uma proteina de fase aguda envolvido na inibicdo do
crescimento  microbiano  (WRIGHT et al.,, 1990). O  biomarcador
imunoinflamatérioSAA é sintetizado por hepatdcitos em resposta a citocinas,
especialmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), produzidas
por mondcitos e macrofagos, sendo um marcador de resposta de fase aguda
(STEEL,WHITEHEAD, 1994). Portanto, a associacdo da presenca desses
biomarcadores em criangas nutridas sugere que ha uma boa resposta imunoldgica nessa
populacdo, indicando o ndo comprometimento das defesas imunoldgicas do hospedeiro
contra o patégeno.

O presente estudo apresentou algumas limitagdes, tais como:o protocolo
MAL-ED néo foi projetado para avaliar a associacdo entre doenga e desnutricdo em
criangas, portanto, dados de morbidade diaria ndo foram coletados. Dados referentes a
quantidade e qualidade do consumo alimentar complementar que poderiam influenciar a
desnutricdo também ndo foram coletados.As analises de alguns parametros ndo foram
realizadas em todas as amostras positivas para EAEC, devido ainsuficiéncia do inoculo
para a realizagdo do experimentoe a deteccdo dos genes relacionados a viruléncia foi

realizada em pool de DNA bacteriano. Embora tenha essas limitac6es, este estudo € um
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dos primeiros que caracterizam quanto ao genotipo e fendtipo cepas de EAEC isoladas
de criangas nutridas e desnutridas, facilitando o entendimento da patobiologia de EAEC

envolvida na desnutricao.

7. CONCLUSAO
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Diante disso, as cepas de EAEC isoladas de criangas nutridas e desnutridas
mostraram-se bastante heterogéneas, contudo, ndo apresentando marcadores
especificos de viruléncia que indiqguem uma maior gravidade da infeccdo nessa
populacéo.

Em relacdo aos filogrupos pesquisados, os filogrupos B2 e D foram os mais
prevalentes entre as criangas do estudo, ndo havendo associacdo estatistica entre
0S grupos.

Considerando apatobiologia do biofilme de EAEC, ndo foram observados
influéncia desse  fendtipo em relacdo as criangas nutridas e
desnutridas.Entretanto, nosso estudo mostrou a influéncia da presencga de alguns
genes relacionado a viruléncia na formacdo ou ndo do biofilme nestas cepas,
concluindo que hd uma complexa interacdo entre os genes relacionados a
viruléncia para a formacao ou ndo desse fenétipo.

A resisténcia aos antimicrobianos foi verificada, com destaque para a grande
circulacdo de cepas de EAEC resistentes a ampicilina, sulfametoxazol-
trimetoprima e azitromicina, reforcando a importancia da vigilancia da
resisténcia antimicrobiana para o melhor direcionamento da escolha terapéutica
nestas infeccoes.

A presenca de biomarcadores imunoinflamatérios em ambos os grupos de
estudo, reforcam o entendimento do ciclo infecgdo entérica-desnutricdo, no qual
criangas desnutridas possuem comprometimento da resposta imunol6gica a

infeccdo.
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1. Medir sua altura, peso o corcunfioréncia da cabega:
2 Coletar miormagdes sobre praticas de ahmentacio de sz cnianga.

s  Avsharcmos sus crianga no periodo de sclegio © entio depoes de 6 meses (2 veres) para
I. Coletar uma pequena amosirs de saliva (cquivalente 2 uma colher de cha) para soler o penes da crianca (DNA )
na selecio apenas;

. Mmmmtm{mﬁ:um—mdﬂmwnmﬂtmm

3 Euhnﬂtvmé(mjmpumd-:ummcmgnw:m“:mt
resolver
»  Avaliaremos sua crmnga no periodo de sclego ¢ entSo depois de 3 meses {2 vezes) para
1. Farcr sus criangs beber uma solugao de agicar ¢ colotar 2 urma dela 5 horas mass larde:
1. Coletar amostra de feres para identificar ¢ isolar micrdbics ¢ estudar os penes dos microbios das feres (DNA D
= Sc sua cnanca for encaminhada a um centro de smide, hospital on médico. talver possamos obter almms resultados
dos testes solicitados pelo médico.
= Abordaremos voct (mdc) no inicio do esindo para medir sus altura ¢ peso ¢ coletar uma pequens smostra de saliva
pars msolar sex gene (DMA) cfou sangue (equivalente a uma colber de cha) para doicrmnar seu grepo smmsERen.
(Sua decisio om participar nesia parie do estudo ¢ opcional ¢ ndo afetars 3 panicipacio de sua crianca)

-]

D, S Fastis ‘:f:;
APPROVAL D f;qftﬁ %&WM

EXPIRATICH Do F/f g;{(
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Infeccdo Entérica ¢ Desnutricio Local do Estudo: Brasi i

Estudo CASO-CONTROLE
TERMO DE CONSENTIMENTD INFORMADD PARA PESQUISA INTERNACIONAL

|
IRB-HSR <# = Versiip #3 BMaiH 10 i Pigma 2 de 3 |

—

Armazenaremos 2 saliva, o sangue, unna, fezes e DNA de sua cnanga colemados como parte deste ssmudo em
cimeras seguras de armarenamento, tais como congelador, que ficam localizados em salas que podem apenas
serem acessados por algum membro de nossa equipe cientifica Algumas dessas amostras coletadas poderio ser
enviadas a um laboratorio na Universidade da Virginia (EUA) para testes especalizados Todas 2 amostras
serdo codificadas com nimero, assim ndo tera nenhuma identificagdo das mformagdes (15i0 & nome e endereco)
€ serfio eswcadas com as amostras ou resultados de seus testes Se vocd mudar de wiéia sobre manter sstas amostras
voct poderd enirar em contato com 3 equipe ¢ 35 amostras seriio destnudes Caso vocé concorde em participar desse
estudo suas amostras ficarSo estocadas ¢ sob a responsabilidade do grupo de estudo durante os cinco mos de malizagio do
estudo.

Esta Pesquisa Poderi Ajudar-me?

Os beneficios para voc a0 entrar neste estudo ¢ que poderemos determinar 3 causa da desmutricio de sus crianga ¢
encaminhar-he parz servigos de sside locais para ratamenio spropriado. Sua criamca poderd ser beneficiada com 3
monitoragdo ¢ 2 promogio do peso que deverd acontecer 205 0, 3, 6, 9 ¢ [2m do esindo - O dowtor efou o investigador
infirmard sobre qualquer situac3o durante o estudo que tenha importineia para realizar cuidados médicos.

Esta Pesquisa Promove Algwm Risco?

Consideramos que toda pesquisa envolvendo seres humanos emvolve risco, mesmo que 5653 minmmo A lgum dano eventual
podera ser mediato on Erdio, comprometendo o individoo o 2 commdade Pode ser que vocd s snta desconfortave] ao
responder o questiondnio & que vocd e/ou sua crianga pode ter leve ¢ temporinia dor quando da coleta de sangee, além de
poder surgr uma mancha roxa resultante do extravasamento de sangue para fora do vaso sanguineo

Garantia em Caso de Danos

Nio estd previsto mdenizacio ou ressarcimento 20 sujeilo participante deste estudo. porém o pesqusador responsivel
assume 3 responsabilidade de fornecer 2 ssmsténesa indegral nevessdnia referenie is comphcachies ¢ danos decormenies de
algum risco previsto,

Como Minha Privacidade Seri Protegida®

Registros do estudo que o identificam (Ex.: Nome ¢ Enderego) serio mantidos confidenciais ¢ fechados cm um hugar
scguro sob 2 responsabilidade do mvestigador principal local Como regstrado acma. 25 amostras de s crisnca & os
resultados dos testes serdo codificados ¢ armarenados scparadamente para 2 mdlise pelos mvestigadores que estio
diferentes locais do csindo possa identificar sua crianca como doadora destas amostras.

Outras pessoes que podem acessar os resultados dos scus tesies ¢ termo de consentimento sio o5 commis ¢ apincias
Como todos 0 testes seriio fertos em todas as amostras coletadas as pessoas que mamspularo cstas amostras ndo saberdo
quem as doon porgue elas serio codificadas.

Se vock assinar este formulino, vocé dard permissio para divulgar 3 mforma3o a todos os posquisadores aulorizados ¢ 20
comité de seguranca. Nio cusic data de valbidade para esta permassio. Fsts mformagdo, como toda mformacio gerads
nesie estudn, sera codificada, impossibilitando alguém seguir vocd ou sua crianga. ou ssja sua privacudade serd protepda
Em adicdo, também pedimos penmissio pam liberar miormagdes sobre bacténas no mtestino de sue canga Isio serd
liberado somenie com sua permissio ¢ sem nenbuma informagio sus ou de sua crianga associado a cle

Eu Preciso Participar?

Voct nio precisa participar deste esiudo sc ndo quser. Isto significa participagio volumesris Cabe 3 vocd decidir em estar
neste estudo de acondo com seu interesse. S¢ voce ndo descar partxipar desic estudo ndo assne esie formulino

Voct pode mismromper sua participacio no cstado a qualquer hora. Se vood decadir retrar sua cnanga do cstudo enire em
cOntats com &5 agenles de saade ou com o posquisador local para regisirarmos sus sside. Também informe s vood desgjar
que 2s amosteas ¢ de sua crianga j3 colctadas scjam destruidas ¢ os dados removidos do banco de dades.
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Infecgiio Entérica e Desnutricio Local do Estudo: Brasd

Estudo CASO-CONTROLE
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PESQUISA INTERNACIONAL
IRB-HSR < # > Versiio #£3 28Ma2010 Pigina3de 3

Comité de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE). telefone: 3366 8338 Enderego: Rua Cel Numes de Melo, 1127

Rodolfo Tedfilo CEP- 60.430-270.
Dr. Aldo Lima, Unidade de Pesquiss Clinica, UFC (telefone: 3366.8437).
Dr. Alvaro Madeiro, IPREDE (telefone: 3218 4000)

Assinatura
Por favor, pergunte sobre todas as questdes que vocé precisar para ter cericza de que vocé entendou o estudo antes de

assinar este formulario.

NOME DO PARTICIPANTE NOME DO PARTICIPANTE DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA

QUEM OBTEVE O CONSENTIMENTO QUEM OBTEVE CONSENTIMENTO DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA)

Nota pars as Agentes de Satide: No caso de pessons iletradas, 0 tormo de consentimento serd lido para voc com a presengs de ums
testemunhs (ndo vinculads 20 estudo) ¢ uma mmpressdo digital (do dedo) serd obtids no inger ds ssenaturs A testemunha tmbém

NOME DA TESTEMUNHA NOME DA TESTEMUNHA DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA)
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ANEXO B

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comisslo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N*® 232/10
Registro CONEP 15701 (Faie n* deve sor citado nas cormenpondbneies rlormntes o oste promio)

Registro no CEP -~ 246/09 Processo n® 26000 639836/2008-76
Projeto de Pesquisa “Etioioge, Fatores de Risco o inferagdes des infecpbes Enténces ¢
Desnutrigho o suss Conseqiéncias no Desenvolvimento ¢ Ssude da Crienga™ Protwcolo
versiic 01 data do capa de 05/0372008, data do corpo do texto 2A/08/2009, Termo ce
Consentimentc Livre ¢ Esclarecioo (TCLE) para o estudio CASE CONTROL verséo 20 de
18/02/2010, Tcwmonmconommuoamooo

Pesquisador Responsavel Dr Aldo Angelo Moreirs

Instituigao Unwmsmwouuccmnouunm

CEP de origem Universidude Federal do Ceara

Area Tomatica Especial Pesquisa com cooperagdo estrangeira
Patrocinador, 8ill & Melinda Gates Foundabon

Sumario goral do protocolo

A desnulricho ¢ conslderads um dos fatores Je rsco mas prevalenics pars
mordidade @ mortalidade em criangas abaixo de cinco anos Estma-se que 20% das
criangas nos palses om desenvolvimenty sio desnutridas ¢ déficits nutncionals ostio
AG6OCIAJOS com muis da metade das causas de morte & nivel mundial. A desnutnglo na

em 17M(m-21mmmmm)wmmmma5mmm
Embora a mortalidade causada por patdégencs entéricos tenha reduzido mundiaiments nas
Uittmas trés décadas, estima-se que a taxa global ds mordidade devido & diarmea lenha
sumentando no mesmo pariodo.

A origem da desnutricdo infanti ¢ compilexa com uma variedsde de fatores diretos @
indiretos relacionados NEO apenas com a escassez de alimentos, incluindo aletamento
materno insuficients ¢ precario suporne de suplementos alimeantares, mas também estados
catabdlicos devido &s Infecgfes, e a rosposta inadequada do hospoedeiro ¢ de sua
miccoblota intestinal ao céficit calorico. Bactérias patogénicas. virus e parasitas intestnais
wmmmobronbdowﬂdondmdmm-m 1) Os patdgencs

enléncos impedem » absorgdo de nutrienies, raduzindd @ capaciiade absortiva do
intestino, dessa forma, causando desnutrighio protéica-energética @ de micronutrientes. 2)
As infecgdes entéricas poderm também comprometer a barreira intestingl, resultando na
permeablidade aumentada de patdgencs. endoluxinags & oulras macromoléculas que
podem resultar em estimulacio cronica do sistema imune.

Tanto as deficiéncias de micronutrientes como a estimulagho crénica imune podem
compromelsr o crescimento ¢ aumentdr a susceptbilidads de doengas infecciosas A
mwwmlmzmommndw.mwmmm
por via
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Enquanto jA se conhece que infecgdes entéricas podem Indulir desnutricdo, &
eratura existente tratandc de eliclogas de anteropatégenos ¢ imtada devido @
smostragens pequenas, sibos geogrificos restritos 2 qualidade dos testes ciagndsticos
Apesar de gue a maior parte da atencdo do fratamento para diaméia aguda ocorreu através
da rehidratacho, anda existem poucos estudos da mordidade @ morialidade devico 88
infecgtes entdricas cronicas @ recorrentes, envolvendo miCroorganismos & parasitas, @ sua
contribuicdo para a mordidade global em criancas abaixo de § ancs @ as conseqléncias @
eletos de longo-prazo na vida aduita.

Também ndo existem ostudos sistematcos que clucdaram as relagies entre
crescimentc/desenvoivimento & microorganismos especificos, taxas de incdéncia numa
faixa ctaria particular na infincia, ou infecgdes combmnadas, Além disso, nfio existam
estudos demonstrando associagtos conclusivas Jesses fatores com  Indicadores
ntermedidrios, como disfungdo intestinal, no qual presumivelments associa infeccdes
entdriccs com crescimento & desenvolvimento. Também existe limeacdo na lteratura
avaliando a resposia as vacinas 8ssociada 3 infecgio mista @ o papel! da suplementacio
de micronutrientes em paises em desenvolvimento.

Esse projeto estabalecera @ coordenard uma rede mullicéntrica em populacdes com
eievada prevaléncia de desnulncido e infecgbes enténcas, num estudo compreensivo,
utilizando protocoios comuns & bem organizados, para determinar fatores gue influenciam
0 desenvolvimento e salde infantis. A vigiidncia epidemioldgica intensiva em cCriancas
durante os primeiros ancs criticos de vida, nos ceniros propostos. pemmitira elucidar
algumas dessas complexas inter-relacfes. possibiitando intervengdc com meihor custo-
baneficio e com maior precisao.

A pesquisa de campo proposta ajudar@ a elucidar cs falores de rnsco para
daesnutricao e infeccdes enténcas nessas populachos Também exisie a necessidade de
expandir os achados para outros locais com presumidas altas taxas de morbidade devido
3s Infecgbes entéricas, mas com falta de dados especificos.

Os principais objetivos desse projeto s80. 1. Eslabelecar uma rede coordenada de
forma multicéntrica em paises em desenvolvimento na Asia. Africa @ América do Sul 2.
Conduzic estudos epidemiologicos iniciais utiizando protocolos padronizados comuns e
é%icos, na meihor pratica clinica, par2 aumentar @ compreensio de fatores de nsco para a
desnutricao e doengas entéricas. Esse entendimento aumentard nosso conhecimento ge
seus efeitos no desenvolvimento e crescimento fisico e cognitivo @ a susceptibilidade as
Wemmhmummmm&mw
desenvoivimento. 3. Estabelecer macanismos que pemmitam novos projetos financiades
mmwmﬁaﬁmmmmoememam
publica. 4. Desenvolver ferramentas Que permitam extrapolar os achados desses estudos
para ouiras popuiagbes em gue hd quantificacdo precarnia da prevaléncia de doencas.

Estes objetivos serdo alcangados atraves de trés principaie atividades 1
Estabelecer uma estrutura administrativa para desenvolver e gerenciar uma rede
muiticéntrica em paises em desenvolvimento para estudar a desnutrigao e Infecgdes
mzmmmwmwmeum

meMmemeMmma
pesquisa, permitir a integracao de futuros estudos stravés das colaboracdes de pesquisa e
atividades de pesquisa em parceria, designadas para reduzir a mortalidade infantit 3.
Desenvolver e ilustrar modeios temporals & gecespaciais, utilizando dados de fontes
secundarias, assim como desse projeto, para estimar a distribuicio & sobrecarga da
desnumﬁo e infecgldes entéricas, assim como, 0s beneficios atribuidos as varias

Ammmmmhmm.mmma
contribuicdo de cada um desses fatores para desnutrigic e suas conseqoéncias. Espera-
Se n&o apenas encontrar associacdes a partir destes estudos obsarvacionais, mas produzi
novas hipdleses 2 serem testadas, e também provideociar uma infra-estrutura colaborative

% s

T ——

—
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punmrammmmAmumam.

infocgoas
ter um Impacto significative na redugho de infecgdo intestinal e desnutnco

24 meses de idade. Nesse

§
:
E

minimo,
a funglio intestinal, microblologie. estado
estuder

MmémomaimmaMMmmm
centro om igia. Foi apresentada “Declaraglio de infra-ostrutura das Instalagses da UPC’
(paginas 09-10, numeracio do CEP), demonstrando que ¢ centro em tela se ancontra
adoquudo pura realizagho do estudo.

94
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do protocolo

A Folha de Rosto encontia-sa preenchida e assinada.

Na *Declaragic de Concoroancia com o Projeto” (pégina 12, numeragao do CEP) o
pesquisador responsavel informa que 0 mesmo fez parie ds equipe idealzadora do projeto
e yue esta pienamente de acordo com o mesme. Consta (p. 08, numeragio do CEP)
Declaragio do Presidente do IPREDE (Insttuto de Prevengio a Desnutricio & 3
Excepcionalidade) autorizando a reelizegdo da pesquisa na inslituicio, bem como

de Infra-Estrutura das Instalagdes da UPC (Undade de Pesquisa Clincs da
Universidade Federal do Ceard), declarando a sua adequagio para a realizacho do estudo.
Constam Doclaragdes de Compromisso do pesquisador principal quanto 20 cumprimento
das Resolugtes 196/98 €340/2004 do CNS

O orgamento financeiro (pdgina 16, numenagdo do CEP) informa que o valor total
provisto para o estudo em tela é de RS 2.561.167.95 .

O curricuio do pesquisador responsdvel (pdginas 108-132, numeragdo do CEP)
demonsira Que © MesImo se enconira apto para condugdo do estudo

Foram apresentades dois modeics de Termo de Consentimento Livre & Esclaretdo
(TCLE): pars panicipacho no estudo COHORT (paginas 104-108, numeragao do CEP) @
para participacdo no estugo CASE-CONTROL (pégine 107, numeragdo do CEP). ambos
redigidos em lnguagemn clara & objetiva ¢ em formato conciso

ConsideragOes sobre a andlise das respostas a0 Parecer CONEP 029/2010, relativo
a0 projeto de pesquisa em questio:

1. Nas péginas 105 ¢ 107 dos TCLEs (numeragio do CEP) encontramos
afimativa: “Armazenaremos saliva ¢ sangue de sua crimnga, urina feres e
coletados como parte deste estudo em CAMEras Seguras de WMmazsnamento,
como congelador, que ficam localizados em salss que podem apenas
acessados por algum membro de nossa equipe clentifica. Algumas
amostras coletadas poderdo ser enviadas 4 um laborstono na Universidace
Virginia(EUA) para testes gendticos de riscos hgados 4 diurmes e
Todas as amostras serdo codificados com numero, assim nlo terd
identificacdo das informacSes (isto & nome ¢ enderego) e serdo estocades com os
rosultodos de seus ‘estes Se vocdk mudar do Wdéia sobre manter suas amostras
vocd poderd entrar em contalc com & equipe & 88 suas amostras serdo destruidas
Caso vock concorde em participer deste estudo suas amostras ficardo estocadas «

g 2

44

z%

colela, periodo previsio para 0 estudo, Foi SOlCado a0 sujelto desta pesquisa no
TCLE a autorizagio para anmazenamento de amosira prazo maior do que o periodo
de financiamento porque, devido a quantidade de atividades, corre um risco de nao

que
infra-estrutura com babmo custo. Parte do sorc serd utilizaca para dosagens de
mmumommMMMp«m
atividade apresentar baixo cusio. Parte do sangue também serd utiizada para
o~ %
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de anticorpos de resposta s vacinas de rotina citadas no projeto ¢
Universidade da Virginia fard estas dosagens pelo mesmo motivo relativo a custos
J& que os métodos sdo de dominio global e o fator decisivo foram custos relativos
por amostra. O DNA da saliva sera utihzado para estudos de polimorfismnos
gendticos determinantes de riscos para doencas diarréicas ¢ Infecgdos Intestinals
especificas bem como desnutrigdo. Uma lista de genes com este potencial, tais
como IL-8, TLRS, outros genes de citocings proinflamatérios & genes de proteinas
associadas com fungoes firmes do epitélio intestinal, tais como claudinas | ocludina,
ZO1 e 2, 0 outros de adesdo celular, O seqlenciamento de DNA sard fetto no
IBIMED e um estudo mals amplo gendmice de determinantes genédticos de riscos
sord realizado em colaboragdo com a Universidade do Virginia & UFC (programa
este em andamento ha mails de 30 anos) incluindo a capactagdo de recursos
humanos @ treinamento Junior, sénior ¢ nivel téonico. Todos os estudos realzados
pela UPC & IBIMED que necessilam de envio de amostra para 0 exterior seguem os
padroes exigidos peles normas de pesquisa com seres humanos. Sempre serdo
contemplados: autorizacdo do sujeito através do TCLE, prazo, classificagao,
embalagem ¢ documentaglio. A UPC & IBIMED procura seguir as normas do
International Air Transport Association (IATA), Segue em anexo a Norma Interna da
UPC&IB'MEunomumommummmmm-noe
sua utl
Andlise: Considerando a Resolugio CNS 347/2005, no seu item 2.3, que delimita o
armazenamento de material biclogico humano no dmbito de projetos de pesquisa
por periodo maximo de 05 anos, juigamos que ainda hé 8 necessidade de
explicitagdo por pane do pesquisador responsdvel de descrover de forma mais clara
a definigho de como se dard & autorizacho para uso do material armazenado apos
cinco anos, de acorde com as Resolugdes supracitadas, uma vez que no TCLE
encontramos a reafimagéo do texto questionado *Caso vocé concorde em participar
deste estudo suas amostras ficario estocadas e sob a responsabilidade do grupo
de estudo durante os dez anos de realizacdo do estudo™. No novo TCLE também
encontramos a afimative: “Também poderemos armazenar Suss amostras para
outras pesquisas luturas mediante aprovagéo do CEP local e nacional @ um novo
consentimanto assinado por vocd' Pendéncia parcialmente atendida,

2. Nas mesmas péaginas dos TCLEs (105 e 107, numeragico de CEP),
encontramos ainda a afirmativa; "Nao existern riscos vinculados a este estudo”
Solicita-se adequacao da mesma, uma vez que, conforme disposto na Resoluglo
CNS 196/86 que preconiza, no seu item V' Considera-se que loda pesquisa
envolvendo seres humanos envolve risco. O dano eventual poders ser imedato ou
tardio, comprometendo o individuo ou a comunidade. Solicita-se adequacdo do
lexto.

Resposta: "For adicionado no 1CLE o seguinte. Consideramos que foda pasquiss
envolvendo seres humanos envolve risco, mesmo que seja minimo Algum dano
eventua! poderd sor imediato ou tardio, comprometendo © individuo ou @
comunidade. Pode ser gque vocé se sinta desconfortével ao responder 0
questionéno e que vocd afou sus crianga pode ler leve dor quando da coleta de
sangue” d

Andlise: Pandéncia atendida.

3. Solicita-se deixar explicito no TCLE a garantia ao sujeito de pesquisa sobre
os direitos 3 indenizagdo. conforme itens V.5, V.6 e V.7 da Resolugao CNS 19698
Resposta: “Foi adicionade a0 TCLE o item: Garantia em Caso de Danos, que tem ¢
seguinte texio: NBo esta previsto indenizagdo ou ressarcimento ac sujeito
panicipante deste estudo, porém o pesquisador responsdavel assume a
responsabilidade de fornecer a assisténcia inlegral necessaria referente as
complicagtes e danos decorrentes de algum risco previsto”.

Andlise: Pendéncia atendida.

96
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4. Solcita-se a inclusdo do encereco do CEP no tdpico "Quem eu posso

contactar para Questtes sobre Direltos como Sujelto de Pesquisa?”

Resposta: “Fol adicionado a0 TCLE: Enderogo Rua Cel. Nunes do Melo. 1127,

Rodoito Tedfilo, CEP: 80.430-270°

Andlise: Pendéncia atondida.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de
acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagio do projeto de pesquisa proposto, devendo o CEP verificar o cumprimento
da questho 01 acima, antes do iniclo do estudo,

Situagéo. Protocolo aprovado com recomendago.

Brasilis. 24 de maio de 2010,

Tannous
da CONEP/CNSMS
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ANEXO C

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 135/10 Fortaleza, 28 de junho de 2010
Protocolo COMEPE n° 246/ 09

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

Titulo do Projeto: “Etiologia, fatores de risco e interagcdes das infecgcoes
entéricas e desnutricio e suas conseqiéncias no desenvolvimento e
saude da crianga”

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugdo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou na reunido do dia 24 de
junho de 2010 as respostas apresentadas no projeto supracitado, pois
atende as recomendacg¢des da CONEP.

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

Atenciosamegnte,
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Case Control Stud

Participant 1D:

ANEXO D
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CHILD ENROLLMENT FORM (CEF)

I no response for any guestion, wiite N4 as response.

# Question Code Response
01 | ResearcherMurse/Fieldworker 1D e |:| I:‘ D
02 | Today's date DOMMMAYY CIC 1O/ 00 ]
03 | Date of birth DO/MMMAYY CI10C1/7000000/ 0000
Male=01
04 | Gender of child Femsle=02 | I |
05 | Birthweight 00.00-09.09 kg D |:| . D |:|
06 | Current weight of the child 00.00-86.00 kg CI0T. 000
07 | Gurrent length of the child 000.0-999.8 cm HIBIERE
08 | Current arm circumference of child 00.0-96.8 em D ‘:I \ I:’
09 | Current head circumference 00.0-98.9 om D D . D
Weight for Age Z score of the Child | Savare underweight (<-3) =
(Use field chart for the calculation) | 04: Maderate undarwaight (-
10 3.01 t0 -2.01) = 02; Mild D |:|
I the child iz rmddly undenweighi, underwaight (-2.00 te -1.07) =
SToP 03: Nermal (=-1) = 04
Contral= 00, Case=01
11 | Case or control? (Contral if WAZ » -1, Case if
WAZ> - LI
How long after childbirth did the 00 = within 1 hour:01 = 1-24
hours:02 = 1-3 days;
12 | mother begin breastfeeding 03 = 4+ days later; NA = naver I:’ D
him/her? Bresstfed
Was the child fed the first milk
13 (colostrum)? Yas =01, No =00 D D
Was there pre-lacteal feeding of . N
14 | the chilg? Yea =01, No =00 L1
At what age (in days) did you first
15 | 9ive your child plain water, sugar 000-100 days D D D
water, honey water, or juice or Not givan = 888
cow's or goat's milk? Do not know = 040
16 | Are you still breastfeeding? Yeam 01, No=00 HiIR
At what age (in months) did you 000-010 months
17 | first give your child (semisolid) Not given = 888 |:| |:| |:|
fruits, vegetables, porridge, or dal? Do not know = @60
At what age (in months) did you 000-010 months
18 | first give your child rice, wheat, Med given = 888 D D D
meat, fish, or eggs? Do not know = GEE
Has he/ she received a vitamin A
19 | capsule like this (SHOW Yes = 01, No = 00 D D
CAPSULE) in last 6 months? s
What type of sall is used for Facket (lodized) salt = 01,
20 | cooking today by your household? | Unpacked tnuEé-odlnd} salt= I:’ |:|
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