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Tudo tem o seu tempo determinado, e ha
tempo para todo o proposito debaixo do céu.
Ha tempo de nascer, ¢ tempo de morrer;
tempo de plantar, e tempo de arrancar o que

se plantou;
Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de
derrubar, e tempo de edificar;
Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de
prantear, e tempo de dangar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar
pedras; tempo de abracar, e tempo de afastar-
se de abragar;
Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo
de guardar, e tempo de lancar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de
estar calado, e tempo de falar;
Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de

guerra, e tempo de paz.
Que proveito tem o trabalhador naquilo em
que trabalha?

Tenho visto o trabalho que Deus deu aos
filhos dos homens, para com ele os exercitar.
Tudo fez formoso em seu tempo; também pds
o mundo no coragdo do homem, sem que este
possa descobrir a obra que Deus fez desde o
principio até ao fim.
Ja tenho entendido que ndo ha coisa melhor
para eles do que alegrar-se e fazer bem na sua
vida;

E também que todo o homem coma e beba, e
goze do bem de todo o seu trabalho; isto ¢ um
dom de Deus.

Eclesiastes 3:1-13
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RESUMO

Introducio: As infecgdes por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) sdo importantes
causadoras de diarreia em criancgas de paises em desenvolvimento, nesse sentido se faz
necessario um maior entendimento sobre a sua patobiologia, fatores de viruléncia e seu
impacto clinico. Objetivo: O presente estudo tem como objetivo caracterizar genes
relacionados a viruléncia da infec¢do por ETEC em criancas com e sem diarreia do
semiarido brasileiro. Material e Métodos: Realizou-se um estudo caso-controle, em seis
cidades do semiarido brasileiro, que analisou dados/amostras de 113 criangas de 2 a 36
meses infectados por ETEC com ¢ sem diarreia. Entre a populagdo estudada, de 56
criangas foram coletadas amostra de fezes diarreicas (casos) e 57 criangas forneceram
amostras de fezes sem diarreia (controles). O diagnéstico de ETEC foi realizado pela
técnica Luminex (Bioplex 200), com base nos genes estA (toxina termoestavel-ST) e eltB
(toxina termo 1abil-LT). As amostras identificadas positivas para ETEC foram analisadas
por reagdes cadeia da polimerase (PCR) para sete genes de viruléncia. Resultados: Entre
as amostras coletadas, se deu a maior prevaléncia de ETEC produtora de eltB do que
ETEC produtora est4 (70,8% - 80/113 vs 10,6% - 12/113). A faixa etaria de 2 a 3 anos
de idade foi associada aos controles, auséncia de diarreia, (P = 0,001), enquanto a pratica
de amamentacao ndo exclusiva foi mais prevalente entre casos, criangas com diarreia (P
= 0,004). As criancas com infec¢des por ETEC-LT apresentaram valores menores de
WAZ (escore z peso por idade) em relacdo a criangas com infecgdes por ETEC-ST (P =
0,02), quando analisadas em criangas controle. As amostras de ETEC-ST exclusivas ndo
apresentaram os genes de viruléncia pesquisados, as caracterizagcdes ocorreram nas
amostras ST/LT ou LT exclusivas. Os genes de viruléncia com maior frequéncia
detectados foram eatd (31,8% - 36/113) e csuAd (24,8% - 28/113), ¢ a maior prevaléncia
de coinfeccdo foi com E. coli enteropatogénica (EPEC) e enteroagregativa (EAEC).

Palavras-chave: Escherichia coli enterotoxigénica. Diarreia. Genes de viruléncia.
Criancas. Semiarido brasileiro.



ABSTRACT

Introduction: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) infections are important causes
of diarrhea in children in developing countries. Therefore, a greater understanding of its
pathobiology, virulence factors and clinical impact is necessary. Objective: The present
study aims to characterize genes related to the virulence of ETEC infection in children
with and without diarrhea in the Brazilian semiarid. Material and Methods: A case-
control study was conducted in six cities of the Brazilian semiarid region, which analyzed
data / samples from 113 children aged 2 to 36 months infected with and without diarrhea.
The diagnosis of ETEC was made by the Luminex technique (Bioplex 200), based on the
estA (thermostable toxin-ST) and eltB (thermo labile toxin-LT) genes. The identified
ETEC positive samples were analyzed by polymerase chain reactions (PCR) for seven
virulence genes.Results: Among the study population, 56 children were collected from
diarrheal stool samples (cases) and 57 children provided stool samples without diarrhea
(controls), with a higher prevalence of eltB-producing ETEC than estA-producing ETEC
(70.8% - 80/ 113 vs 10.6% - 12/113). The age group from 2 to 3 years old was associated
with controls, absence of diarrhea, (P = 0.001), while non-exclusive breastfeeding was
more prevalent among cases, children with diarrhea (P = 0.004). Children with ETEC-LT
infections had lower WAZ values (weight-for-age z score) compared to children with
ETEC-ST infections (P = 0.02) when analyzed in control children. Exclusive ETEC-ST
samples did not show the virulence genes researched, characterizations occurred in
exclusive ST / LT or LT samples. The most frequently detected virulence genes were
eatA (31.8% - 36/113) and csuA (24.8% - 28/113), and the highest prevalence of co-
infection was enteropathogenic E. coli (EPEC) and enteroaggregative. (EAEC).

Keywords: Enterotoxigenic Escherichia coli. Diarrhea. Virulence genes. Children.
Semiarid.
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1 INTRODUCAO

A diarreia ¢ um problema de saude publica considerado uma das causas principais
de morbidade e mortalidade no mundo (FITZWATER et al, 2019). As caracteristicas
patologicas da diarreia podem ser classificadas quanto aos parametros de duracdo (aguda
ou crbnica), 6rgao afetado (intestino delgado, grosso ou ambos), descrigdo clinica
(frequéncia, volume, consisténcia, presenca de sangue), origem € mecanisSmo
patofisioldgico primario (BINDER, 1990).

A transmissdo de diarreia pode se da pela ingestdo de alimentos, agua ou mesmo
pelo contato direto com agentes infecciosos (HENRY; RAHIN, 2019). Existem diferentes
fatores que causam a diarreia, mas o mais comum ¢ a infec¢do intestinal, ou gastroenterite,
que podem ser causadas por microrganismos como virus, bactérias e parasitas. Dentro
dessa perspectiva, ¢ comum infecgdes por rotavirus, Escherichia coli e Giardia lamblia
(MORAES; CASTRO, 2012). As causas mais comuns de diarreia sdo infec¢des por
rotavirus e E. coli (WHO, 2013).

As diarreias causadas pela bactéria E. coli podem ter variagdes de cepas que
originam patologias que podem ser classificados entre diarreiogénicas e extraintestinais.
Os principais tipos de E. coli patogénicas sdo E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EAEC), E. coli difusamente aderida (DAEC), enteroagregattiva (EAEC), E. coli
Shigella/enteroinvasiva (EIEC), uropatogénica (UPEC) e meningite neonatal (NMEC)
(CROXEN, 2013).

Existe uma grande variabilidade entre os tipos de E. coli, as quais partem de
formas comensais que estdo distribuidas na microbiota saudavel do hospedeiro. Algumas
patovariantes que sdo adaptadas e capazes de produzir toxinas que desencadeiam o
desenvolvimento de varias doengas (SOUSA, 2006). As diferengas entre as variantes
patogénicas e comensais se dao pela diferenca genética entre elas, bactérias patogénicas
apresentam genes que codificam caracteristicas patogénicas, como € o caso da viruléncia,
e esses aspectos geralmente sao codificados por genes que estdo presentes nos plasmideos
das bactérias (QADRI et al, 2005).

Dentre as variantes patogénicas, as bactérias E. coli do tipo ETEC produzem
enterotoxinas causadoras de danos na mucosa, as quais provocam efeitos citotoxicos que

desregulam processos de secrecdo de agua e eletrélitos. A ETEC ¢ capaz de causar desde



13
uma diarreia simples até disenterias inflamatorias mais severas (CROXEN;

FINLEY,2010).

A transmissdo de ETEC estd normalmente associada a ingestdo de agua
acondicionada ou/e fornecidas em mas condi¢des (HILL; BEECHING, 2010), mas
também pode ser associada a contaminacdo da comida em surtos de gastroenterites
alimentares, como é o caso do surto que acometeu alguns paises da Europa e Asia em
2012 (MACDONALD et al, 2014). Além disso, ETEC ¢ tida como principal causadora
da diarreia dos viajantes (CROXEN et al, 2013).

As bactérias s@o disseminadas no organismo e ao chegarem no intestino delgado
estabelecem uma infec¢do. O processo ocorre através da aderéncia das bactérias que
comegam a colonizar a superficie do intestino delgado e apds a colonizagdo produzem
enterotoxinas (Termoestavel — ST ou/e Termolabil - LT) que afetam as células epiteliais
da area (NATARO; KAPER, 1998).

A infeccdo por ETEC ¢ geralmente sugerida pelas caracteristicas clinicas de
diarreia aquosa e presenca de febre, mas a confirmagédo s6 ¢ dada com a presenca de E.
coli na cultura das fezes diarreicas. Em casos de surtos, ¢ necessario fazer testes de
identificacdo de viruléncia, sorotipagem, identificagdo dos fatores de colonizagdo,
demonstragdo da producdo das enterotoxinas (LT ou ST) e identificagdo dos genes que
codificam esses fatores de viruléncia (EVANS; EVANS 1996).

A identificag@o de ETEC pode ser realizada através do diagnodstico molecular, que
usa técnicas como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que apresenta uma alta
especificidade e sensibilidade para a identificagdo rapida e diferencial de genes
relacionados a ETEC (PLATTS-MILLS et al, 2018).

Os altos indices de doengas diarreicas causadas por E. coli demonstram a
necessidade de estudos que esclarecam os mecanismos associados a patologia da
infeccdo, genéticos e epidemioldgicos envolvidos no desencadeamento da doenca,
principalmente em areas endémicas. No presente estudo, foram avaliadas amostras de
criancas 2 a 36 meses com ¢ sem diarreia, em seis cidades no semiarido brasileiro,
buscando identificar as caracteristicas genéticas associadas a ETEC, bem como o perfil

socioeconomico das familias das criangas pesquisadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diarreias infecciosas

As diarreias infecciosas configuram-se como uma sindrome intestinal
caracterizada, frequentemente, pela ruptura da barreira intestinal a partir da acdo de
patogenos, sejam estes, bactérias, virus ou protozodarios. Essa sindrome ¢ acompanhada
de nausea, vomito, dores abdominais e diarreia. A transmissdo ocorre, normalmente, pela
ingestao de agua ou alimentos contaminados, do contato pessoa a pessoa como resultado
da falta de higiene e saneamento basico precarios (MOTTA et al, 2002).

Defini¢des de diarreia incluem o aumento do volume e frequéncia das defecacdes
acompanhada de alteragdo da consisténcia das fezes. A diarreia caracteriza-se quando ha
uma frequéncia de evacuagdes de 3 ou mais por dia. Um episddio de diarreia é definido
como uma sequéncia de dias com diarreia, intervalado por no minimo 48 horas. Quanto
a duracdo, a diarreia pode ser classificada em: diarreia aguda, quando os sintomas duram
até 7 dias; diarreia prolongada quando a duragdo é entre 7 ¢ 13 dias; diarreia persistente
quando a duragdo ¢ de mais de 13 dias; diarreia cronica quando os sintomas permanecem
por mais de 30 dias de duragdo (MOORE et al, 2010; DUPONT, 2016).

A diarreia aguda tem como causas infecgdes por virus, bactérias ou parasitas, mas
também pode ser relacionada a algum tipo de alergia, indugdo de droga ou infeccdes extra
- intestinais. As diarreias cronicas podem ser provocadas por causas dietéticas, desordens
pancreaticas, erros inatos no metabolismo, deficiéncias enzimaticas, defeitos no
transporte etc. (FAN et al, 2009; RIDDLE et al, 2016).

A patofisiologia da diarreia pode ser classificada em secretéria e osmotica. Na
primeira, a principal causa associada sdo infecgdes bacterianas no intestino que
promovem a producdo de enterotoxinas ou citocinas, contribuindo para a ativagdo da
secrecdo. Enquanto na segunda, a causa ¢ relacionada a presenga de solutos ndo
absorviveis no trato gastrointestinal ou mesmo a ma absorcao de nutrientes soliveis em
agua (SHEIKH et al, 2018).

As doengas diarreicas constituem um grande problema de saude publica mundial,
sendo uma das maiores causas de morbidade e mortalidade infantil, representando a
segunda maior causa de morte em criangas abaixo de cinco anos de idade (THIAM et al,
2017). Cerca de um terco das criancas que vivem em paises em desenvolvimento, onde

as condigdes higiénico-sanitarias desfavoraveis facilitam a disseminacdo de agentes
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patogénicos, sdo acometidas por infeccdes entéricas com ou sem eventos diarreicos

(HODGES; GILL, 2010; GUERRANT et al, 2012).

Um estudo epidemiologico sobre diarreia infantil no mundo mostrou que, em
2010, estimou-se que bilhdes de episodios de diarreia ocorreram em criangas abaixo de
cinco anos de idade e, em 2011, cerca de 700 mil episodios diarreicos culminaram em
morte, sendo mais de 70% dessas mortes em criancas abaixo de dois anos de idade
(WALKER et al, 2013).

Nos ultimos anos, o problema das diarreias infecciosas tornou-se pauta relevante
para as autoridades governamentais, principalmente em paises em desenvolvimento.
Desse modo, os esfor¢cos da Organizacdo Mundial de Saude e Governos em programar
medidas associadas a reducdo da severidade das infec¢des entéricas com ou sem diarreia
em criancas, como a implementacdo da vacina para rotavirus, investimento em
saneamento basico e a terapia do soro para reidratacdo oral (TRO), resultou na diminui¢ao
consideravel das taxas de mortalidade, de 12,6 milhdes de mortes/ano no inicio dos anos
90, para 6,6 milhdes de mortes/ano, em 2012 (WHO, 2013). Contudo, ainda ¢ alto o
niamero de mortes por doengas diarreicas e, principalmente, a alta morbidade desta
condicdo clinica permanece como alvo de preocupagdo mundial (BARTELT et al,2013).

Estudos realizados na cidade de Fortaleza, Ceara demonstraram que existe um
risco maior de diarreia persistente e diarreia prolongada, e foi verificado que esta
relacionado a precariedade das condigdes sanitarias, desmame precoce e colonizagao
intestinal (LIMA et al, 2000). Esse quadro fisiopatolégico pode acarretar no
desenvolvimento de quadros de desnutricdo, gerando impactos negativos sobre a
populacdo acometida (MOORE et al, 2010).

A diarreia persistente esta relacionada a altas taxas de morbidade e mortalidade
em pessoas de baixo nivel socioecondmico em paises em desenvolvimento (FEWTRELL
et al, 2019). No Brasil, entre 2000 e 2011, foram notificados 33 milhdes de casos de
diarreia aguda, dentre os quais a maioria da populagdo acometida era menor que 1 ano de
idade. Os dados epidemiologicos demonstram que houve diminui¢@o nos casos e 6bitos
decorrente da doenca, o que se acredita ser um reflexo das agdes de intervengdo nas areas
da saude e saneamento basico (BRASIL, 2015).

A diarreia esta relacionada a morbidade e mortalidade dentro de populagdes mais
economicamente desfavorecidas, por atuar na promogdo do desenvolvimento de lesdes

na mucosa entérica, que consequentemente, provocam a diminui¢do da absor¢do de
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nutrientes, insuficiéncia de crescimento e atraso cognitivo (MOORE et al, 2010;

KEUSCH et al, 2016).

Entre 1992 e 2000 foram relatados nos dados epidemiologicos de mortalidade de
criangas com idade menor que 5 anos que aproximadamente 10 milhdes por ano, 18%
desses casos é decorrente da diarreia, e mais de 53% dos casos foram associados com a
ma nutrigdo (KOSEK, BERN, GUERRANT, 2003).

As infecgdes entéricas persistentes tendem a prejudicar a capacidade absortiva do
individuo, o que leva a quadros de desnutricdo, que por sua vez ¢ um fator que causa o
comprometimento dos mecanismos de defesa imunologica e contribui para o
desenvolvimento de diarreias infecciosas. Essa situacdo desencadeia um ciclo vicioso
(Figura 1) de diarreia e desnutrigdo (COUTINHO et al, 2008; ROCHE et al, 2010).

Dentre os agentes patogénicos causadores de diarreia em criangas estdo
Escherichia coli, Campylobacter spp., Shigella spp., Salmonella spp., Vibrio cholerae,
Clostridium difficile, Entamoeba histolytica, Cyclospora spp., Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., adenovirus, rotavirus, norovirus entre outros (LIMA et al, 2000;
GUERRANT et al, 2001; DHAMA et al, 2008; MOORE et al, 2010; SOLI et al, 2014).
A infecg@o pela bactéria Escherichia coli, configura a principal forma causadora de

diarreias (PENNINGTON, 2010).

Figura 1 - Ciclo vicioso Diarreia x Desnutricio: Relacdes causais e consequéncias
para a sociedade.
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Os ciclos viciosos de enteropatia ambiental. As infecgdes entéricas, especialmente nos primeiros 2 a 3 anos
de vida, com ou sem diarreia evidente, podem predispor um individuo a desnutri¢cdo e ao crescimento
atrofiado por meio de multiplos mecanismos. O nanismo aos 2 anos de idade, por sua vez, esta associada
ao comprometimento do desenvolvimento cognitivo, que se estende até a infancia e até na idade adulta e

na produtividade do adulto.

Fonte: Adaptado de GUERRANT et. al., 2012.

2.2 Escherichia coli
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A bactéria Escherichia coli é uma bactéria encontrada comumente no trato

intestinal de seres humanos. A robustez, versatilidade e facilidades no manuseio fizeram
da E. coli, um dos organismos modelos mais importante para o desenvolvimento de
pesquisas cientificas. Suas caracteristicas bioquimicas e genéticas sdo amplamente
elucidadas, o que faz a E. coli ser o organismo mais conhecido da microbiologia, e
acreditasse que exista um grande potencial ainda inexplorado para pesquisa dessa bactéria
(BLOUNT, 2015).

E. coli (Figura 2), ¢ uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, com
uma estrutura bacilar e Gram negativa, as quais se caracterizam por um perfil bioquimico
positivo para produgao de indol, oxidase negativa, ndo esporulante, anaerobio facultativo,
podendo apresentar cepas mdveis ou imdveis, que colonizam o trato intestinal de animais
e de humanos, permanecendo como comensal durante toda a vida do individuo. E
geralmente isolado a partir de amostras fecais por plaqueamento em meios seletivos e
diferenciais, como por exemplo, o agar MacConkey, onde a espécie cresce como coldnias

de coloragdo rosa, indicando fermentacao de lactose (CROXEN et al, 2013).

Figura 2 - Micrografia de Eschechiria coli.
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Micrografia eletronica de varredura de E. coli em cultura, mostrando sua morfologia em bacilo.

Fonte: CARR, 2006.

O género Escherichia, ¢ uma homenagem ao pediatra alemao Theodore Escherich
que descreveu pela primeira vez esta bactéria em 1885, e a denominou de Bacterium coli
commune, sendo posteriormente renomeada FEscherichia coli. A espécie coli faz

referéncia ao habitat natural desse microrganismo, ou seja, proveniente do coélon
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(INGERSON-MAHAD; REID, 2011), indicando a ocorréncia universal desta bactéria no

intestino de individuos saudaveis (NATARO; KAPER, 1998; RODRIGUEZ, 2002;
VIDAL et al, 2007).

A maioria dos animais tém em seu trato intestinal colonizado por bactérias E. coli
nas primeiras horas e dias de vida, através da ingestdo de comida e agua. A bactéria pode
se aderir ao muco que circunda o intestino grosso ¢ normalmente coloniza o estomago em
cerca de 40 horas apo6s o nascimento. A E. coli ¢ um importante membro da microbiota
intestinal humana, que ¢ na maioria das vezes inofensiva ao organismo. Entretanto,
variagdes das cepas podem ser altamente versateis e frequentemente patogénicas e causar
diversas doencas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A E. coli ¢ o principal agente etiologico causador de diarreia entre os casos
moderados a severos em criangas. Atualmente muito se sabe a respeito das caracteristicas
microbioldgicas, patogénicas, ecoldgicas e interacdes com o hospedeiro, facilitando a
compreensao do papel da E. coli nas ocorréncias de diarreia dentro do cendrio de saude
mundial (BLOUNT, 2015).

As cepas de E. coli patog€nicas geralmente limitam-se a colonizag@o da superficie
mucosa ou podem ser disseminadas para outras partes do corpo podendo causar danos
como infec¢des no trato urindrio, sepse/meningite e infec¢des gastrointestinais. A
infeccdo por E. coli no trato gastrointestinal causa maior suscetibilidade a diarreias
(NATARO; KAPER, 1998; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Existem categorias de E. coli que sdo patogénicas e podem desencadear o
desenvolvimento de uma vasta gama de doencas. Essas bactérias patogénicas sdo cepas
especificas e bem adaptadas que podem ser classificadas como diarreiogénicas, com os
subtipos E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragicas (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli difusa aderente
(DAEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC); e os subtipos extra — intestinais (ExPEC) sdo
E. coli uropatogenica (UPEC) e E. coli meningite neonatal (NMEC) (SOUSA, 2006;
CROXEN et al, 2013).

O tamanho dos genomas varia entre a E. coli comensal e as variantes patogénicas,
existindo diferencas de até milhdes de pares de base, onde essa quantidade extra de genes
pode corresponder a fatores como viruléncia e aptidio patogénica. A habilidade
patogénica da E. coli se da pela grande flexibilidade de ganho e perda de material
genético. Essas alteragdes podem ocorrer através da transferéncia do DNA entre os

hospedeiros e procariotos por elementos de transposi¢do (transposons), inser¢do de
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sequencias, bacteriofagos e plasmideos. A maioria dos fatores relacionados a viruléncia

da cepa de E. coli sdo derivadas das altera¢des criadas por elementos genéticos moveis

(FROST et al, 2005; QADRI et al, 2005).

2.3 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

A E. coli como ja mencionado ¢ um membro comum da flora intestinal, contanto
que essas bactérias ndo adquiram elementos genéticos codificantes de fatores de
viruléncia, eles permanecem bactérias comensais benéficas. Todavia, as cepas que
adquirem bacteriofagos ou DNA plasmidial codificam enterotoxinas ou fatores de
invasdo tornam-se virulentas e sdo capazes de causar desde uma diarreia simples e aquosa
até mesmo uma disenteria inflamatoria (CROXEN et al, 2010).

Um dos patotipos de E. coli que produz enterotoxinas ¢ conhecido por E. coli
enterotoxigénica (ETEC). Existem numerosos tipos de enterotoxinas. Algumas dessas
toxinas sdo citotoxicas e causam danos a mucosa celular, incluindo apenas a secregdo de
agua e eletrolitos (EVANS, 1996).

A ETEC ¢ uma das bactéria mais importante por causar diarreia ou doencas como
a colera em todos os grupos de idade em areas com condigdes precarias no saneamento
basico e fornecimento inadequado de agua limpa (HILL; BEECHING, 2010). A maioria
dos casos de diarreia de viajantes sdo causadas por E. coli, principalmente pelo patotipo
ETEC (WIEDERMANN; KOLLARITSCH, 2006). Também foi associada como causa
de surtos de gastroenterite de origem alimentar na Noruega, EUA, Dinamarca, Coreia do
Sul e Japao (MACDONALD et al, 2014).

Diarreias causadas por ETEC sdo caracterizadas por serem rapidas, aquosas, sem
quantidade consideravel de sangue, e podem ser acompanhadas pelo aparecimento de
quadros de febre baixa. Outros sintomas comuns sdo a dor abdominal, mal-estar, nauseas
e vOmito. Esses sintomas e a diarreia tendem a acabar em um periodo de 1 a 3 dias
(EVANS, 1996).

Doengas diarreicas sdo a segunda causa mais comum de mortes de criangas de até
5 anos, perdendo apenas para as mortes por infecgdes respiratorias (GUERRANT et al,
2018). As diarreias mediadas por ETEC tem sido atribuida a secre¢do combinada ou
individual de enterotoxinas termo labeis (LT) ou enterotoxinas termoestaveis (ST),

implicando na manifestacdo das caracteristicas envolvidas no desenvolvimento de
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diarreia secretoria através da inducdo da secrecdo de fluidos e inibi¢cdo da absor¢do no

intestino (CROXEN; FINLEY, 2006).

LT ¢ uma toxina polimorfica que ¢ dividida em duas variantes principais LTI e
LTIIL, as quais sdo expressas por diversas linhagens de ETEC mundialmente distribuidas.
A toxina ST ¢ subdividida em 2 subgrupos, STh e STp, os quais sdo pequenas unidades

peptidicas nio-imunogénicas contendo de 19 a 18 amino acidos (JOFFRE; 2016).

2.4 Patogénese da infeccao por ETEC

A doenga diarreica por ETEC ¢ causada pela proliferacdo bacteriana de um
nimero de 10°a 10'°.

Para poder colonizar a superficie do epitélio intestinal, as bactérias devem se
prender primeiro onde as adesinas bacterianas entram em agdo e atuam nos receptores
cognatos presentes no epitélio hospedeiro. Isso ajuda as bactérias a resistir ao
peristaltismo intestinal. No ETEC, a adesdo ao intestino delgado ¢ mediada por fatores de
colonizagdo (FCs), um importante determinante da viruléncia para iniciar a patogénese.
A colonizagdo intestinal ¢ seguida pela liberacdo de enterotoxinas bem caracterizadas,
labeis ao calor (LT) e/ ou estaveis ao calor (ST) (GAASTRA; SVENNERHOLM; 1996)
que desencadeiam diarreia secretora (BHAKAT et al, 2019).

2.5 Fatores de viruléncia da ETEC

Os fatores de colonizagdo (FCs), juntamente com as toxinas (LT e ST), sdo
chamados de fatores de viruléncia classicos (BHAKAT et al, 2019). Fatores adicionais
relacionados a viruléncia foram identificados (DEL CANTO et al, 2011) e sdo

denominados fatores de viruléncia 'nao classicos' (FVNCs).
2.5.1 Toxinas

As cepas de ETEC colonizam a superficie da mucosa do intestino delgado e
produzem enterotoxinas, que proporcionam a estrutura necessaria para desencadear um
estado secretorio liquido (SEARS.; KAPER, 1996). Essa secre¢do ¢ estimulada pela a
acdo dessas enterotoxinas que induzem a secrecdo de cloreto, s6dio ¢ agua no lumen
(BOLICK etal, 2018). O gene est4 codifica a enterotoxina estavel ao calor (ST), enquanto

o gene eltB codifica a enterotoxina termo labil (LT).
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Apos a fixacdo e colonizacdo da bactéria, ¢ iniciada a produgdo de enterotoxinas

(LT e ST) e estas afetam a area das células epiteliais. Essas toxinas sdo o principal fator
de viruléncia da infec¢cao por ETEC, podendo causar a doenca estando associadas ou cada
uma separadamente. Os fatores de adesdo e colonizagdo também sdo fatores de viruléncia
que devem ser considerados (MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018).

A toxina termo labil (LT) € uma toxina oligomérica com caracteristicas de fung@o
e estrutura similar a enterotoxina expressa pela bactéria Vibrio cholerae, diferindo em
caracteristicas como processamento e secre¢ao da toxina e respostas do linfocito T helper.
LT ¢é produzida pela E. coli em dois subtipos, I e I, os quais possuem caracteristicas
genéticas, bioquimicas e imunologicas diferenciadas entre si. LT-I ¢ associada com a
doenca tanto em animais quanto em humanos, enquanto que LT-II ¢ associada apenas a
cepas encontradas em animais (CONNELL, 2007).

LT-I é um heterohexamero de 84 kDa de tamanho composto por uma subunidade
pentamera B e uma A. O efeito dessa enterotoxina se da pela inducdo de efeitos toxicos
ao gangliosidio GM1 das células hospedeiras causando endocitose da toxina. Uma
subunidade passa pela membrana celular e reage com o fator ADP de ribosinalizagao,
evitando a atividade GTPase da proteina GSa e leva a continuidade e aumento da
atividade da enzima adenilase ciclase ¢ formagdo de cAMP (Adenosina monofosfato
ciclico). Por sua vez, o aumento de cAMP causa a ativacdo da proteina quinase
dependente de cAMP. Essa enzima também causa a fosforilagdo e estimulagao de canais
de cloro. Essas mudangas causam secregdo de eletrolitos e agua no intestino levando a
diarreia (BINDER, 1990; NATARO; KAPER, 1998; JAFARI; ASLANI; BOUZARI,
2012).

LT-II ndo gera acumulagdo de fluidos no intestino e também nao se liga ao GM1.
A acdo dessa toxina se da pelo aumento de cAMP intracelular por mecanismos similares
ao da toxicidade de LT-I, mas nesse caso, LT-II usa o gangliosidio GD1, receptor de
membrana, no lugar de GM1. A associacdo de LT-II com humanos € rara e pouco se sabe
a respeito dos seus mecanismos. Comumente, as informagdes genéticas relacionadas a
toxina estdo no cromossomo bacteriano e LT-II possui dois antigenos variantes LT-11a e
LT-IIb (NATARO; KAPER, 1998; CONNEL, 2007; MIRHOSEINI; AMANI;
NAZARIAN, 2018).

A toxina termoestavel (ST) ¢ uma toxina codificada por um gene localizado em
um plasmideo, que ¢ relacionado a um transposon chamado de estA4. Existem duas classes

nao relacionadas de ST as quais s@o diferentes em estrutura e mecanismos de agdo, e 0s
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genes que codificam ambas as classes sdo encontradas predominantemente em

plasmideos, mas também existem alguns tipos que sdo encontrados em transposons
(LIMA; FONTENELES, 2014).

STa é uma toxina monomérica de 18 a 19 aminoacidos, com massa molecular de
2 kDa, que contém multiplos residuos de cisteina, os quais formam pontes dissulfeto
necessarias para manter a estabilidade ao calor necessaria para essas toxinas. Existem
duas variantes, designadas de STp (STIa) e STh (STIb), ambas podem ser vistas em cepas
de humanos e sdo praticamente idénticas nos 13 residuos de aminoacidos que sdo
necessarios e suficientes para causar a atividade enterotoxica (RASHEED et al, 1990).

STa age pela ligacdo com uma proteina receptora epitelial intestinal localizada na
borda da membrana, e os receptores para STa sdo encontrados no colo e intestino delgado
(WANG et al, 2019). O principal receptor para STa se localiza em uma enzima de
membrana chamada de guanilato ciclase C (GC-C), a qual pertence a familia de
receptores ciclase. A ligacdo de STa ao GC-C estimula a atividade GC levando ao
aumento dos niveis da cGMP intracelular (BASU et al, 2010). Isso promove a estimulacao
da secregdo de cloro e inibigdo da absorc¢do de cloreto de sddio (NaCl), resultando na
secre¢io de fluidos intestinais liquidos (JOFFRE et al, 2006).

STb foi primeiramente associada a cepas de ETEC encontradas em porcos, mas
também sdo encontradas expressas em cepas de ETEC isoladas de humanos. Essa toxina
¢ inicialmente sintetizada a partir de uma molécula precursora e processada para uma
forma madura, passando de 71 aminoacidos para 48 aminoacidos, com um peso molecular
final de 5.1 kDa (ARRIAGA; HARVILLE; DREYFUS, 1995). O dano causado por STb
consiste na perca de vilos nas células epiteliais e atrofia parcial dos vilos. STb estimula
a secrecdo de bicarbonato pelas células intestinais, levando ao aumento nos niveis de
calcio intracelular para extracelular. Os mecanismos pelos quais STb estimula a secre¢ao
intestinal sdo desconhecidos, mas sabe-se que ndo envolve nucleotideos ciclicos.
Também ocorre a liberacdo de PGE2 e serotonina, sugerindo que exista algum tipo de
envolvimento entre o sistema nervoso entérico e a resposta secretoria desta toxina
(HARVILLE; DREYFUS, 1995).

Os mecanismos envolvidos na acdo de LT e STa estdo ilustrados na Figura 3.

Figura 3 — Mecanismos de acio das toxinas LT e STa da ETEC.
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Legenda: Mecanismos de ag@o da enterotoxina 1abil ao calor (LT) e estavel ao calor (STa) de Escherichia
coli e ligantes peptidicos endogenos da guanilil ciclase C (GC-C). A LT se liga ao receptor GM1
monossialogangliosideo na superficie da mucosa do hospedeiro e desencadeia endocitose da holotoxina. O
dominio A1l da subunidade A ¢ transportado através do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico
para ativar a subunidade Gsa da Gproteina. Este dominio A1 interage com fatores de ADPribosilagdo para
ADP-ribosilar esta subunidade Gsa, a fim de ativar a proteina G e, consequentemente, a adenilil ciclase
(AC). O AC cliva o ATP no cAMP e, subsequentemente, ativa a proteina cinase A, que inibe a absorgdo de
NaCl (transportadores NHE) e aumenta a secrecdo de cloreto através do regulador transmembranar da
fibrose cistica (CFTR). Os ligantes peptidicos do dominio extracelular do GC-C ativam o dominio catalitico
intracelular do GC-C, resultando na formacdo de cGMP, que ativa vérias vias: a) inibi¢cdo do transportador
NHES3, que diminui a absor¢do de NaCl; b) ativagdo do CFTR, que leva a secre¢do de cloreto; ec) aumento
do influxo de célcio.

Fonte: Adaptado LIMA; FONTELES, 2014.

2.5.2 Fatores de colonizacio da ETEC (fatores de viruléncia classicos)

A colonizagdo mediada por fimbria de patdgenos bacterianos foi demonstrada pela
primeira vez em suinos, antes que estudos semelhantes fossem realizados em outros
mamiferos ou humanos. O primeiro antigeno adesivo descrito de cepas de Escherichia
coli isoladas de animais foi o antigeno F4, originalmente denominado K88, por se tratar
de um antigeno capsular (K para “Kapsel” ou capsula em alemao). Sua natureza proteica
e dependéncia da presenga de um plasmideo foi demonstrada posteriormente
(ANANTHA et al, 2004).

Esse antigeno era visivel por microscopia eletrénica como um filamento exposto
a superficie que era fino e flexivel e tinha propriedades hemaglutinantes. Como outros
apéndices semelhantes a cabelos ndo flagelares na superficie bacteriana, essas fimbrias

também eram chamadas de pili. No entanto, a designac¢do de fimbrias é preferida por
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alguns devido a precedéncia historica ou para distinguir adesivos (fimbrias) de organelas

conjugadas (pili). Particularmente a E. coli pode aglutinar eritrécitos e que essa
propriedade pode ser mediada por fimbrias, ja havia sido descrita anteriormente. No
entanto, o fato de que a adesdo intestinal e a colonizacdo de E. coli em animais diarreicos
¢ mediada por fimbrias foi primeiramente mostrado com fimbrias F4, e o papel das
fimbrias como fatores de viruléncia foi demonstrado pela primeira vez (DUBREUIL et
al, 2016).

Embora o papel das fimbrias na patogénese da ETEC tenha sido demonstrado com
cepas clinicas curadas de plasmideos que codificam os genes fimbriais, confirmacdes de
experimentos com mutantes isogénicos definidos nunca foram realizadas. No entanto,
existem evidéncias adicionais que apoiam a importancia das fimbrias como fatores
essenciais de viruléncia na adesdo de ETEC ao intestino (DUBREUIL et al, 2016).

As cepas humanas de ETEC possuem seu proprio tipo de fimbria colonizadora,
chamado de CFAs. O primeiro grupo inclui CFA/I-LIKE e/ou CFA/I (cfaB), CS1(csoA),
CS2, CS4, CS14 (csud) e CS17. O segundo ¢ o grupo CS5 ou grupo CS5-like, inclui os
agentes de ligacdo CSS5, CS7, CS18 e CS20. As sequéncias de aminoacidos CS5, CS13,
CS18 e CS20 sdo geneticamente similares as subunidades de fimbria de cepas de animais

como K88 e f41 (MIRHOSEINI; AMANI; NAZARIAN, 2018).

2.5.3 Fatores de viruléncia nao classicos da ETEC

Dentre os fatores de viruléncia ndo cléassicos (FVNC) estdo alguns genes
importantes para viruléncia principalmente com a adesdo ,eat4, tia, etpA e faeG. O gene
eatA ¢ um membro do autotransportador de serina protease que facilita a entrega mais
rapida de toxina 1abil ao calor (LT) (PATEL et al, 2004). O gene tia atua como uma
invasina e também como uma adesina (ELSINGHORST E WEITZ, 1994). Ja o gene etpA
também ¢ envolvido na ades@o (ROY et al, 2008). E o gene faeG ¢é o principal constituinte
das fimbrias F4, contribui principalmente para a ligacdo do patdgeno as células
hospedeiras (PENGPENG et al, 2015) A distribuigdo dos genes de viruléncia, variam na

detecgdo de amostras positivas ETEC de uma regido geografica para outra.

2.6 Diagnéstico da infec¢ao por ETEC
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O diagnoéstico de ETEC ¢ normalmente feito pelas caracteristicas clinicas que o

paciente apresenta e confirmado pela cultura das fezes (EVANS; EVANS, 1996). A
detecgdo de ETEC pode ser baseada na busca pelas enterotoxinas LT e/ou ST, através de
imunoensaios ou bioensaios, como ¢ o caso do teste de ELISA (CRYAN, 1990),
radioimunoensaios (GIANNELLA; DRAKE; LUTTRELL, 1981), ensaios de aglutinagao
(ITO; KUWAHARA; YOKOTA, 1983), ensaio de aglutinagdo de latex passiva reversa
(SCOTLAND; RICHMOND; ROWE, 1983) ¢ o tradicional teste de Biken (HONDA et
al, 1981).

As cepas de ETEC podem ser identificadas através de meios que usam técnicas
moleculares os quais fazem a detec¢ao de genes codificantes de enterotoxinas, est4 para
toxina termoestavel (ST) e eltB para toxina termolabil (LT), utilizando técnicas de
hibridizacdo de DNA e PCR. A detecgdo por hibridizacdo pode ser feita diretamente na
cultura de bactéria de fezes usando sondas de DNA de polinucleotideos ou
oligonucleotideos. E com ambas, a porcentagem de detecgdo de ETEC usando amostras
de coldnias ou de fezes ndo € inequivoca (SCHULTSZ et al, 1994).

Uso de métodos moleculares, em particular a PCR, para o diagnostico de
patogenos entéricos em amostras fecais € indicado devido a maior sensibilidade em
relacdo aos métodos microscopicos ou fenotipicos convencionais de detecgdo. Estudos
foram feitos comparando ensaios moleculares e microbiologicos convencionais nas
mesmas amostras e obtiveram aumento significativo de positividade na deteccao pelos
métodos moleculares (FRICKMANN et al, 2015).

Varios ensaios de ETEC por PCR apresentam uma alta especificidade e
sensibilidade quando usados diretamente em amostras clinicas ou isoladas de colonias de
bactérias. O PCR multiplex é um exemplo de adaptacdo para a deteccdo de diversos
patotipos diferentes de ETEC em uma mesma reacdo. Depois do PCR uniplex, a
identificacdo do produto da reacdo pode ser detectada pelos seus diferentes tamanhos e

pela sonda de hibridizacdo néo isotropica (NATARO; KAPER, 1998).

2.7 Epidemiologia de infeccoes por ETEC

Os primeiros relatos sobre ETEC foram feitos em Calcuta em amostras de fluidos
de pacientes criangas e adultos com coélera. Estudos documentam que a ETEC ¢
geralmente encontrada nos paises em desenvolvimento e frequentemente ¢ tida como a

causa de diarreia mais comum em criangas menores que 2 anos de idade, variando os
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tipos de toxinas e fatores de colonizacdo de acordo com o tipo de cepa endémica

encontrada em cada pais. A incidéncia da infec¢do por ETEC diminui em pacientes dos
5 aos 15 anos, aumentando depois dos 15 e cerca de 25% das doencas causadas por ETEC
sdo em adultos (QADRI et al, 2005).

No mundo inteiro acredita-se que morrem cerca de 157 mil pessoas por ano de
diarreia causada por ETEC (QADRI et al, 2007). A quantificagdo dos dados ao nivel
mundial de mortalidade e morbidade de diarreia causada ETEC, entre os anos de 1990 e
2016, mostrou que a ETEC ¢ a oitava causa de mortes por diarreia em grupos de todas as
idades, estimando-se ser a causa de 51.186 mortes, o que representa de 2 a 3% dos casos
de mortes por diarreia foram causados por ETEC. Nao ha diferenca significante na
mortalidade por diarreia entre homens e mulheres. O nimero de mortes por ETEC foi
maior entre criangas menores que 5 anos, com 18.669 mortes (KHALIL et al, 2018).

Um estudo comparativo entre os casos de diarreia entre os anos de 1990 e 2010,
revelou que de forma global houve uma redugéo nos episodios de diarreia entre os anos
de 1990 e 2010. A mortalidade causada pela infecgdo também reduziu no periodo
investigado. As regides em que os casos foram mais comuns foi nas regides da Africa e
sudeste asiatico. A incidéncia de ETEC é maior em paises de baixa renda (WALKER et
al, 2013).

Em paises como Bangladesh, México, Peru, Egito, Argentina, india, Nicaragua e
Tunisia existe uma prevaléncia de 18-38% de ETEC como causa de diarreia em criangas
sintomaticas. Existe também uma varia¢do entre o tipo de enterotoxina de acordo com o
pais, LT é mais comum nas cepas isoladas do México, Peru, Argentina e India, enquanto
que a expressdo de ST ¢ mais comum na Bangladesh, Egito e Nicaragua. Os fatores de
colonizagdo (FCs) expressos em LT sdo mais numerosos que em ST, e sdo acompanhados

por infecgdes suaves (ISERI, et al, 2011).

Estudos sobre doengas diarreicas em criangas no Brasil e em outros paises em
desenvolvimento se concentraram em centros de satde ou hospitais de emergéncia que
tratam principalmente pacientes com diarreia moderada a grave e t€m a capacidade de
identificar enteropatogenos. Essa abordagem captura apenas um pequeno subconjunto da
carga de doencas diarreicas no Brasil e limita o entendimento preciso sobre a prevaléncia

de patdgenos na regido semiarida mais pobre do Brasil (LIMA et al, 2019).

A doenga diarreica continua atingindo a populagdo brasileira, a qual fornece um

contexto Unico para examinar os padrdes espaciais e sazonais das doengas diarreicas
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devido ao seu grande tamanho, populacdo socioeconomicamente diversa e clima

heterogéneo. A literatura existente sobre as tendéncias das doencgas diarreicas no pais ¢
tipicamente de curto prazo, limitada a criangas pequenas, ou limitada a determinadas
regides do Brasil (BAKER; ALONSO, 2017). A alta prevaléncia de doengas diarreicas
em areas em desenvolvimento ¢ significativa porque inibe o crescimento normal,
prejudica a fungdo cognitiva e atrapalha o desenvolvimento fisico e educacional em
criancas (LIMA et al, 2019).

No Brasil a ETEC esta entre os oito patdogenos causadores de diarreia em criangas
de até dois anos de vida (PLATTS-MILLS et al, 2015). Um estudo realizado por Ori e
colaboradores (2018), analisou 5047 amostras de diarreia de pacientes entre 6 meses € 96
de idade, de diferentes regides do Brasil, ¢ detectaram ETEC em 43 pacientes (6,3%),
onde 51% destes sdo criangas de 0-5 anos. Na regido Sudeste, um estudo analisou 446
criangas hospitalizadas e 328 criangas em atendimento clinico, ambas com quadro de
diarreia, e os resultados obtidos foram de 2,4% de infeccio por ETEC (ARAUJO et al,
2007). Na regido Nordeste, poucos estudos relatam a detec¢do de ETEC, entretanto, no
estado do Piaui, um estudo analisou 250 amostras de criancas com diarreia, demonstrou
que a prevaléncia de ETEC ¢ de 7,2% (NUNES et al, 2011).

O tratamento para ETEC geralmente ¢ realizado com a reidratacdo de fluidos, e
em casos mais persistentes, sdo usados antimicrobianos. No entanto, algumas das cepas
de ETEC adquiriram resisténcia aos antimicrobianos mais comuns. Em Mogambique, por
exemplo, foi reportado a existéncia 61% de resisténcia a sulfametoxazol e 46% para
ampicilina. No Iran cepas de ETEC apresentaram multirresisténcia as drogas como acido
nalidixico, co-trimoxazol. Ciprofloxacina e Imipenem sdo antimicrobianos considerados
seguros para o tratamento de diarreia dos viajantes, provocados por ETEC (QADRI et al,

2005; ISERI, et al, 2011; TAGHADOSI et al, 2019).

Como ETEC ¢ um dos principais organismos bacterianos causador da diarreia nos
paises em desenvolvimento (KOSEK et al, 2003), ¢ importante caracterizar os genes de
viruléncia para uma melhor compreensdo. Isso ajuda a compreender a epidemiologia e
patobiologia da infeccdo por ETEC em todo o mundo. Neste estudo, temos como objetivo
analisar a distribuicdo dos genes que codificam enterotoxinas, FCs e FVNCs que ocorrem
comumente em isolados de ETEC, além de observar as manifestacdes clinicas,

socioeconomicas ¢ coinfecgoes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e C(Caracterizacdo dos genes de viruléncia de criangas com e sem diarreia
infectadas por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) no semidrido

brasileiro.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver reacdes de PCR para o diagnostico molecular de genes de
viruléncia de ETEC;

e Avaliar a relagdo dos genes de viruléncia de ETEC em criangas com e sem
diarreia no semiarido brasileiro com os desfechos clinicos, inflamacgao
intestinal, desnutricdo e fatores socioeconémicos;

e Correlacionar infec¢gdes por ETEC e outros enteropatdgenos com a

presenca de diarreia em criangas do semiarido brasileiro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Esse estudo fez parte de um projeto intitulado “Intervengcido com
micronutrientes e impactos ao longo prazo no Brasil"- Subprojeto 2A, (Rede de Ovino
Caprino Cultura e Diarreia Infantil no Semiarido Brasileiro - RECODISA), aprovado com
parecer favoravel pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceard
(COMEPE/UFC) (oficio n°.338/2009, protocolo n°.238/05) em 19 de novembro de 2009,
apos atendimento das recomendagdes exigidas (ANEXOS A).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B) foi revisado
e aprovado pelo COMEPE/(oficio n°. 338/2009, protocolo n°. 238/05) em 06 de abril de
20009.

Foram incluidas no estudo criangas de 2-36 meses de idade que tiveram o
consentimento dos pais ou responsaveis. Protocolos de campo e laboratorio para pesquisa
foram desenvolvidos e equipes foram treinadas para execucdo das atividades. Um
questionario (ANEXO C) com informagdes demograficas, epidemioldgica, clinico,
nutricional e laboratorial foi aplicado e amostras de fezes foram coletadas de cada crianga
para posterior andlise molecular.

Em relagdo a confidencialidade e a privacidade dos dados das criangas foram
resguardadas, segundo normas éticas Brasileiras. As criangas receberam numeros
codificados, em nenhum momento do estudo essas criangas tiveram seus nomes
divulgados. Os dados foram guardados em local seguro no Sistema de Seguranca e
Gerenciamento de Dados (SSGD), na Unidade de Pesquisas Clinicas/Instituto de
Biomedicina (UPC/IBIMED), na UFC.
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4.2 Descricao do estudo

4.2.1 Local do estudo

O projeto RECODISA foi um estudo epidemioldgico, observacional, analitico,
caso/controle, que compreendeu a participagdo das cidades de Crato (CE), Picos (PI),
Ouricuri (PE), Patos (PB), Souza (CE) e Cajazeiras (PB), que sdo representantes do
Semiarido Brasileiro. O Semiarido Brasileiro (Figura 4) abrange uma area de 969.589,4
km? e compreende 1.133 municipios de nove estados do Brasil: Alagoas, Bahia, Ceara,

Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (IBGE, 2011).

Figura 4 - Regiao do semiarido brasileiro.
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Localizagao, inscrigdo e sele¢ao dos participantes. A regido semiarida inclui os estados do Ceara, Piaui, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe ¢ Bahia da macro-regido nordestina, mas ndo inclui o Maranhéo e a
regido norte de Minas Gerais (Figura 4). A regido semiarida cobre 969.589,4 km2 e tem uma populagao de 23,5 milhdes.
A populagdo estimada de criangas menores de cinco anos ¢ de 2,3 milhdes. A precipitacdo média anual ¢é inferior a 800
mm e o indice de aridez pode chegar a 0,5, o que representa o balango hidrico entre precipitagdo e evapotranspiragdo
potencial. O risco de seca na regido semiarida ¢ superior a 60%. Cidades do nordeste brasileiro incluidos no estudo:
Crato(CE), Picos (PI), Ouricuri(PE), Cajazeiras (PB), Souza (PB) e Patos (PB).

Fonte: LIMA et. al.,2019
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Nessa regido, vivem 22 milhdes de pessoas, que representam 11,8% da populagado

Brasileira, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011).
E a regido de semiarido mais populosa do planeta (SILVA, 2008).

O Semidrido tem a maior parte do seu territorio coberto pela Caatinga, tinico
bioma exclusivamente brasileiro, rico em espécies endémicas, ou seja, que ndo existem
em nenhum outro lugar do mundo. Outra caracteristica do Semiarido brasileiro ¢ o déficit
hidrico. Mas, isso ndo significa falta de agua (SILVA, 2008).

O Semiarido € marcado por grandes desigualdades sociais. Segundo o Ministério
da Integracdo Nacional mais da metade (58%) da populagdo pobre do pais vive nesta
regido. Estudos do Fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF) demonstram que
67,4% das criancas e adolescentes no Semiarido sdo afetados pela pobreza (UNICEF,

2011).

4.2.2 Critérios de Inclusdo e Exclusdo da populacdo do Estudo
Critérios de inclusdo para o grupo caso:

e Criangas com idade variando entre 02 e 36 meses;

e Ter apresentado 3 ou mais evacuagdes liquidas nas ultimas 24 horas;

e Naio apresentava doenga cronica ou hospitaliza¢cdo nas 12 horas seguintes
a inscricao no estudo;

e Criangas residentes em um dos locais de estudo;

e Obtencdo de consentimento livre esclarecido assinado pelo pai ou

responsavel da crianca.
Critérios de inclusdo do grupo controle:

e Naio apresentaram diarreia nas duas semanas imediatamente anteriores ao
estudo;

e Forneceram o consentimento por escrito (por pelo menos um dos pais).

Critérios de exclusdo dos casos e controles.

e Os pais nao fornecerem o termo de consentimento assinado;

e Relato de uso de antibidticos nos ultimos 30 dias;
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e Apresentaram doengas de base moderada a grave (por exemplo,

pneumonia, infecgdo sist€émica, etc.).
4.3 Medidas antropométricas

A equipe do projeto realizou medidas de estatura, peso e circunferéncia da cabeca
das criangas incluidas no estudo. A aferigdo da estatura foi realizada com as criangas
descalgas na posigdo vertical, utilizando-se um antropométrico. As criangas menores de
dois anos foram medidas deitadas, na posi¢gdo do comprimento. Para afericdo da massa
corporal, as criancas foram pesadas trajando roupas leves e descalgas, utilizando-se uma
balanga digital portatil. A circunferéncia da cabeca foi obtida através do emprego de uma
fita métrica confeccionada em material flexivel e resistente, especifica para a medigdo de
circunferéncias e para uso pediatrico.

As medidas antropométricas foram convertidas em escores-z por idade (HAZ, do
inglés height-for-age), escores-z por idade (WAZ, do inglés weight-for-age) e escores-z
por altura (WHZ, weight-for-height), utilizando software antropométrico. O céalculo do
indice de massa corporal (IMC) foi realizado dividindo-se o peso (Kg) pela altura (m) ao

quadrado.

4.4 Coleta das amostras

As criangas e seus pais que estiveram nas unidades de satide ou comunidades
foram abordados por um membro do grupo de pesquisa para recrutamento para o estudo
e, caso tenham preenchido os critérios de inclusdo, realizaram um processo de
consentimento informado por escrito. O responsavel coletou uma amostra de fezes em
um coletor padrdo. As amostras para o estudo etioldgico no semiarido foram coletadas,
armazenadas a -20 °C e em seguida enviadas para o Laboratorio de Doengas Infecciosas
(LDI) na UPC & IBIMED /UFC, para os devidos procedimentos. O periodo de coleta
realizado ocorreu durante um periodo de 19 meses, entre os meses de setembro de 2009

a margo de 2011, periodo de chuva e com maior incidéncia de casos diarreicos.

4.5 Processamento das amostras fecais

Ao chegar ao laboratédrio, as amostras eram acondicionadas na temperatura entre

2/8°C até seu processamento. Os espécimes fecais foram aliquotadas em tubos estéreis
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identificados por nimeros, com capacidade para 1,8ml. Apds esse passo, as aliquotas

eram armazenadas em freezer -20°C para posterior extracdo do DNA fecal.

4.6 Extracao de DNA fecal

O DNA fecal foi extraido utilizando o QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA), seguindo as instrucdes do fabricante.

Aproximadamente 200 mg de fezes foram incubadas com 1,4 mL de tampao ASL.
A mistura foi homogeneizada fortemente por 1 minuto no bead beater. A mistura foi
incubada por 5 minutos a 95 °C. O lisado foi homogeneizado por 15 segundos e
centrifugado por 1 minuto para precipitagdo das particulas fecais.

Em seguida, 1,2 mL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de 2
mL contendo /rhibitEX, um componente do kit em forma de comprimido, que adsorve
inibidores de PCR e substéncias lesivas ao DNA presentes nas fezes.

O lisado ¢ o comprimido foram agitados vigorosamente até dissolu¢do completa
do comprimido. A mistura foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente com o
objetivo de gerar maxima adsor¢do dos inibidores pela matriz e foi submetida a uma nova
centrifugacdo durante 3 minutos. Todo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
de 1,5 mL e submetido a uma nova centrifugagdo por 3 minutos.

Para a digestao das proteinas, 200 pL do sobrenadante foram transferidos para um
tubo de 1,5 mL contendo 15 pL de proteinase K. Adicionou-se 200 pL de tampdo AL
(constituido de hidrocloreto de guanidina). A mistura foi, entdo, aquecida a 70°C durante
10 minutos, temperatura ¢ tempo adequados para a acdo dos desnaturantes. Para
completar o passo de desnaturagdo, adicionou-se 200 pL de etanol a 96-100%.

Ap0s breve centrifugacdo, a mistura foi transferida para um novo tubo contendo
um filtro composto de uma membrana de silica-gel. O DNA foi adsorvido a membrana
durante uma rapida centrifugag¢do (30 segundos). O filtro e o DNA foram transferidos
para um novo tubo coletor, sendo o filtrado descartado. O DNA adsorvido foi, entdo,
lavado em dois passos de centrifugacdo.

No primeiro deles, 500 pL. do tampdo AW1 foram adicionados & membrana e
submetidos a centrifugacdo por 1 minuto. A membrana ligada ao DNA foi transferida
para um novo tubo coletor e o filtrado foi descartado.

Na segunda lavagem, 500 pL do tampao AW2 foram adicionados a membrana e

submetidos a centrifugacdo por 3 minutos. Para que nenhum excesso de tampdo
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permanecesse na amostra antes da elui¢do final, o filtrado foi descartado e o filtro foi

colocado de volta a0 mesmo tubo coletor e submetido a uma nova centrifugacdo de 1
minuto. A membrana contendo o DNA concentrado e purificado foi transferida para um
novo tubo de 1,5 mL. Adicionou-se, entdo, 200 uL. do tampao de elui¢do AL e incubou-
se por 1 minuto a temperatura ambiente. A centrifugacdo durante 1 minuto completou o
processo. O DNA obtido foi armazenado a -80°C em duas aliquotas contendo 100 pL
cada uma para posterior analise. Todas as centrifugagdes foram realizadas a 10.000rpm a

temperatura ambiente.

4.7 Diagnéstico molecular de ETEC

O diagnostico de ETEC, escolhido para o presente estudo foi baseado na pesquisa
de dois genes do microrganismo, est4 e eltB. O gene estA codifica a enterotoxina estavel
ao calor (ST), enquanto o gene eltB codifica a enterotoxina termo labil (LT).

A partir da colaborag@o com o pesquisador americano Eric Houpt da Universidade
de Virginia, o diagnostico molecular de ETEC a partir do DNA fecal foi realizado
utilizando a tecnologia XMap (LUMINEX). Esta tecnologia, foi inserida ao nosso grupo
em Fortaleza, que emprega a técnica de PCR associada a hibridizag@o de seus produtos
com microesferas magnéticas fluorescentes (beads) incorporadas a sondas especificas
para estes produtos de PCR. Estas microesferas de poliestireno, acopladas a sondas de
hibridizacdo especificas para cada alvo, permitem a realizacdo de multiplos ensaios em
pequenas quantidades de amostras. As microesferas sdo coradas com substancias
fluorescentes com espectros distintos, permitindo que cada uma seja especificamente
diferenciada de outra. Apds a hibridizac¢ao das beads com os produtos de PCR, o material
obtido foi levado ao leitor de beads (BioPlex-200), que detectou o DNA do agente
infeccioso. A vantagem desta tecnologia ¢ a capacidade de detectar varios agentes em
uma mesma amostra de DNA ou RNA fecal.

Esta analise com Luminex serviu como primeiro diagnoéstico, triagem e ponto de
partida para o presente estudo, tendo como resultado a detecgdo de DNA fecal de ETEC
9,5% (113/1200) das amostras fecais das criangas do estudo RECODISA (Figura 5).
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Figura 5 — Fluxograma do estudo.
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4.7 Pesquisa de genes relacionados a viruléncia

As amostras identificadas positivas para ETEC foram analisadas por Reagdes
em Cadeia da Polimerase (PCR) do tipo Uniplex (Promega Corporation, Madison, WI),
quanto a presenga de 7 fatores de viruléncia amplamente estudados na literatura: efpA,

cfaB, tia, faeG, eatA, csual, csoA, (Tabela 1), seguindo as instru¢des do fabricante.
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Tabela 1 - Genes de diagnéstico relacionados com Escherichia coli enterotoxigénica,

iniciadores utilizados, tamanhos dos produtos e suas funcgdes.

Gene Descriciao Iniciador Tamanho Fonte
etpA Codifica pilina S: GCGGCTAAGACGAACAGTGC Delcanto et al,
A: AGCGTGTTGTTGCCAGCAAA 221 (PB) 2012
cfa B Proteina efetora
secretada pelo S: AGCTTATTCTCCCGCATCAAA
sistema de A:GAACATCTGTAAGCTGTGGTGT | 197 (PB) | Donnenberg,
secregao tipo 111 2006
(T3SS)
tia Determinante S:GGCGTATTTTCAGCCCAGGC Delcanto et al,
de invaséo A:CAAAGTCCTGACGGAAGCGC | 115(PB) 2012
faeG Subunidade S: CTCCGCTGAACGTAGCAATT 105 (PB)
fimbrial maior A: AGCGTGTTGTTGCCAGCAAA Xia, 2015
eatd Auto S: ATTGTCCTCAGGCATTTCAC
transportador de | A: ACGACACCCCTGATAAACAA 215(PB) Patel, 2004
toxina secretada
csual Fimbrias S: AGCCTTCGATCCGGTTGAGG 464 (PB) Liu etal,
A: CGTTAATGCCTTCGCGCTGT 2017
csoA Subunidade S:ACCACTGAGCACAACAGGCA 135 (PB) Liu etal,
fimbrial A:GTTAGTGCGCCGCCAGTTAC 2017

PB: Pares de base; A: Prime antisenso; S: Prime senso.

As etapas para as reagdes de PCR incluiram um passo inicial de desnaturagao

(95°C) a 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo (95°C) por 45 segundos,

anelamento (60 °C) por 45 segundos e extensdo (72° C) por 1 min, além de uma extensao

final (72° C) por 10 minutos. Os iniciadores utilizados nas reacdes estdo descritos na

Tabela 1. Os produtos de PCR foram visualizados e fotografados (ChemiDoc XRS, Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA) apoés eletroforese em gel de agarose a 2% e marcagdo

com a enzima GoTaq®. A cepa prototipo de ETEC H10407, que possui os genes descritos

na Tabela 1, foi utilizada como controle positivo e a adgua MiliQ autoclavada foi

empregada como controle negativo em todas as reacdes.
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4.8 Determinacio da concentracio da mieloperoxidase (MPQO)

Os dados para o biomarcador de mieloperoxidase (MPO) foram obtidos de um
banco de dados ja existe, referente ao projeto RECODISA. O biomarcador foi medido
em amostras de fezes para determinar a inflamagdo intestinal usando um kit da

Immunodiagnostic (Bensheim, Alemanha) (LIMA et al, 2019).

4.9 Analise estatistica dos dados

Todos os dados gerados foram codificados em planilha Excel, MICROSOFT®
(New York, NY, USA) e adicionados por dois digitadores independentes. O teste de
Fisher foi empregado para comparar a propor¢do de ocorréncia de uma variavel entre os
grupos. Para a analise do MPO foi o utilizado o test t de Student para dados paramétricos.
O intervalo de confianga foi de 95% e o teste foi considerado estatisticamente significante
quando P < 0.05.

As figuras foram obtidas utilizando-se o programa GraphPad Prism versao 4.00
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Utilizou-se o programa Epilnfo
versdo 6.0 (Center for Diseases Control, Atlanta, GA) para o calculo dos escores-z a partir

das medidas antropométricas.
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S RESULTADOS

5.1 Prevaléncia das infec¢cdes por ETEC e caracterizacdo da populacio

Durante o periodo deste estudo, 113 criangas, com amostras de fezes positivas
para ETEC e na faixa etdria entre 2 ¢ 36 meses, foram analisadas, sendo provenientes das
cidades de Crato-CE, Picos-PI, Ouricuri-PE, Cajazeiras-PB, Patos-PB e Souza-CE. Do
total de criangas (113), 56 criangas foram classificadas como casos (diarreia) e 57 criangas
controle (auséncia de diarreia).

A prevaléncia total de ETEC na populacdo foi de 9,5 % (113/1.191),
apresentando prevaléncias iguais em casos e controles (9,5% - 56/591 para casos e 57/600
para controles). Houve maior prevaléncia de ETEC-LT em relagdo a ETEC-ST (6,7% -
80/1.191 vs 1,0% - 12/1.191), tanto em casos como em controles (Tabela 2).
Considerando o total de infecgcdes por ETEC, as infec¢cdes por ETEC-LT apresentaram
prevaléncia de 70,8% (80/113), enquanto infecgdes por ETEC-ST apresentaram
prevaléncia de 10,6% (12/113). As infeccdes por ETEC-LT-ST apresentaram a
prevaléncia de 18,6% (21/113).

Tabela 2 — Distribuicdo de Escherichia coli enterotoxigénica em relacdo ao grupo

casos e controle em criancas do semiarido brasileiro.

CLASSIFICACAO ETEC | TOTAL (%) N° CASOS (%) N° CONTROLES (%)
ETEC (LT ou ST) 113/1191 (9,5) 56/ 591 (9,5) 577600 (9,5)
(eltB ou estA)
LT-ETEC (eltB) 80/1191 (6,7) 39/591 (6,6) 41 /600 (6,8)
ST- ETEC (estA) 12/1191 (1,0) 2/591(0,3) 10 /600 (1,7)
ST_LT-ETEC (eltB e estA) | 21/1191 (1,8) 15/ 591 (2,5) 6/600 (1,0)

Em relagdo a caracterizagdo da populacdo alvo neste estudo, os dados obtidos a
partir das respostas das familias ao questionario de dados socioecondmico estdo dispostos
na Tabela 3. Considerando as 113 fichas epidemioldgicas preenchidas, 37,2% das
criancas estudadas estavam na faixa etaria entre 12 ¢ 24 meses de idade. Em relacdo ao
sexo das criangas estudadas, ndo houve prevaléncia significativa entre os sexos, onde

50,4% foram do sexo feminino.
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Tabela 3 - Caracterizacao da populacio infantil positiva para Escherichia coli

enterotoxigénica do semiarido brasileiro.

. CASO CONTROLE TOTAL .
PARAMETROS P valor
(N=56) (N=57) (N=113)
Sexo
Masculino 29 (51.8%) 27 (47.3%) 56 (49.5%) 07081
Feminino 27 (48.2%) 30 (52.6%) 57 (50.5%) '
Idade
2<12m 21 (37.5%) 13 (22.8%) 34 (30.1%) 0.1036
>12<24m 25 (44.6%) 17 (29.8%) 42 (37.1%) 0.1217
>24<36m 10 (17.8%) 27 (47.3%) 37 (32.7%) 0.0012*
Alimentacao
Amamentacao
) 3 (5.3%) 1 (1.7%) 4 (3.5%) 0.3638
exclusiva
Amamentacao nao
) 32 (57.1%) 17 (29.8%) 49 (43.3%) 0.0044**
exclusiva
Nao amamenta
) 18 (32.1%) 33 (57.8%) 51 (45.1%) 0.0081**
mais
Nunca mamou 3 (5.3%) 6 (10.5%) 9 (7.9%) 0.4897
Renda familiar (em salarios minimos)
<lha<l 51 (91.0%) 48 (84.2%) 99 (87.6%) 0.3928
2<5 5 (8.9%) 9 (15.7%) 14 (12.3%) 0.3928

< % a < 1: Valores de salario minimo menor que meio salario até um salario. 2 < 5: Valores de salario

minimo entre dois e cinco salarios. Teste exato de Fisher, (P <0,05).

As criangas com idade de 2 a 3 anos foram associadas a auséncia de diarreia (P
=0,001). Além disso, a pratica de amamentagdo ndo exclusiva foi associada as criangas
com diarreia (P = 0,004). As outras variaveis analisadas pela ficha epidemioldgica nao
apresentaram diferengas significativas entre casos e controles.

Dentro da variavel forma de alimentacdo foi observado que dentro do grupo
estudado a maioria dos participantes ndo tinha mais a alimentacdo baseada em
amamentagdo (45,1%) ou ndo tinha amamentacdo como fonte de alimento exclusiva
(43,4%).

Quanto as familias destas criangas, a maioria na época do estudo apresentou

renda familiar de até 2 salarios minimos (39,8%), enquanto que uma minoria (2,7%) das
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familias apresentou uma renda igual ou maior que 3 salarios minimos na época do estudo.

A respeito do nivel de escolaridade das maes 96,5% das criangas tinham algum grau de
ensino, entretanto, nenhuma possuia ensino superior completo. E, e boa parte (32,7%),
apresentou o secundario incompleto.

Em relacdo as condi¢cdes de saneamento basico das casas onde habitavam as
familias 64,6% destas casas possuiam a fossa como tipo de esgoto sanitario, 24,8%
tinham acesso ao esgoto publico e 10,6% nao tinham nenhum tipo de sistema de esgoto.
Nas casas dessas familias 93,8% possuiam sanitario dentro de casa, enquanto que apenas

6,2% nao tinham.

5.2 Dados clinicos

De acordo com as respostas dos pais ao questionario, tivemos que no grupo caso:
56 das criancas apresentavam diarreia aguda. Quanto ao numero de evacuagdes, foi
constatado que, em média, as criangas apresentaram 3 evacuagoes/dia.

Dentre a populacdo do grupo caso, os formularios foram completamente
preenchidos, revelando a seguinte distribuicdo dos parametros clinicos: 14,3% (8/56)
relataram a ocorréncia de dor abdominal; 23,2% (13/56) apresentaram vOmito e
desidratacdo. Quando questionados sobre a ocorréncia de diarreia nas tltimas 24 horas,
98,2% (55/56) dos pais ou responsaveis responderam que “sim”. Ndo houve associagdo
significativa entre a presenca de ETEC-LT ou ETEC-ST e qualquer sintoma clinico
investigado.

As manifestagdes clinicas adicionais a diarreia das criangas do grupo caso, ou
seja, aquelas que apresentavam diarreia na época da coleta da amostra e estavam

infectadas pelo patotipo ETEC, foram analisadas e encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4 — Sintomatologia clinicas relatada pelos responsaveis das criancgas positivas

para Escherichia coli enterotoxigénica

MANIFESTACOES CLINICAS CASOS N =56 (%)
Desidratagéo 13 (23,2%)
Vomito 13 (23,2%)
Muco nas fezes 5 (8,92%)
Fraqueza 16 (28,6%)
Dor abdominal 8 (14,3%)
Inquietagao 19 (33,9%)
Tosse ou outros sint. Respiratdrios 5 (8,92%)
Sangue nas fezes 0 (0,0%)
Febre 14 (25%)

Observou-se baixa prevaléncia de sintomas clinicos entre as criangas caso. A
maior prevaléncia foi observada para o dado clinico inquietagdo (33,9%, 19/56), seguida
por fraqueza (28,6%, 16/56) e a menor taxa, depois de sangue nas fezes que ndo
apresentou dados, foi muco nas fezes e tosse ou outros sintomas respiratorios (ambos com
patamares de 8,92%, 5/56).

Quando questionados sobre a ocorréncia de diarreia nas ultimas 24 horas, 49,6%
dos pais ou responsaveis responderam “sim” (Tabela 5). Como esse foi o critério adotado
para a definicdo dos grupos a serem analisados, as criancas incluidas nesse estudo foram

divididas em casos (56) e controles (57).

Tabela 5 - Distribuiciao da populacio de estudo quanto a ocorréncia de diarreia nas

ultimas 24 horas.

OCORRENCIA DE DIARREIA NAS ULTIMAS 24 HORAS

QUANTIDADE %
Sim 56 49,6%
Nio 57 50,4%

Total 113 100%
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5.3 Dados antropométricos

Os indices antropométricos, que incluiram altura, peso e circunferéncia da
cabega, foram obtidos em, pelo menos, 112 criangas e, juntamente com a idade, foram
utilizados para o calculo dos escores-z. As medidas de resumo dos indices
antropométricos da populacdo estudada estdo descritas na Tabela 6.

Os escores-z altura-por-idade (HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura
(WHZ) foram convertidos a partir da altura, peso e idade das criangas e os valores obtidos
foram comparados com o valor médio da populagdo alvo do estudo. Essas medidas
antropométricas permitem o acompanhamento do crescimento das criangas, e os valores
encontrados no estudo e sdo baseados em calculos estatisticos desenvolvidos pela
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2006).

Tabela 6 - Medidas antropométricos das criancas positivas para Escherichia coli

enterotoxigénica.
MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
MEDIA DESVIO PADRAO

Altura (cm) 79,2 10,7
Peso (Kg) 10,9 2.9
Circunferéncia 46,6 33
da cabeca (cm)

HAZ -0,2 1,4
WAZ 0,3 1,3
WHZ 0,5 1,4

Os escores-z altura-por-idade (HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) foram convertidos
a partir da altura, peso e idade das criangas e os valores obtidos foram comparados com o valor médio da
populag@o.

Os resultados dos calculos de HAZ, WAZ ¢ WHZ apresentaram um padrio de
valores mais elevados entre as pessoas do grupo de caso, enquanto que o grupo controle
apresentou resultados com dados mais baixos. A pesquisa pela significancia estatistica
das medidas antropométricas entre os grupos caso e grupo controle demonstrou que WAZ
teve valor de P = 0,02 ¢ WAZ P = 0,01. Valores de P abaixo de 0,05, demonstram a

existéncia de significancia estatistica entre os grupos estudados, como mostra a Figura 6.
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Figura 6 - Efeito de infec¢des por Escherichia coli enterotoxigénica produtora de

toxina termolabil (ETEC-LT) e ETEC produtora de toxina termoestavel (ETEC-
ST) nos escores antropométricos de criancas sem diarreia (controle) do semiarido

brasileiro.
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Os escores-z altura-por-idade (HAZ), peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) foram convertidos
a partir da altura, peso e idade das criangas e os valores obtidos foram comparados com o valor médio da

populacao (P<0,05).

Em relacdo a andlise do efeito das infec¢des por ETEC em parametros
antropométricos, fizemos analise comparativa entre as infeccdes ETEC-LT e ETEC-ST.
Considerando-se apenas as criangas controle (sem diarreia), de modo a anular o efeito da
diarreia nos pardmetros de peso e altura, foi possivel observar que criangas infectadas por

ETEC-LT possuem valores menores de WAZ ¢ WHZ em relagdo a criangas infectadas
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por ETEC-ST (P = 0,028 ¢ P = 0,027 por Teste de Mann-Whitney, respectivamente),

enquanto os valores de HAZ nio foram alterados (P > 0,05) (Figura 6).

5.4 Distribuicido geografica dos isolados de ETEC

Dentre as 113 criangas infectadas por ETEC 32,7% (37/56) dos casos eram da
cidade de Crato. Essa predominancia da cidade de Crato, também foi observada entre o
grupo de criangas controle 22/57 (19,5%). A cidade de Cajazeiras apresentou a menor
incidéncia entre casos 3/113 (2,7%) e controles 5/113 (4,4%) entre as cidades
pesquisadas. Como demonstrado na Tabela 7, os grupos caso e controle ndo diferiram de

forma significativa quanto as cidades do estudo.

Tabela 7 - Distribuicido de Escherichia coli enterotoxigénica por cidades do estudo

em relacio ao grupo caso e controle.

CIDADES DO CASOS CONTROLES TOTAL
ESTUDO N % N % N %
Cajazeiras 3 2,7% 5 4,4% 8 7,1%

Crato 15 13,3% 22 19,5% 37 32,7%
Ouricuri 4 3,5% 2 1,8% 6 5,3%
Patos 15 13,3% 13 11,5% 28 24,8%
Picos 10 8,8% 1 0,9% 11 9,7%
Souza 9 8,0% 14 12,4% 23 20,4%

5.5 Inflamacao intestinal

Foram analisadas 28 amostras do caso e 37 amostras do controle para o
biomarcador de inflamacao intestinal mieloperoxidase (MPO). Os resultados mostraram
associacdo com os casos, apresentando P = 0,0006. Os dados podem ser observados na
Figura 7. Em relacdo aos efeitos das infec¢des por ETEC-LT ou ETEC-ST nos niveis de

MPO, nao houve diferenca significante.
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Figura 7 — Concentracio do marcador inflamatério mieloperoxidase (MPO)
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Teste t de Student,para dados paramétricos, (P <0,05).

5.6 Pesquisa dos genes de viruléncia de ETEC

Controle

I

Os resultados a respeito da prevaléncia dos genes de viruléncia caracteristicos

de ETEC pesquisados nos grupos caso e controle. Na Tabela 8, estdo dispostas a

distribuicdo de frequéncias dos genes eatA, cfaB, etpA, csoA, csuA, faeG e tia, de forma

isolada, entre as amostras caso ¢ controle.

Tabela 8 - Genes de viruléncia de Escherichia coli enterotoxigénica em relacio ao

grupo caso e controle.

ETEC genes N° casos (%) | N° controles (%) | Total (%) P OR 95% CI
de viruléncia 56/113 57/113 113
eatA 14 (25) 22(39.2) 36 (31.8) | 0.1579 | 0.53 | 0.23-1.18
cfaB 3(5,3) 7(12,3) 10(8.8) 0.3212 | 040 | 0.22-1.53
etpA 8(14,3) 6(10,5) 14(12.4) | 0.5808 | 1.41 | 0.45-4.38
csoA 3(5,3) 1(1,8) 4(3.5) 03638 | 3.17 | 031-314
csuA 11(19,6) 17(29,8) 28(24.8) | 0.2765 | 0.57 | 0.24-1.37
faeG 5(8,9) 4(7,0) 9(7.9) 0.7424 | 129 | 033-5.11
tia 4(7,2) 9(15,8) 13(11.5) | 0.2379 | 0.41 | 0.11-1.42

Teste exato de Fisher, (P <0,05).
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Nas amostras do grupo caso, os genes de maior prevaléncia foram o eat4 (25%,
14/56), csuAd (19,6%, 11/56) e etpA (14,3%, 8/56), enquanto que, nos controles, os genes
eatA (39,2%, 22/57), csuAd (24,8%, 17/57) e tia (15,8%, 9/57) foram mais prevalentes do
que os demais. Nao houve associago estatistica significativa entre os genes de viruléncia

e a subpopulacdo de controle ou casos do estudo.

A Tabela 9 dispde os genes detectados no grupo de criancas com infecgdes por
ETEC-LT. Foi observado maior frequéncia nos casos de eata (21,4%, 12/113), csuA
(16,1%, 9/113) e etpA (12,5%, 7/113), e menor do gene tia (3,6%, 2/113). No grupo
controle, foi observada a incidéncia de eatd (35%20/113), csuAd (28,1%, 16/113) e tia
(14%, 8/113) e menor de csoA (1,7%, 1/113). Nessa perspectiva do estudo, também nao

foi observado significancia estatistica entre casos e controles.

Tabela 9 - Frequéncia de genes de viruléncia em amostras positivas para ETEC-LT

de criancas com e sem diarreia do semiarido brasileiro.

ETEC genes N° casos (%) | N° controles (%) | Total (%) ) OR 95% CI
de viruléncia 39/113 41/113 80/113
eatA 12(21.4) 20(35) 32(28.3) | 0.1439 | 0.50 | 0.21-1.16
cfaB 3(5.3) 7(12.2) 10(8.8) | 0.3212 | 0.40 | 0.09-1.65
etpA 7(12.5) 6(10.5) 13(11.5) | 0.7764 | 1.21 0.38-3.87
csoA 3(5.3) 1(1.7) 4(3.53) 0.3638 | 3.17 | 0.31-31.45
csuAd 9(16.1) 16(28.1) 25(22.1) | 0.1737 | 049 | 0.19-1.22
faeG 4(7.1) 3(5.3) 7(6.2) 0.7165 | 1.38 0.29-6.49
tia 2(3.6) 8(14) 10(8.8) 0.0938 | 0.22 | 0.04-1.12

Teste exato de Fisher, (P <0,05).

Nas amostras de criangas caracterizadas como portadoras de ETEC com a
enterotoxina ST, ndo foi identificada a expressdo de nenhum dos genes pesquisados no

estudo. Na Tabela 10, estdo dispostas as frequéncias de genes de viruléncia para as
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infecgcoes por ETEC-ST/LT, apresentando maior prevaléncia no grupo caso do gene eatA

(13,3%) e menor em cfaB (0%) e csoA (0%).
Tabela 10 - Frequéncia de genes de viruléncia em amostras positivas para ETEC-

ST/LT de criancas com e sem diarreia do semiarido brasileiro.

ETEC genes N° casos (%) N° controles (%) Total (%) P OR 95% CI
de viruléncia 15/113 6/113 21/113
eatA 2(13.3) 2(33) 4(19) 1.000 | 1.01 0.13-7.4
cfaB 0 0 0
etpA 1(6.6) 0 0 0.495 | 3.10 | 0.12-77.99
csoA 0 0 0
csuA 1(6.6) 1(16.6) 2(9.5) 1.000 | 1.02 0.06-16.7
faeG 1(6.6) 1(16.6) 2(9.5) 1.000 | 1.02 | 0.06—16.7

Teste exato de Fisher, (P <0,05).

5.7 Coinfecgoes

A diarreia pode ser causada por uma associacdo entre patogenos que de forma
sinérgica provocam os sintomas da doenca. Dentro do estudo (Tabela 11) foi pesquisado
a relacdo de incidéncia de copatogenicidade entre os agentes etiologicos EAEC, EPEC,
EIEC/Shiguella, EHEC, Adenovirus, Astrovirus, Norovirus, Rotavirus, Sapovirus,
Salmonella spp, Campylobacter spp, Aeromonas spp, Vibrio cholera, Entamoeba spp.
Cryptosporidium spp e Giardia lamblia. Verificou-se que em 93,8% (106/113) destas
amostras positivas para o patotipo de ETEC apresentavam coinfecgdes. A maior
prevaléncia de coinfecg¢@o foi com a bactéria Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)
(63,7%, 72/113), seguida de Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC) (48,7%, 55/113).
As menores taxas, depois de Vibrio cholerae ¢ Entamoeba spp. que ndo apresentaram
coinfeccdo, foram dos virus Astrovirus e Sapovirus com a prevaléncia respectivamente
de 0,9% (1/113) e 1,8% (2/113).

Em relagdo a distribuigdo entre o grupo caso e controle, observou-se alta
prevaléncia de coinfec¢des com pelo menos um outro enteropatdégenos no grupo caso
94,6%, (53/56) e no grupo controle 93%, (53/57). A prevaléncia de coinfecgdes com cada

enteropatogeno foi maior entre criangas do grupo caso. No entanto, essas diferencas nédo
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mostraram significdncia estatistica. As coinfec¢des com Astrovirus, Norovirus e

Sapovirus foram observadas apenas no grupo caso.

Tabela 11 - Distribuicdo dos copatéogenos entéricos em criancas positivas para

Escherichia coli enterotoxigénica.

COPATOGENOS | N°CASOS | N° CONTROLES | TOTAL P OR 95% CI
(%) (%) (%)
EAEC 39(69.6) 33(57.9) 72(63.7) | 0.241 | 1.66 0.76 — 3.62
EPEC 27(48.2) 28(49.1) 55(48.7) | 1.000 | 0.96 0.46-2.01
EIEC/Shigella 12(21.4) 12(21) 24(21.2) | 1.000 | 1.02 0.41 -2.52
EHEC 13(23.2) 6(10.5) 19(16.8) | 0.083 | 2.57 0.89-7.33
Adenovirus 3(5.3) 1(1.7) 4(3.5) 0363 | 3.17 | 0.31-31.45
Astrovirus 1(1.8) 0 1(0.9) 0.495 | 3.11 | 0.12-77.99
Norovirus 3(5.3) 0 3(2.6) 0.118 | 7.52 | 0.37-149.2
Rotavirus 5(8.9) 3(5.2) 8(7.1) 0.489 | 1.76 0.40-7.76
Sapovirus 2(3.6) 0 2(1.76) | 0.243 | 5.27 | 0.24-112.5
Salmonella spp. 11(19.6) 14(24.6) 25(22.1) | 0.651 | 0.75 0.30-1.83
Campylobacter spp. 6(10.7) 4(7) 10(8.8) | 0.527 | 1.59 0.42 -5.97
Aeromonas spp. 1(1.8) 2(3.5) 3(2.6) 1.000 | 0.50 0.04 -5.67
Vibrio cholera 0 0 0
Entamoeba spp. 0 0 0
Cryptosporidium 3(5.3) 6(10.5) 9(7.9) 0.489 | 0.48 0.11-2.02
Spp.
Giardia lamblia 16(28.6) 10(17.5) 26(23) 0.491 | 1.42 0.56 —3.57

Teste exato de Fisher, (P <0,05).
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6 DISCUSSAO

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) é um dos patdgenos bacterianos mais
importantes que contribuem para episodios de diarreia em todo o mundo (KOTLOFF et
al 2013). A ETEC ¢ caracterizado pela capacidade de produzir dois tipos de fatores de
viruléncia; adesinas que promovem a ligacdo e coloniza¢do do epitélio intestinal e
enterotoxinas responsaveis pela secrecdo de fluidos. A ETEC produz duas classes
principais de enterotoxinas a toxina 1abil ao calor (LT) e toxinas estaveis ao calor (ST)
(DUBREUIL et al 2016). Desta forma a identificacdo do agente etiologico causador da
diarreia ¢ um aspecto relevante para a compreensao da epidemiologia e identificacdo dos
perfis patofisioldgicos envolvidos na doenga (SOUSA et al, 2002). No presente estudo,
amostras de fezes de criancas de dois a 36 meses de idade, de seis cidades do semiarido
Brasileiro, positivas para ETEC (LIMA et al, 2019), foram analisadas com a finalidade
de identificar os principais genes de viruléncia (GV) associados a patobiologia da
infeccdo, além de caracteristicas socioecondmicas, aspectos clinicos ¢ os copatogenos.

Para este estudo foi considerada uma populacdo amostral, ja catalogada, de 591
casos ¢ 600 controles dos quais foi possivel identificar, 56 (9,5%) casos e 57 (9,5%)
controles positivos para ETEC (LIMA et al, 2019). Observando as diferentes regides do
Brasil, na regido Nordeste podemos identificar uma maior taxa na detec¢do de ETEC, por
exemplo no estado do Piaui, onde houve uma prevaléncia de 7,2% (NUNES et al, 2011),
corroborando com nosso estudo. Na regido Sudeste, no estado de Sdo Paulo, nas cidades
de Sdo Paulo e Ribeirdo Preto, um estudo analisou criangas hospitalizadas e em
atendimento clinico, menores de 5 anos de idade e com diarreia, ¢ demonstrou uma
prevaléncia de ETEC de 2,4% (ARAUJO et al, 2007). Essa diferenca entre as taxas de
detecg¢do de ETEC entre as regides do Brasil, podem estar relacionadas com o fato de as
regides Norte e Nordeste serem menos desenvolvidas do que as demais regides do pais,
levando em considerag@o que a infec¢ao causada por ETEC esté diretamente relacionada
com locais com menores indices de desenvolvimento (GUERRANT et al, 2013).

Do total de 113 criangas positivas para ETEC, 30,1% se encontravam dentro da
faixa etaria de 2 a 12 meses e com maior prevaléncia (37,1%) entre >12 meses e < 24
meses de vida. Corroborando com nosso estudo, Guerrant ¢ colaboradores (1999)
observaram que criangas em areas urbanas com baixo poder aquisitivo do nordeste do
Brasil, tém taxas de doengas diarreicas entre as mais altas do mundo em seus primeiros 2

anos de vida.
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Os fatores que levam ao desenvolvimento de diarreia podem ser explicados por

um modelo multicausal composto pelas caracteristicas socioecondmicas, demograficos,
politicas, sanitarias, ambientais e culturais inter-relacionados (TEIXEIRA; HELLER,
2005). O nivel baixo de escolaridade dos pais e escassez de recursos financeiros para o
acesso a alimentagdo adequada sdo fatores relacionados ao aumento da incidéncia de
diarreias em criangas, principalmente em paises em desenvolvimento (PLATTS-MILLS
et al, 2015). Corroborando com a literatura, as familias das criancas do presente estudo,
apresentaram renda familiar de até 2 salarios minimos (39,8%), as maes relataram ter
algum grau de escolaridade (96,5%), entretanto, nenhuma possuia ensino superior
completo e em relacdo as condigdes de saneamento basico das casas onde habitavam as
familias 64,6% das casas possuiam a fossa como tipo de esgoto sanitario, enquanto que
apenas 6,2% nao tinham.

O aleitamento materno constitui um fator de prevencdo contra diarreias em
criangas de até dois anos, promovendo a redug¢do de mortalidade e internagdes por
diarreia. A analise da amamentagdo das criangas deste estudo, revelou que as criancas
com amamentacao ndo exclusiva foram associadas aos casos de diarreia. Um baixo indice
de amamentacdo exclusiva (3,5% - 4/113) foi observado, o que podemos sugerir que,
devido ao baixo grau de escolaridade das maes, pode-se representar um fator importante
quanto a falta de conscientizag@o sobre o aleitamento exclusivo, visto que a Organizac¢ao
Mundial de Saude (OMS, 2016), orienta amamentagao exclusiva, até os seis meses de
vida, implicando em menores chances dessas criancas desenvolverem diarreias agudas
em comparagdo a criangas que se alimentam de formula.

Dentre os sintomas apresentados, os mais comuns foram inquietacio (33,9%),
fraqueza (28,6%), febre (25%), desidratacdo e vomito (23,2%), os quais sdo sintomas
comuns de diarreia aguda. Corroborando com o presente estudo, na infec¢do por ETEC a
diarreia causada ¢ caracterizada por ser rapida, aquosa, sem quantidade consideravel de
sangue e pode ser acompanhada pelo aparecimento de febre baixa, outros sintomas como
a dor abdominal, mal-estar, nduseas e vomito, também podem aparecer (EVANS, 1996).

A mioloperoxidase (MPO) ¢ um biomarcador de inflamacdo, comumente
encontrado em inflamagdes cronicas que atua na regulagdo de processos inflamatorios
através de reagdes com peroxido de oxigénio (LAU; BALDUS, 2006). A analise de
detecgdo de inflamagdo a partir do biomarcador MPO, apresentou diferenga significativa
entre o grupo caso e controle. O grupo caso teve valores de MPO superiores aos do grupo

controle, sugerindo que a inflamagdo nessa populagdo foi maior.
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Quando analisado os indices antropométricos das criangas positivas para ETEC,

observou-se que as infec¢des por ETEC-LT estdo associadas a valores de WAZ ¢ WHZ
menores do que infec¢des por ETEC-ST. E importante destacar que esse resultado foi
identificado em analise exclusiva de criangas sem diarreia (controles), de modo a excluir
potenciais efeitos da diarreia no estado nutricional. Embora menores valores de indices
antropométricos ndo reflitam necessariamente estados de desnutrigdo, este achado
corrobora com estudo caso-controle em criancas de 6 a 23 meses de Bangladesh, onde a
deteccdo molecular de ETEC-LT, mas ndo de ETEC-ST, foi associada com desnutri¢ao
de acordo com escore WAZ (PLATTS-MILLS et al, 2017). Por outro lado, as infec¢des
por ETEC-ST tém sido mais associadas a casos de diarreia do que infec¢des por ETEC-
LT. Dessa forma, nosso estudo corrobora com a maior potencialidade de impacto
nutricional da infec¢do por ETEC-LT em criangas sem diarreia, provavelmente
associando-se a condi¢do de disfuncdo entérica ambiental (LIU et al, 2017; LIMA et al,
2019.).

Guerrant ¢ colaboradores (2008) sugerem que uma propor¢do substancial dos
casos de desnutri¢do seja devido a distirbios na fung@o da absorcdo intestinal advindas
de infecgdes entéricas multiplas e repetitivas. Essa perspectiva inclui infec¢des agudas
recorrentes e persistentes com ou sem diarreia. Os impactos desse quadro patologico
podem ser mais graves quando associados a outras doencas como AIDS, tuberculose,
malaria etc. Criangas desnutridas sdo mais suscetiveis a diarreia e quando acometidas,
apresentam uma maior incidéncia, dura¢do e gravidade nos processos infeciosos da
patologia. As caracteristicas genéticas e interacdes com fatores de risco ambientais
também sdo condicdes que atuam na vulnerabilidade a diarreia.

A distribuicao dos genes de viruléncia varia na ETEC de uma regido geografica
para outra (BHAKAT et al, 2018). Neste estudo, examinamos genes toxigénicos (elt4 e
estB), genes do fator de colonizag@o (FCs) e GVNCs. Nossos resultados concordam com
a prevaléncia global de genes de toxinas, onde a presenga de LT (60%) ¢ superior que ST,
isoladamente ou em combina¢do com LT (ST + LT) (ISIDEAN et al, 2011). Contrastando
com esses dados, em Bangladesh (1996 —1998) e Xangai (2012-2013), a ST foi o
principal tipo de toxina, com exce¢do ST + LT (QADRI et al, 2005). ST ¢ maior que LT
em Shenzhen, China, com prevaléncia de 81,5%, em pacientes ambulatoriais diarreicos
durante 2009 e 2014 (LIU et al, 2017). Em nossas amostras nao diarreicas baseadas na
comunidade, descobrimos que o padrio ¢ inverso, ou seja, ST foi a toxina menos

prevalente e LT foi a predominante. Esse padrdo de distribui¢do de enterotoxinas ¢
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semelhante aos resultados obtidos em um estudo no norte da Colémbia, onde foram

utilizadas amostras de isolados clinicos de ETEC de criangas com menos de 5 anos de
idade com e sem diarreia (GUERRA et al, 2014). E na Guatemala, em um estudo
utilizando isolados de ETEC de criangas de 6 a 36 meses que vivem em uma comunidade
rural e de visitantes ocidentais no mesmo local durante as mesmas estacoes, foram
analisadas (TORRES et al, 2015), sugerindo que a tendéncia deve ser LT> ST> ST + LT
(BHAKAT. et al 2018).

A analise dos genes de viruléncia relacionados as amostras positivas para ETEC,
no presente estudo, observou que das 113 amostras, 106 (93,8%) foram positivadas para
a presenca de pelo menos um dos genes pesquisados. Dentre os genes, os mais prevalentes
foram eatA, csuA e etpA, com 31,8%, 24,8 ¢ 12,4% respectivamente.

O gene eatA codifica uma protease serina que € comumente encontrada em casos
clinicos de ETEC e estudos sugerem que essa proteina ¢ capaz de facilitar a entrada da
toxina LT nas células endoteliais (FROEHLICH et al, 2005). Corroborando com o
presente estudo, onde o gene eatAd foi positivo em 31,8% das amostras positivas para
ETEC, Bhakat e colaboradores (2018), quando analisaram amostras de fezes de pacientes
com diarreia internados entre os anos de 2008 e 2014, em Calcuta, sugerem que o gene
eatA tem uma maior prevaléncia (65%) dentre os fatores de viruléncia ndo classicos.

O csuAd (CS14) e o cfaB (CFA/I) sdo fatores de colonizacgdo, e foram os FCs mais
encontrados, com 24,8% e 8,8% respectivamente. Segundo Nunes e colaboradores
(2011), o CS14 foi um dos fatores de colonizagcdo mais comuns em Teresina, Brasil, o
que corrobora com nosso achado. Em contrapartida, em um estudo realizado por Liu e
colaboradores (2017), onde avaliaram populagdes endémicas locais e viajantes,
detectaram o CFA/I como o FCs mais prevalente.

Entre os genes de viruléncia ndo classicos, o etpA que codifica adesina/ invasina,
apresentou a prevaléncia de 12,4%, no nosso estudo. Em cepas isoladas de Bangladesh
coletadas entre 1998 e 2011, eatd (59%) e etpA (56%) estavam presentes em mais da
metade dos isolados de ETEC (LUO et al, 2015), apesar deste estudo mostrar uma
prevaléncia de etp4 mais elevada em sua populagdo, no presente estudo, este gene foi o
terceiro mais prevalente. O gene tia, também codifica adesina/ invasina, foi detectado
em 11,5% das amostras positivas para ETEC, o que condiz com os resultados obtidos por
Gonzales e colaboradores (2013), que em cepas de ETEC isoladas de criangas bolivianas

com idade <5 anos, o gene tia teve prevaléncia de 12%.
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O gene faeG e o csoA foram os genes de viruléncia menos prevalentes nesse

estudo, com 7,9% e 3,5%, respectivamente. O gene faeG é um codificador de adesina
fimbrial (subunidade principal FaeG), constituindo a maior parte da estrutura da fimbria
¢ mediando a adesdo bacteriana (DUBREUIL et al, 2016). Entretanto, o gene cso4, que
codifica o FC CS1, quando analisado por Qadri e colaboradores (2005), foi relacionado
com uma alta incidéncia em amostras de ETEC provenientes de criangas de paises em

desenvolvimento.

A andlise das frequéncias dos genes de viruléncia dentro dos subtipos especificos
de ETEC (LT ou ST) também ndo mostrou associagao significativa com criangas com ou
sem diarreia. O limitado nimero de genes analisados neste estudo pode ter contribuido
para tal achado. Além disso, o baixo numero de amostras positivas para ETEC-ST
também enfraqueceu o poder de anélise deste grupo especifico de infecgdes. E importante
destacar a necessidade da realizacdo de estudos gendmicos para a investigacao de genes
relacionados a doengas em infecgdes por ETEC, principalmente devido a alta
heterogeneidade e pouco conhecimento sobre a diversidade genética das cepas (SAHL et
al, 2017). Além disso, a existéncia de multiplos fatores do hospedeiro, como estado
nutricional, composi¢cdo do microbioma e sistema imune, podem interferir nos desfechos

clinicos de infec¢des por ETEC.

Dentro do estudo verificou-se a interagdo de ETEC com outros patdégenos, onde
93,8% das amostras positivas apresentaram pelo menos um copatégeno. O principal
copatogeno encontrado foi a bactéria Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC) (63,7%),
seguido por Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC) (48,7%). Lima e colaboradores
(2018) e Hazen e colaboradores (2016) relatam que EAEC e EPEC, respectivamente, sdo
os principais patogenos relacionados com diarreia infantil, no Brasil e no mundo, o que
explica nosso achado. Sapovirus e Astrovirus, foram os menos prevalentes com 1,8% e

0,9%, respectivamente, mas ndo houve significancia.

A prevaléncia de coinfec¢des quando analisada entre caso e controle, foi mais
maior em criangas do grupo caso. Donnenberg e colaboradores (2015), em um estudo
caso-controle de miltiplos locais (GEMS) na Africa subsaariana e no sul da Asia, também
descobriram que a detecc¢do de enteropatdgeno ¢ mais comum em fezes diarreicas do que
as ndo diarreicas. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo MAL-ED

realizado na América do Sul, Africa e Asia (PLATTS-MILLS et al, 2015). A analise
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multivariada em relagdo aos copatdogenos e a sintomatologia apresentada foi avaliada e

ndo houve resultado significante, o que sugere que os sintomas foram causados por ETEC.
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9 CONCLUSAO

e Este estudo demonstrou que houve associagdo significativa de diarreia em
criangas infectadas pelo patotipo Escherichia coli enterotoxigénica no
semiarido brasileiro.

e A analise das frequéncias dos genes de viruléncia dentro dos subtipos
especificos de ETEC (LT ou ST) ndo mostrou associagdo significativa
com criancas com ou sem diarreia;

e A maior prevaléncia de coinfeccoes se dd com EAEC, porém a sua
associagdo nao foi significativa.

e A andlise de detecgdo a partir do biomarcador de inflamagdo intestinal
mieloperoxidase, apresentou diferenga significativa entre o grupo caso e
controle. O grupo caso apresentou maior indice de inflamagdo do que o
grupo controle.

e  Verificou-se associacdo significativa entre os indices antropométricos das
criangas positivas para ETEC-LT com o grupo controle.

e O presente estudo vem, portanto, contribuir para uma melhor compreensao
da infeccdo por ETEC em criangas do semiarido brasileiro, por meio de
detecgdo de genes de viruléncia especificos e da obtencdo de dados

epidemiologicos.
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Of. N°338/09 Fortaleza, 20 de novembro de 2009

Protocolo COMEPE n°238/05

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

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

Levamos ao conhecimento de V.52. 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,
Resolucdo n® 196 de 10 de outubro de 1996 e complementares,
aprovou a realizacao do subprojeto 2A na reuniao do dia 19 de
novembro de 2009 nas cidades de Crato, Picos, Cajazeiras, Sousa,
Limoeiro e Pacajus cujas declaragcbes de anuéncia foram
apresentadas.

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

Atenciosamente,

Dra. Militin Monteiro
Coordenadora
Adjunta do Comité de
Etica em Pesquisa
COMEPE/UFC
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Intervengdo com Micronutrientes e Impacto a Longo Prazo no Brasil
(Semi-Arido Brasileiro: Objetivos 2a e 2c)

Nome do Participante

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

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

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

O que estamos tentando descobrir:

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

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

Na busca por alternativas para a diminuigao do impacto causado pelas doengas diarréicas causadas por
virus, bactérias ou parasitas, observamos a grande eficiéncia da solugio de re-hidratagéo oral baseada em
glutamina quando comparada a tradicional solugio 4 base de glicose. Além disso, temos testado a influéncia
da suplementagao de micronutrientes, como zinco, vitamina A e arginina, na dieta de criangas susceptiveis as
doengas diarréicas, observando a redugao no nimero de criangas doentes.

Estes estudos t&m sido realizados em duas comunidades carentes de Fortaleza: Parque Universitario e
Gongalves Dias, ambas situadas em Fortaleza e proximas a Faculdade de Medicina. Acompanhando o0s
quadros diarréicos dessas duas comunidades ao longo dos dltimes 20 anos, observamos que mesmo nas
criangas que n3o apresentam diarréia como sintoma, ainda existe uma alta prevaléncia de inflamagao intestinal
e de enteropatégenos que podem oportunamente causar as doencgas diarréicas quando as defesas
imunolégicas s3o reduzidas. Isso vem acontecendo principalmente em virtude de condicdes higiénico-
sanitarias insatisfatorias e da caréncia de uma dieta nutricional balanceada.

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

O que acontecera:

Existem duas partes para este estudo:

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

Um questionério sera aplicado para coletar informagbes socio-ambientais;

Medidas antropométricas serdo também verificadas e registradas em um formulario;

As amostras serdo enviadas para o Laboratério de Doencas Infecciosas para realizar testes especificos
para este estudo. As amostras de fezes serfo avaliadas através de métodos e técnicas de bioclogia
molecular para a deteccio de bactérias que prejudicam o intestino;

5. Suas amostras ficario armazenadas por 5 anos apés o final do estudo para futuras validactes dos testes.

AON

Beneficios:

A deteccgio de helmintos e protozoarios, através do exame parasitolégico de fezes, ou de crescimento de
bactéria reconhecidamente prejudicial ao intestino sera informada aos responsaveis e uma indicagdo de
tratamento sera indicada pelo médico pediatra responsavel pelo estudo.
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ANEXO C - Checklist de elegibilidade etiologia de diarreia do semiarido.

RECODISA: Estudo da Etiologia de Diarreia Infantil no Semidrido Brasileiro

CHECKLIST DE ELEGIBILIDADE
ETIOLOGIA DE DIARREIA DO SEMI-ARIDO

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

# Questao Cddigo ou Dado Resposta
01 Sua criancga reside atualmente em qual
cidade? Crato, CE;
. Pacajus, CE;
CASO NAO RESIDA EM ALGUMA DAS Limoeiro do Norte, CE;
OPCOES AO LADO, EXCLUIR DO Ouricuri, PE;
ESTUDO. Picos, PI;
Cajazeiras, PB;
Sousa, PB;
Patos, PB.
02 1=sim;
Sua crianga ja participou desse mesmo 2=n&o —

estudo antes?
SE SIM, EXCLUIR DO ESTUDO

03 1=sim;
2=nio L

Existe alguma crianca da familia
participando desse mesmo estudo?
SE SIM, EXCLUIR DO ESTUDO

04 1=sim; I:I
Sua crianga esteve internada em alguma 2=nao
unidade de saude por mais de 12 horas?
SE SIM, EXCLUIR DO ESTUDO

05 1=sim; I:I
Sua criancga veio transferida de algum outro 2=nzo
hospital?
SE SIM, EXCLUIR DO ESTUDO

06 1=sim; |_|
Sua crianga tomou antibiético nos ultimos 2=nao
30 dias?

SE SIM, EXCLUIR DO ESTUDO

Nome Entrevistador:

Assinatura: Data:
/ /




