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RESUMO

Introducdo: Campylobacter spp. € uma das principais causadas de infeccdo bacteriana
causadas por ingestdo de dgua ou alimentos contaminados no mundo. Campylobacter jejuni é
considerada a espécie mais prevalente, sendo uma das principais causas de gastroenterites em
humanos. Obijetivo Investigar os fatores de risco, disfuncdo da barreira intestinal e co-
patogenos de infeccdo subclinica causada por Campylobacter jejuni em criancas da cidade de
Fortaleza — CE, Brasil. Material e Métodos: Foi realizado um estudo Nested caso-controle a
partir de um estudo coorte longitudinal multicéntrico intitulado “Etiologia, Fatores de Risco e
Interagdes de Infecgdes Entéricas e Desnutricdo e as Consequéncias para a Saude Infantill
(MAL-ED)”, realizado entre agosto de 2010 a setembro de 2013. Participaram do estudo 233
criancas com idade entre 0-24 meses de idade, que foram divididas: grupo caso, com criangas
que tiveram amostra(s) positiva(s) para C. jejuni, e grupo controle, com criancas que tiveram
amostra(s) negativa(s) para C. jejuni. O diagndstico bacteriano foi realizado através da extracéo
do DNA bacteriano do material fecal, sendo utilizado a plataforma de qPCR TAC, para o
diagndstico de C. jejuni/C.coli, e logo ap6s ocorreu o diagndstico de C. jejuni por PCR
convencional. A avaliacdo das medidas antropométricas WAZ, WHZ e HAZ foi realizada.
Ocorreu a pesquisa de 20 genes de viruléncia de C. jejuni. Houve a avaliacdo da integridade da
barreira intestinal através dos biomarcadores Lactose/Manitol (L/M) por HPLC, e Alfa-1-
antitripsina (AAT), por ensaio imunoenzimatico, além dos biomarcadores de inflamagao
Mieloperoxidade (MPO) e Neopterina (NEO), por ensaio imunoenzimético. Resultados:
27,03% (63/233) das criangas tiveram diagndstico positivo apenas para C. jejuni. A falta de
amamentacao exclusiva se mostrou um fator de risco para infec¢fes por C. jejuni nas criangas
(P <0,0001; OR 11,25; IC 95% 3,664 — 35,66). Uso de filtros para o tratamento de agua nao €
o suficiente para prevenir infec¢bes por C. jejuni (P = 0,03; OR 3,389; IC 95% 1,166 — 9,064).
33,33% (21/63) das criancas apresentaram mais de uma amostra positiva para o patdgeno.
Criancas do grupo caso com até 15 meses tiveram alteracdo na permeabilidade intestinal através
da andlise do ATT (P = 0,037; IC 95% -0,2509 - 0,007929). O gene cheW foi o mais prevalente
(84,13% - 53/63), e 0 gene pVir ndo teve prevalente (0% - 0/63). Coinfeccdo entre EPEC e C.
jejuni foi a mais prevalente (44,44% - 28/63), com concomitante reducdo no WHZ das criancas
que tiveram essa coinfeccdo (P = 0,0491; IC 95% 0,001733 - 0,8458). EAEC foi o segundo
patdbgeno mais prevalente (31,80% - 20/63), apresentando alteracdo na permeabilidade
intestinal através da L/M (P = 0,0024; 1C 95% -0,1639 -0,03634) e AAT (P = 0,0103; IC = -
0,3850 - 0,05389), além da presenca de inflamacéo através da NEO (P = 0,047; IC 95% -4002
- 2626). Conclusdo: Ocorreu uma alta taxa de infec¢Ges subclinicas causadas por C. jejuni, pois
a presenca do patdgeno nao influenciou no déficit de crescimento, nem causou inflamacéo, mas
apresentou alteracéo na funcdo da barreira intestinal. C. jejuni causou danos mais significativos,
como déficit no crescimento, inflamacéo e alteragdo em mais marcadores de barreira intestinal
quando em associacdo com os co-patégenos EPEC e EAEC, caracterizando uma possivel
presenca de disfuncao entérico ambiental.

Palavras-chaves: Campylobacter jejuni, biomarcadores, viruléncia, infecces.



ABSTRACT

Introduction: Campylobacter spp. is one of the main causes of bacterial infection caused by
the ingestion of water or food contaminated in the world. Campylobacter jejuni is the most
prevalent species being one of the main reasons of gastroenteritis in humans. Aim: We wanted
to investigate risk factors, intestinal barrier dysfunction and copathogens of subclinical
infection caused by Campylobacter jejuni in children from the Fortaleza - CE, Brazil. Material
and Methods: A Nested case-control study has been conducted from a multicentric
longitudinal cohort study entitled “Etiology, Risk Factors and Interactions of Enteric Infections
and Malnutrition and its Consequences for Children’s Health (MAL-ED)”, conducted between
August 2010 and September 2013. The study included 233 children with ages between 0-24
months of age who were divided into two groups: case group with children who had positive
samples for C. jejuni, and control group with children who had negative samples for C. jejuni.
The bacterial diagnosis was performed with extracted fecal bacterial DNA using the TAC gPCR
platform, which unspecifically diagnosed C. jejuni / C. coli, followed by the specific diagnosis
of C. jejuni by conventional PCR. The evaluation of anthropometric measures WAZ, WHZ and
HAZ was performed. We also investigated 20 virulence genes of C. jejuni through uniplex and
multiplex PCR. We evaluated intestinal barrier integrity by HLPC detection of
Lactose/Mannitol (L/M) and the immunoenzymatic assays for alpha-1-antitrypsin (AAT) and
the inflammatory biomarkers of Myeloperoxidase (MPO) and Neopterin (NEO). Results:
27,03% (63/233) of these children had a positive diagnosis only for C. jejuni. The lack of breast-
feeding alone displayed a risk factor for C. jejuni infections on the children (P <0,0001; OR
11,25; IC 95% 3,664 — 35,66). The usage of filters for water treatment was not enough to
prevent infections by C. jejuni (P = 0,03; OR 3,389; IC 95% 1,166 — 9,064). In addition, 33,33%
(21/63) of the children presented more than one positive sample for this pathogen. Children
from the case group up to 15 months had a change on the intestinal permeability through the
analysis of ATT (P = 0,037; IC 95% -0,2509 - 0,007929). The cheW gene was the most
prevalent (84,13% - 53/63), but the gene pVir had no prevalence (0% - 0/63). Coinfection of
EPEC and C. jejuni was the most prevalent (44,44% - 28/63) and, concomitantly, we found a
reduction of WHZ of the children who had this coinfection (P = 0,0491; IC 95% 0,001733 -
0,8458). EAEC was the second most prevalent copathogen (31,80% - 20/63), which impaired
intestinal impermeability through the L/M ratio (P = 0,0024; IC 95% -0,1639 -0,03634) and
AAT (P =0,0103; IC = -0,3850 - 0,05389), in addition to the correlation with inflammation
through the detection of NEO (P = 0,047; IC 95% -4002 - 2626). Conclusion: There was a high
rate of subclinical infections caused by C. jejuni, since the presence of this pathogen did not
influence growth deficit, or cause inflammation, but altered the intestinal barrier function. C.
jejuni caused more significant damage, such as growth deficit, inflammation and changes in
intestinal barrier markers when in association with the cotathogens EPEC and EAEC,
characterizing the presence of environmental enteric dysfunction.

Keywords: Campylobacter jejuni, biomarkers, virulence, coinfection.
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1 INTRODUCAO

Campylobacter spp. estdo entre as principais causas de infeccGes bacterianas
transmitidas pelo consumo de alimentos e agua contaminados, sendo um dos principais agentes
causadores de gastroenterites no mundo (MAN, 2011; WHO, 2012; COSTA & IRAOLA,
2019). Campylobacter jejuni € a espécie mais prevalente, sendo responsavel por cerca de 70 a
90% dos casos de campylobacterioses (KAAKOUSH et al., 2015; COSTA & IRAOLA, 2019).
As principais fontes de contaminacéo para o ser humano incluem consumo de dgua néo tratada,
leite ndo pasteurizado, ou outros produtos alimenticios contaminados, como laticinios, além de
infeccbes ocasionadas de pessoa-a-pessoa (EPPS et al.,, 2013; SKARP et al., 2016;
BERTHENET et al., 2019).

Nos ultimos anos, em paises desenvolvidos, os casos de gastroenterites provocados por
Campylobacter spp. excederam os causados por bactérias que mais comumente eram as
responsaveis por essas infeccdes nesses paises (MURRAY et al., 2010; EFSA, 2015), onde
espécies como C. jejuni chegou a ser isolada de pacientes com infecgdes do trato
gastrointestinal com uma frequéncia de cerca de 3 a 4 vezes maior do que Salmonella spp.,
Shigella spp. ou Escherichia coli (TAYLOR et al., 2013; MARDER et al., 2017). Em paises
em desenvolvimento, infec¢cdes pelo microrganismo sdo endémicas, ndo apresentam um perfil
sazonal, e sdo geralmente limitadas a populacdo infantii (HAVELLAR et al., 2009;
KAAKOUSH et al., 2015).

As manifestacdes clinicas de infeccdes causadas por C. jejuni pode variar desde diarreia
aquosa, sem a presenca de sangue, até uma diarreia inflamatoria grave, acompanhada de dor
abdominal e febre (MAN et al., 2011; BURNAHM & HENDRIXSON, 2018). Além disso, ha
uma alta prevaléncia de infeccBes assintomaticas, sendo esse fator ja associado com déficit no
desenvolvimento de criangas acometidas por espécies de Campylobacter, mais especificamente
por C. jejuni, levando a um quadro de desnutricdo (QUETZ et al., 2010; LEE et al., 2013,
ROGAWSKI et al., 2018; VERAS et al, 2018; HAQUE et al., 2019; ROUHANI et al., 2019).

A associacdo entre infeccdes subclinicas provocadas por Campylobacter spp. e déficit
no desenvolvimento de criangas ocorrem principalmente nos dois primeiros anos de vida
(AMOUR et al., 2016; PLATTS-MILLS et al., 2017; HAQUE et al., 2019). Além disso,
infeccbes provocadas por espécies de Campylobacter ja foram associadas ao aumento da
permeabilidade intestinal e inflamac&o tanto local como sistémica, sugerindo que a unido desses

fatores possa esté diretamente associado a reducdo do crescimento linear dessas criangas, além
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da associacdo com disfuncdo entérico ambiental (RIDDLE et al., 2012; MBUYA &
HUMPHREY; 2015; AMOUR et al., 2016; HAQUE et al., 2019).

A patobiologia das infec¢bes provocadas por Campylobacter spp. que podem acarretar
infecges diarreicas, ou levar ao estado de desnutricdo do individuo, ainda ndo s&o bem
esclarecidos, mas alguns fatores genéticos relacionados a viruléncia do patogeno ja vem sendo
elucidados, como fatores que estdo envolvidos na motilidade mediada por flagelos, adeséo as
células epiteliais do intestino, invasdo e sobrevivéncia bacteriana nas células do hospedeiro,
bem como a capacidade de produzir toxinas (RAO et al., 2011; BANG et al., 2003;
KRUTKIEWICZ et al., 2010; QUETZ et al.; 2012; VERAS et al.; 2018). A presenca desses
fatores de viruléncia de forma individual, ou em combinacdo, podem ser responsaveis pela
modulacéo da infec¢do provocadas por C. jejuni, aliada a fatores de risco (socioeconémicos e
demograficos) e estado imunolégico do hospedeiro (VERAS et al.; 2018; WYSOK &
WOJTACKA, 2018; HAQUE et al.; 2019; SINGH & MALLICK, 2019).

Diante disso, considerando o aumento no nimero de casos de infec¢fes causadas por C.
jejuni, os fatores de riscos que podem estar associados com o aumento de infecgdes causadas
pelo microrganismo, aliados a frequéncia de infeccGes em criangas nos primeiros anos de vida
e a presenca de fatores genéticos relacionados a viruléncia bacteriana, o presente estudo visa
avaliar o impacto de infeccBes provocadas por C. jejuni em criancas com infec¢6es subclinicas
na cidade de Fortaleza — CE, através da avaliacdo de fatores de riscos econdmicos e sociais,
parametros antropométricos, presenca de genes de viruléncia, resposta imunoinflamatoria,
permeabilidade intestinal, e a influéncia de copatogenos relacionados a patobiologia do

microrganismo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Campylobacter spp.

O género Campylobacter (do grego Kampulus, encurvado e Bacter, bactéria) pertence
a familia Campylobacteraceae, ordem Campylobacterales, classe Epsilonproteobacteria, do filo
Proteobacteria (SKIRROW, 2006; FITZGERALD, 2015). A primeira identificacdo do género
aconteceu em 1913 por McFaydean e Stockman, apds encontrarem um microrganismo em
forma de curva causando aborto em ovinos e bovinos. Essa bactéria permaneceu sem nome até
1919, quando Smith e Taylor isolaram o mesmo microrganismo em fluidos fetais bovinos,
nomeando o microrganismo de Vibrio fetus. Ja em 1963, Sebalt e VVéron propuseram o0 género
Campylobacter, reclassificando V. fetus para Campylobacter fetus (SMITH & TAYLOR, 1919;
VERON & CHATEIAIN, 1973; SMIBERT, 1978).

Além desta longa importancia como patdgeno que causam infecgdes em animais desde
o0 inicio do século XX, C. fetus foi posteriormente identificado como agente causador de
infeccbes em humanos (GUERRANT et al., 1978). Contudo, a maior relevancia de
Campylobacter spp. como um dos principais causadores de infec¢@es entéricas em humanos foi
descoberta apenas no inicio dos anos 80, apds o desenvolvimento e implementacdo de meios
seletivos de cultura para o isolamento de espécies de Campylobacter a partir de amostras fecais
(NEWMAN & LAMBERT, 1980; STEELE et al., 1985).

Campylobacter ssp. sdo bactérias Gram-negativas, delgadas, em formato de bastéo ou
espiraladas (0.2-0.8 um x 0.5-5 um), que podem possuir flagelos, ou ndo (Figura 1.A).
Algumas espécies possuem multiplos flagelos, como C. showae, enquanto algumas espécies
ndo possuem flagelo, como C. gracilis (MOORE et al., 2005; MAN, 2011; IGWARAN &
OKOH, 2019). As espécies de Campylobacter sdo indol negativo, oxidase positiva, hipurato
positivo, catalase positivo, nitrato positivo e ndo utilizam glicose como fonte de energia, sendo
utilizado peptona como fonte de nutrientes. A maioria das espécies crescem em condicoes
microaerofilas, mas algumas espécies, como C. curvus, C. rectus e C. concius, precisam de
condicdes anaerdbias para seu crescimento (FERNANDEZ, 2008; MAN, 2011; PAL, 2017).

A partir do desenvolvimento do meio de cultura Skirrow foi possivel avancar nos
estudos de espécies de Campylobacter. Este meio contém peptonas como fonte de nutrientes,
sangue lavado de cavalo e antibioticos para prevenir o crescimento de outros microrganismos.
Estes ingredientes formam a base para a maioria dos meios de uso comum no isolamento de
Campylobacter (POST, 1995) (Figura 1.B).
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Figura 1: Micrografia de Campylobacter jejuni e crescimento de C. jejuni em agar modificado

de carvao.

A

1 um

A: Micrografia de C. jejuni mostrada através de microscopia eletronica; B: Crescimento de C. jejuni em agar
Karmali, mostrando a presenca de colénias com cerca de 1,0 a 1,5 mm de didmetro, brilhantes e na coloragéo
cinza. Fontes: KLANCNIK et al., 2020; Proprio autor.

Campylobacter spp. s&o um grupo de bactérias que tem a capacidade de colonizar o trato
gastrointestinal de diferentes animais, principalmente aves e mamiferos, e atualmente, o estudo
de espécies de Campylobacter sdo de enorme importancia devido ao aumento do nimero de
espécies que sdo implicadas em causar infeccbes em animais e humanos (MAN, 2011;
KAAKOUSH et al., 2015).

Desta forma, ja foram identificados cerca de 32 espécies e 9 subespécies de
Campylobacter. Essas espécies se agrupam em cinco grupos filogenéticos, todos contendo
microrganismos patogénicos, destacando a relevancia clinica de todo o género (Figura 2).
Cerca de 15 espécies ja foram relacionadas como agentes causadores de infecgdes em humanos
e/ou em animais, sendo muitas delas frequentemente associadas a diversas apresentactes
clinicas, como gastroenterites, meningites, abscessos, sepse e infeccdes periodontais (MAN,
2011; COSTA & IRAOLA, 2019). C. jejuni é a espécies mais relevante e mais bem descrita,
sendo uma das principais causas de gastroenterites bacteriana em humanos. Outras espécies de
Campylobacter de maior prevaléncia em infecgdes em humanos sdo C. coli, C. lari e C.
upsaliensis (MAN, 2011, TABOADA et al., 2013; KAAKOUSH et al., 2015).
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Figura 2: Relacdo filogenética entre as principais espécies e subespécies de Campylobacter.
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Arvore filogenética de Campylobacter spp., dividindo o género em cinco grupos distintos: C. jejuni, C. lari, C.
concisus, C. ureolyticus e C. fetus. Os nomes foram atribuidos considerando os aspectos clinicos relevantes das
espécies dentro de cada grupo. As espécies com nomes escritos em vermelho sdo as documentadas como
causadoras de infeccdes em humanos e/ou outros animais. As espécies com nomes escritos em azul ndo foram
documentadas como causadoras de infec¢des. Fonte: Adaptado de COSTA & IRAOLA, 2019.

As espécies de Campylobacter sdo microrganismos fastigiosos, ou seja, necessitam de
condigdes especiais para seu cultivo em meu de cultura microbiol6gico. Para o isolamento do
microrganismo em material fecal & necessaria uma incubagdo a 42°C, em ambiente
microaerofilo (5% de O2, 10% de COz2, 85% de N2). Algumas espécies (C. sputorum, C.
concisus, C. mucosalis, C. curvus, C. rectus e C. hyointestinalis) ainda exigem a presenca
adicional de hidrogénio. Os meios de cultura sdo seletivos, com a presenca de sangue ou carvao
mineral, alem de conter antibioticos para impedir o crescimento de bactérias competitivas (GEE
etal., 2002; FACCIOLA et al., 2017).
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2.2 Fontes de transmissdo de campylobacterioses

As espécies de Campylobacter sdo microrganismos comensais do trato gastrointestinal
de muitos animais selvagens (patos e gaivotas), animais de criacdo (gado, porcos) e animais
domeésticos (cdes e gatos), além disso é predominante em todas as espécies aviarias proprias
para consumo humano (DAMBORG et al., 2004; DEARLOVE et al., 2016).

S&0 microrganismos responsaveis por zoonoses e sua a transmissao que ocorre pela via
fecal-oral, atraves da ingestdo de alimentos e agua contaminados (GRZYBOWSKA-
CHLEBOWCZYK et al., 2013; ROSNER et al., 2017). O principal nicho ambiental é
representado pelo trato gastrointestinal de todas as espécies aviarias, particularmente aves de
capoeira, galinhas poedeiras, perus, patos e avestruzes, que sdo considerados as principais vias
de transmissdo da bactéria. O consumo de carne de origem avidria, de fato, representa cerca de
50% a 70% dos casos humanos de campylobacterioses. Contudo, até o consumo de leite ndo
pasteurizado, carne vermelha crua, frutas e vegetais com limpeza inadequada, ja foram
identificados como possiveis rotas de transmissdo (EFSA, 2015, FACCIOLA et al., 2017;
HANSSON et al., 2018; IGWARAN & OKOH, 2019; DIRIBA et al., 2021).

Viagem a paises endémicos, principalmente paises em desenvolvimento, que possuem
uma incidéncia de casos de campylobacterioses durante todas as épocas do ano, também é um
fator de risco para infec¢gfes pelo microrganismo (GRZYBOWSKA-CHLEBOWCZYK et al.,
2013; DAVIS et al., 2016).

Campylobacter spp. também podem ser transmitido através do contato de pessoa-a-
pessoa, mas principalmente por contato direto com animais, sejam de criacdo ou domésticos,
além da transmissdo realizada por vetores, como moscas, que podem ter contato direto com
alimentos contaminados (EFSA, 2015; EVERS et al., 2016; KUHN et al., 2021). Diante disso,
a identificacdo e compreenséo das rotas de transmissdo da campylobacterioses sdo cruciais para
a prevencao e controle da infeccdo, além de contribuir para a elaboracdo de estratégia para o
controle das campylobacterioses (NEWELL et al., 2017, SHER et al., 2021). Algumas das
principais rotas de transmissdo das infecgdes em humanos causadas por Campylobacter ssp.

estdo ilustradas na Figura 3.



26

Figura 3: Rotas de transmissdo de Campylobacter spp.

As fontes de infeccdo de espécies de Campylobacter para o ser humano podem ser através do consumo de leite,
carnes e de vegetais que ndo foram processados adequadamente. A contaminacdo para essas fontes alimentares
pode vir através do ambiente ja contaminado pelo microrganismo, que por consequéncia contamina 0s animais
gue convivem nesses locais. Da mesma forma, os seres humanos também se tornam fontes de infeccdo para
ambientes. Vetores, como moscas também podem levar o microrganismo de fontes ja contaminadas para animais
e alimentos. Adaptado de IGWARAN & OKOH, 20109.

2.3 Epidemiologia das infecces causadas por Campylobacter spp.

Na dltima década, houve um aumento global do ndmero de casos de
campylobacterioses. A infecgdo pelo microrganismo aumentou na América do Norte, Europa e
Austréalia (WHO, 2012; KAAKOUSH et al., 2015). Dados epidemiol6gicos da Africa, Asia,
América do Sul e Oriente Médio ainda sdo incompletos, mas estudos multicéntricos nessas
regides indicam que a infeccéo é endémica, e atinge principalmente criangas nos primeiros anos
de vida (KOTLOFF et al., 2013; LIU et al., 2016; PLATT-MILLS et al., 2015; 2018, HAQUE
etal., 2019).

De acordo com a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), em 32
paises europeus, Campylobacter spp. € o patdgeno mais comum em infeccdo gastrointestinal
bacteriana em humanos, sendo reportados mais de 246 mil casos de campylobacterioses em

humanos apenas no ano de 2016 (EFSA, 2017). Nos Estados Unidos, as espécies de
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Campylobacter sdo a causa mais comum de diarreia em humanos, afetando mais de 1,5 milhdes
de pessoas anualmente (CDC, 2019). Nesses paises desenvolvidos, a infecgdo pelo
microrganismo ndo é endémica, e muitas vezes € associada a surtos, principalmente por
produtos lacteos contaminados, além de ser observado um perfil sazonal da infecgdo, onde nos
EUA, por exemplo, os casos sdo mais relatados durante o inverno e verdo (TAYLOR et al.,
2013; KAAKOUSH et al., 2015; CDC, 2019).

Nos paises em desenvolvimento, a infeccdo € endémica, ndo apresenta uma
sazonalidade, e hd um namero significativo de casos assintométicos (WAGENAAR, FRENCH
& HAVELAAR, 2013). Em estudo multicéntrico do tipo coorte, denominado MAL-ED (The
Etiology, Risk Factors, and Interactions of Enteric Infections and Malnutrition and the
Consequences for Child Health), realizado em 8 paises localizados na Asia, Africa e América
do Sul, tendo como alvo de estudo a populacdo infantil, Campylobacter spp. foi o patégeno
mais prevalente, nos primeiros dois anos de vida. A maior prevaléncia foi relatada
principalmente no Peru, Bangladesh, Africa do Sul e Brasil. O ensaio imunoenzimatico
(ELISA) foi utilizado para esse diagnéstico (PLATTS-MILLS et al., 2015).

Ja com uma nova abordagem de diagnoéstico realizada nesse mesmo estudo, utilizando
técnicas moleculares, C. jejuni e C. coli, foram o quarto patbgeno com maior prevaléncia até os
12 meses de idade, e o sexto até os 24 meses de idade, principalmente no Peru, Africa do Sul,
india e Paquistdo (PLATTS-MILLS et al., 2018).

A diferenca na incidéncia e nimero de casos notificados de diferentes paises ou regides,
ou dentro do mesmo pais podem variar substancialmente. E provavel que esse fato ocorra, em
parte, pela diferenca na sensibilidade e especificidade das metodologias de diagndstico do
microrganismo, area, o perfil da populagéo estudada, bem como no padréo e rigor na execugdo
dos protocolos de vigilancia sanitaria, praticas alimentares e disponibilidade de reservatorios
naturais para as espécies de Campylobacter nessas regides. Além disso, é provavel gque as
infeccbes representem apenas um pequeno percentual da real situacdo, devido as
subnotificacfes (WAGENAAR, FRENCH & HAVELAAR, 2013).

No Brasil, estudo realizado na cidade de Fortaleza — CE, mostrou uma prevaléncia de
9,6% de infeccgdes causadas por C. coli e C. jejuni em populacéo infantil com diarreia, enquanto
que a prevaléncia do microrganismo na populacdo infantil que ndo apresentou sintomatologia
foi de 7,2% (QUETZ et al., 2010) Estudo caso-controle também realizado na cidade de

Fortaleza - CE em criancas nutridas e desnutridas, mostrou uma prevaléncia de 11,18% de
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infeccdo causadas por C. jejuni/C. coli nessa populagcdo (VERAS et al., 2018). Ambos o0s
estudos utilizaram a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), como diagnostico.

Em contrapartida, na regido Sul do Brasil um estudo apontou uma prevaléncia de apenas
2% de infeccdo por Campylobacter spp. A baixa prevaléncia nesse estudo pode ser explicada
pelo uso de microbiologia convencional como técnica de diagndstico (SILVA et al., 2016).

Outro fator que interfere no diagnostico do microrganismo é que grande parte dos
estudos epidemioldgicos diagnosticam apenas as espécies C. jejuni e C. coli, comprometendo
o diagndstico das demais espécies (PLATTS-MILLS et al., 2014). No Peru, infeccBes
provocadas por outras espécies de Campylobacter se mostraram mais severas que infecgdes
causadas por C. jejuni/C. coli (FRANCOIS et al., 2018). Esse fato demonstra a importancia do
diagndstico das outras espécies de Campylobacter, tanto para mostrar a real situagdo do nimero
de casos de campylobacterioses, como para compreender melhor a severidade da infeccdo
causada por outras espécies do patogeno (BULLMAN et al., 2012; PLATTS-MILLS et al.,
2014; FRANCOIS et al., 2018).

2.4 Patobiologia e fatores de viruléncia de Campylobacter spp.

2.4.1 Trato gastrointestinal e resposta imune do hospedeiro as infec¢des por Campylobacter
spp.

O trato gastrointestinal (TGI) em humanos compreende uma estrutura contendo quatro
camadas celulares: a mucosa, submucosa, musculatura externa e serosa. A mucosa é a camada
mais interna, sendo dividida em epitélio, 1amina propria e mucosas musculares. O epitélio
mucoso do intestino delgado é constituido por uma Gnica camada de células epiteliais, células
caliciformes secretoras de muco, células de Paneth e células M. O epitélio ainda forma vilos e
criptas que s@o cobertos por uma camada de muco altamente viscoso (RUBIN, 2007; FARRE
& VICARIO, 2017).

A superficie da mucosa gastrointestinal € formada por células epiteliais que representam
uma barreira efetiva atraves de juncdes intercelulares que separam 0s ambientes interno e
externo, bloqueando a passagem de substancias potencialmente nocivas. Além disso, as células
epiteliais também sdo responsaveis pela absor¢do de nutrientes e eletrdlitos. Portanto, neste
contexto, é uma barreira semipermeavel necessaria para permitir, de forma seletiva, a entrada

de substancias essenciais para o0 meio intracelular (SALVO-ROMERO et al., 2015).



29

Agentes patogénicos entéricos, como Campylobacter spp., podem danificar o epitélio e
desregular as fungdes da barreira intestinal através de mecanismos de patogenicidade, como a
inducdo da morte de células do hospedeiro. Dentre as proteinas como possivel alvo para o dano
causado por Campylobacter spp. estdo as proteinas formadoras de juncdes firmes (Tight
Junctions - TJs) e juncBes aderentes do epitélio (adherens junctions - AJs), o que justificaria o
aumento de permeabilidade e translocacdo de produtos bacterianos durante a infecgéo.
(O’HARA ¢ BURET, 2008; BOEHM et al., 2012) (Figura 4).

As TJs, juncOes aderentes e comunicantes e os desmossomos, tem a funcdo de unir as
celulas epiteliais intestinais (KARCZEWSKI et a., 2010). As TJs representam a principal
barreira paracelular para 0 movimento de agua, solutos e células imunes, estabelecendo
polaridade e prevenindo a mistura de componentes entre compartimentos apical e basolateral
dos enterocitos (CAPLAN et al., 2008) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo das juncdes das células epiteliais intestinais.
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Complexo juncional de células epiteliais intestinais (A) e sua respectiva eletromicrografia (B). No apice encontra-
se o complexo de jun¢Bes firmes (TJs) com localizacdo dos seus componentes estruturais (claudina, ocludina e
Z0-1 ligada a cadeia de miosina). Em seguida, o complexo de jun¢Bes aderentes (AJs) e a localizacdo de seus
componentes estruturais (caderinas: E-caderina, o e pB-catenina). O complexo desmossomos (D) vem logo em
seguida, com as respectivas localizacbes de seus componentes estruturais (desmoglinas, desmocolina,
desmoplaquina, placoglobina e filamentos de queratina). Adaptado de Choi et al. (2017).

A invasao do epitélio por cepas de Campylobacter, principalmente C. jejuni, C. coli e

C. concisus, pode estar associada com o aumento da permeabilidade intestinal. No entanto,
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ainda é necessario determinar, de maneira conclusiva, se a disfuncdo da barreira € uma
consequéncia de danos no epitélio que estdo associados com o aumento da morte celular, ou é
atribuido a perda da funcdo das juncbes firmes, que causam aumento da permeabilidade
intestinal, como ja tem sido observado para este patogeno (BELTINGER et al., 2008; WINE et
al., 2008; MAN, 2011)

A resposta a infecgdes induzidas por espécies como C. jejuni, resulta na expressdo de
CXCL20, uma citocina responsavel pelo recrutamento de células dentriticas. Essa expressao
resulta na ativagdo e secreg¢ao do fator nuclear kB (NF-«B), induzindo a secregao de citocinas
pré-inflamatérias, como as interleucinas IL-8, IL-1a, IL-1B, ¢ IL-6, e fator de necrose tumoral
(TNF-0), associado a maturagdo das células dentriticas. Além disso, ha a expressdo de

receptores toll-like (TLRs) (YOUNG et al., 2007; FRIIS et al., 2009).

Os componentes da superficie celular de C. jejuni, como flagelina e o lipoligossacarideo
(LOS) sdo estimuladores fracos de TLR-5 e TLR-4, mas a ativacdo de TLR-2 por
polissacarideos de membrana de C. jejuni, em estudos in vitro, parece ser necessaria para a
montagem da resposta imune, marcada pela liberagdo de IL-6 (WATSON e GALAN, 2005;
HAMEED, 2019). Estudo in vivo, com camundongos com deficiéncia na producéo de TLRs,
mostrou que TLR-4 é um dos principais indutores da inflamac&o intestinal, enquanto isso, TLR-
2 foi um sinalizador na protecdo da integridade da mucosa intestinal contra infeccdes por C.
jejuni (STAHL et al., 2014).

2.4.2 Fatores de viruléncia de espécies de Campylobacter

Os mecanismos exatos da infeccdo por Campylobacter spp. ainda ndo sao
completamente compreendidos, mas varios fatores de viruléncia ja foram identificados, como
flagelos, plasmideos, adesinas, producdo de toxinas e fatores quimiotaticos (KONKEL et al.,
2001; MAN, 2011; BOLTON, 2015; SAME & TAMMA, 2018). A infec¢do inicial é
estabelecida quando a bactéria se liga as células epiteliais intestinais através de filamentos
semelhantes a fimbria. A colonizacdo do trato gastrointestinal é entdo facilitada pelos flagelos
e fatores quimiotaticos. (LASCOVITA, 2006; YONG et al., 2007; ZOETE et al., 2010)

Existem uma variedade de outras proteinas de superficie e adesinas que facilitam a
colonizagdo e invasdo de células do epitélio intestinal. Além disso, alguns isolados de
Campylobacter contém plasmideos de alto peso molecular, que ja foram associados a presenca
de sangue nas fezes, e acredita-se que contribua para o0 processo de invasdo do microrganismo
(TRACZ et al., 2005).
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Um dos principais mecanismo de colonizacéo é a motilidade do microrganismo, sendo
esse um importante fator de sobrevivéncia de algumas espécies de Campylobacter sob diversas
condi¢cdes quimiotaticas com que se deparam no trato gastrointestinal dos hospedeiros
(JAGANNATHAN & PENN, 2005). O sistema de motilidade, que acontece através dos
flagelos, envolve um sistema quimiosensorial que controla o0 movimento flagelar, dependendo
das condigdes ambientais onde o microrganismo é encontrado (VAN VLIET & KETLEY,
2001; HENDRIXSON & DIRITA, 2004).

Quimiotaxia e flagelinas s&o dois fatores importantes de viruléncia, que ajudam a levar
a bactéria para uma efetiva colonizacdo. Alguns desses fatores de viruléncia da motilidade de
Campylobacter spp. e seus genes codificadores sdo o promotor 654, que regula o gene flaB e 0
promotor 628, que regula o gene flaA. O gene flaA aparenta ser um gene essencial para uma
significativa invasdo e colonizacdo do epitélio do trato gastrointestinal do hospedeiro
(HENDRIXSON, 2006; YOUNG et al., 2007; BOLTON, 2015). Além disso, reguladores do
gancho do flagelo, como o gene flgE, codificante da proteina FIgE, se mostrou essencial para a
motilidade e colonizagdo bacteriana (GUERRY, 2007; VERAS et al., 2018).

O sistema flagelar também é responsavel por secretar proteinas de viruléncia de
Campylobacter spp., tendo uma funcao similar ao Sistema de Secrecdo do tipo I11 (T3SS). Essa
funcao € realizada através de um conjunto de proteinas que estdo presentes no sistema flagelar
(KONKEL et al., 2004; NOVIK et al., 2010). Dessa forma, a formacdo geral do flagelo é
composta por um corpo basal em formato de gancho e componentes estruturais presentes nos
filamentos extracelulares. O corpo basal do gancho compreende a um gancho localizado na
superficie, uma haste periplasmatica e estruturas anelares associadas, além de uma base
embutida no citoplasma e filamentos extracelulares (BOLTON, 2015; GUERRY, 2007,
LERTSETHTAKARN et al., 2011). A estrutura flagelar do microrganismo pode ser observada

na Figura 5.
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Figura 5: Estrutura do sistema flagelar de espécies de Campylobacter e seus principais

componentes.
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A base do flagelo é composta pelos anéis C, MS, P e L. No anel C é composto pelas proteinas FIhA, FIhB, FliB,
FliO, FIiP, FliQ e FIiR, que formam o sistema secretor da bactéria, sistema esse semelhante ao T3SS, que a bactéria
ndo possui. O anel MS é composto pela proteina FliF, o anel P pela proteina FIgL e o anel L composto pela proteina
FIgH. Na haste do flagelo se forma o gancho, que é composto pelas proteinas FIgE e FIgK. O filamento
extracelular, é composto pelas proteinas FlaB e FlaA. Adaptado de Bolton, 2015 e Burnham & Hendrixson, 2019.

Os fatores quimiotaticos auxiliam as células bacterianas, através de respostas quimicas,
a se moverem para locais mais favoraveis para a sobrevivéncia bacteriana, como regides com
maior concentracdo de fontes de nutrientes e a busca por uma célula hospedeira. A quimiotaxia
esta bastante implicada na viruléncia do patégeno (ZAUTNER et al., 2012; KOROLIK, 2019).

7

O primeiro passo deste processo € iniciado por receptores quimiossensoriais que
reconhecem ligantes quimicos e iniciam uma cascata de transducéo de sinais, permitindo que a
célula bacteriana se mova em direcdo a uma regido favordvel de sobrevivéncia. Os
guimiossensores bacterianos respondem a esses estimulos externos com precisdo e
sensibilidade Unicas, uma caracteristica essencial da sobrevivéncia. Interrup¢do de qualquer
componente da transducdo dos sinais pode reduzir a capacidade do patdgeno de colonizar e
causar a infeccao no hospedeiro (LEE et al.; 2001; HARTLEY-TASSELL et al., 2010).

Espécies de Campylobacter, como C. jejuni codificam uma Unica via quimiossensorial

atraves de 11 receptores sensoriais, sendo o Tlps (proteina do tipo transdutor) um dos principais
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(DAY et al., 2012). Algumas das proteinas envolvidas na sinalizacdo da quimiotaxia séo
proteinas de dominio Unico, semelhantes as encontradas em E. coli, como CheY e CheW, e ha
alguns que ndo sdo encontrados em E. coli, mas sdo comuns em outras bactérias, como CheV e
CheA, onde ambas possuem dois dominios. C. jejuni ainda possui outra proteina de dominio
simples, a CheB, que é uma das responsaveis por receber os sinais transmitidos pelos receptores
sensoriais (MARCHANT et al., 2002; KOROLIK & KETLEY, 2008).

Através das proteinas e receptores sensoriais, ocorre uma mudanca no motor flagelar de
C. jejuni, provocando uma modificagdo na rotacdo do flagelo, que deixa de ser no sentido anti-
horério e passa para o sentido horario, efetuando uma mudanga na motilidade da bactéria,
alterando assim a direcdo de locomocdo do microrganismo (ZAUTNER et al., 2012). O
funcionamento e localizacdo das proteinas e receptores responsaveis pela quimiotaxia de C.

jejuni, podem ser observados na Figura 6.

Figura 6: Proteinas quimiotaticas responsaveis pela mudanca na motilidade de C. jejuni.

<><> <> Efetor
Qe

—_—
1#
BEENE Al

Motor P
flagelar

Sinais quimicos sdo capitados através da Tlp (proteina tipo transdutora), e transmitidos para proteinas CheR (em
laranja) e CheB (em amarelo). O sinal é em seguida transmitido para proteinas efetoras, como CheV (em verde
escuro), CheA (em azul claro), de dominio duplo e CheW (em verde claro), de dominio simples. Através da
proteina CheY que ocorre a mudanca na rotagdo do motor flagelar de C. jejuni, auxiliando na motilidade junto ao
flagelo bacteriano. Adaptado de Korolik, 2019.

Apbs uma efetiva motilidade, o processo de adesdo de Campylobacter as células

epiteliais também representa uma propriedade de viruléncia muito importante na infeccdo em
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humanos e animais, e isso ndo € crucial apenas para a sobrevivéncia do microrganismo fora do
hospedeiro, mas também durante interacbes patdgeno-hospedeiro, invasdo do espago
intracelular e passagem das barreiras do hospedeiro, como a camada de muco do epitélio
intestinal, e assim garantir a sobrevivéncia bacteriana (BOLTON, 2015; KLANCNIK et al.,
2020).

A adesdo do microrganismo as células do epitélio gastrointestinal € uma condicao prévia
para a colonizacéo, que é mediada por algumas adesinas na superficie bacteriana (JIN et al,
2001). Os fatores de viruléncia na adesao incluem uma proteina de ades&o, codificada pelo gene
capA (Campylobacter adhesion protein A); uma fosfolipase, codificada pelo gene pldA
(phospholipase A) responsavel tanto pela adesdo, como invasao bacteriana; uma lipoproteina
codificada pelo gene jlIpA (jejuni lipoprotein A), especifica para a proteina de choque térmico
90 (HSP90), essencial para a sobrevivéncia celular; dentre outras (JIN et al., 2003). A aderéncia
da bactéria a fibronectina F, regulado pelo gene cadF (Campylobacter adhesion to fibronectin),
é outro importante fator de viruléncia de Campylobacter, que permite que 0 microrganismo se
ligue a fibronectina, promovendo assim, a interacdo entre a bactéria e as células do hospedeiro
e posteriormente a colonizacdo (KONKEL et al., 1997; BOLTON, 2015; IGWARAN &
OKOH, 2019).

A lesdo intestinal ocorre através da invasdo bacteriana, que pode gerar aumento da
permeabilidade intestinal, através da ruptura das juncGes firmes, ou até mesmo levar a morte
celular através de acdo de toxinas bacterianas (BELTINGER et al., 2008; LAM-ROSTESKI et
al., 2008). C. jejuni é capaz de penetrar na camada de muco das células epiteliais do hospedeiro
sem entrar em contato com as criptas intestinais, podendo permanecer livremente na camada
mucosa. Além disso, outro mecanismo de invasdo é o encapsulamento bacteriano dentro de um
vacuolo, evitando a acdo de células de defesas do hospedeiro e de agentes antimicrobianos
(FERRERO e LEE, 1988; WATSON e GALAN, 2008). Alguns dos mecanismos de invasao e

colonizagdo de espécies de Campylobacter, podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7: Mecanismos de invaséo e colonizagcdo de Campylobacter spp.
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A: Campylobacter spp. podem se locomover pela camada mucosa do epitélio, e assim se ligar e invadir células do
epitélio intestinal do hospedeiro. B: Evidencias mostram que C. fetus pode se translocar pelo epitélio intestinal
pela via transcelular, induzindo uma resposta imune inata por meio da producéo de interleucina-8 (IL-8) pelos
macrofagos e a por consequéncia, producdo de citocinas pré-inflamatorias, promovendo o processo inflamatério.
C: C. jejuni tem a capacidade de se encapsular dentro de um vacuolo, evitando assim a agéo de células de defesa
do hospedeiro e de agentes antimicrobianos. D: Espécies como C. jejuni e C. concisus podem ter a capacidade de
invadir a células epiteliais do hospedeiro através da via paracelular, por meio da ruptura das jungdes firmes.
Adaptado de Man, 2011.

A invasdo bacteriana é induzida pela injecdo de proteinas secretoras nas células do
hospedeiro através do sistema flagelar. Uma das proteinas secretadas é a CiaB (Campylobacter
invasion antigen B), codificada pelo gene ciaB. Cepas de C. jejuni mutantes para ciaB
mostraram reducdo da internalizacdo na célula do hospedeiro (KONKEL et al., 1999). Além
disso, existem um marcador genético de invasdo celular, o invasion-associated marker,
codificado pelo gene iamA, que pode estar relacionado a adeséo e invaséo de cepas de C. jejuni
em células HEp-2 in vitro (CARVALHO et al., 2001). Plasmideos de alto peso molecular, como
o pVir, encontrado em algumas cepas de Campylobacter spp. possuem genes reguladores, como

o0 pVir, que ja foram associados a adesdo e invasdo bacteriana, onde sua presenca tem também
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tem sido relacionada a severidade da infec¢do causadas por cepas de C. jejuni (BACON et al.,
2002; TRACZ et al., 2005).

Campylobacter spp. podem encontrar uma série de fatores ambientais no intestino do
hospedeiro, tanto animal como em seres humanos, que requerem mecanismos para garantir a
sobrevivéncia bacteriana. Esses mecanismos de adaptagdo permitem ao microrganismo a
capacidade de alterar o uso de diferentes fontes de nutrientes, alteracdes de temperatura e a
disponibilidade de oxigénio (VAN PUTTEN et al., 2009).

Dentre esses mecanismos de adaptacdo, estdo os responsaveis pela captacdo de ferro
(Fe), essencial para alguns processos bioldgicos, como a sintese de DNA, mas que também
pode ser toxico para a célula bacteriana em niveis elevados. Uma das proteinas responsaveis
pela regulacdo desse processo € a Fur (ferric uptake regulator), codificada pelo gene fur,. que
é responsavel pela regulacdo dos niveis de ferro e acdo dos sider6foros, eliminando assim o
excesso de ferro da célula bacteriana (BUTCHER et al., 2012; 2010; LEE e HELMANN et al.,
2007).

Além dessas fungbes, a proteina Fur ainda é responsavel pela regulacdo de outros
sistemas de absorcdo de ferro, que envolvem as proteinas Ceu (enterochelin uptake substrate-
binding protein), responsavel por codificar a enteroquelina; e CfrA (Receptor ferrico de
Campylobacter), responsavel pelo receptor da membrana externa da enteroquelina férrica
(FeEnt), que é um sideréforo de alta afinidade responsavel pela aquisicdo de ferro para a
bactéria. Cepas de C. jejuni mutantes para os genes cfrA e ceuk, que sdo codificantes da
proteinas CfrA e Ceu, respectivamente, tiveram um comprometimento na colonizacdo de
células do epitélio intestinal de frangos, além de gerar um alto indice de mortalidade das células
bacterianas, pela falta de regulacdo dos niveis de Fe da bactéria (HOLMES et al., 2005;
BUTCHER etal., 2012).

As mudancas de temperatura também podem prejudicar a sobrevivéncia bacteriana,
onde algumas espécies de Campylobacter possuem um efetivo crescimento bacteriano a
temperaturas entre 37°C e 42°C, sendo incapazes de crescer a temperaturas menores que 30°C,
e para isso, especies como C. jejuni possuem até 24 diferentes proteinas que auxiliam na
resposta do microrganismo ao choque-térmico ((KONKEL et al., 1998). Um exemplo € a
proteina DnalJ (thermotolerance chaperone), codificada pelo gene dnal, que garante a

sobrevivéncia do microrganismo a varia¢des abruptas de temperatura (STINTZI, 2003).
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Outro sistema de proteina que regula o choque térmico, séo as do sistema RacRS (DNA-
binding response regulator), onde esse sistema de proteinas é regulado por genes importantes
na colonizacdo in vivo da bactéria, como o racR (VAN DER STEL et al., 2015). Bras e
colaboradores (1999) demonstraram que cepas de C. jejuni mutantes para o0 gene racR
apresentaram uma reducdo na taxa de crescimento a temperaturas de 42°C, em células epiteliais

Caco-2.

A maioria das espécies de Campylobacter sdo microaerofilas, como as espécies mais
prevalentes, C. jejuni e C. coli, por isso 0 contato com concentracGes altas de oxigénio (O2)
acaba sendo toxico para 0 microrganismo, para isso essas espécies de Campylobacter possuem
um sistema de defesa ao estresse oxidativo, que é composto por proteinas como a SodB
(Superoxido-dismutase protein) e KatA (Catalase A), reguladas pelos genes sodB e katA,
respectivamente (STORZ e IMLAY, 1999; ATACK e KELLY et al., 2009; OH et al., 2015).
SodB ¢ a principal defesa bacteriana contra danos causados pelo O2, onde a proteina tem a
capacidade de converter duas moléculas de O2 em peroxido de hidrogénio (H202) e O2 (OH et
al., 2015). Ja a proteina KatA é a Unica catalase que C. jejuni possui, e tem a capacidade de
remover H202 das células, quebrando a molécula em agua (H20) e O2 (ATACK e KELLY et
al., 2009).

Outro fator de extrema importancia para a patogenicidade de Campylobacter spp. é a
producdo da Toxina Citoletal Distensora (do inglés cytolethal distending toxin, CDT), muito
comum em outras espécies bacterianas, como Shigella spp. e E. coli enterohemorragica. A
toxina esta relaciona a processos inflamatoérios provocados pelo microrganismo, além de ter a
funcdo de parar o ciclo celular das células do hospedeiro, causando morte celular por apoptose
(GUERRANT etal., 1987; PICKETT et al., 1994; WHITEHOUSE et al., 1998).

A CDT possui trés subunidades, denominadas CDTA, CDTB e CDTC, codificadas
pelos genes cdtA, B e C, respectivamente. As subunidades CDTA e CDTC sdo responsaveis
pela ligagdo aos receptores da membrana celular, permitindo, assim, a entrada da subunidade
enzimatica ativa da toxina na célula, a subunidade CDTB. Na célula hospedeira, a toxina age
como a enzima desoxirribonuclease, bloqueando a quinase CDC2, essencial na transigéo para
a fase G2 da mitose, e isso leva ao rompimento da dupla fita de DNA, fragmentac&o do ndcleo
e distensdo celular, acarretando na apoptose da célula hospedeira (LARA-TEJERO e GALAN,
2000; 2001; LAl et al., 2016). Os efeitos da CDT na célula do hospedeiro podem ser observados

na Figura 8.
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Figura 8: Acdo da Toxina Citoletal Distensora na célula do hospedeiro.
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Ligacdo das subunidades CDTA e CDTC na célula do hospedeiro através de receptores ricos em colesterol, logo
apos ocorre a internalizacdo da subunidade CDTB na célula hospedeira e transporte via Complexo de Golgi e
Reticulo endoplasmaético até o nucleo celular, onde a CDTB age, promovendo a quebra do ciclo celular. Adaptado
de Jinadasa et al., 2011.

2.5 Manifestac6es subclinicas causadas por espécies de Campylobacter

Infec¢bes por Campylobacter spp. ja foram associadas com inflamacdo e diminuicéo
das funcdes da barreira intestinal, além de reducdo no crescimento em criancas em paises em
desenvolvimento (BLACK et al., 1988; LEE et al.; 2013; VERAS et al;.2018). Além do
patdgeno ja ter sido associado como importante causa de infeccBes diarreicas em paises em
paises como Paquistdo, Bangladesh e india, Campylobacter teve a associa¢do com a diminuico
do crescimento em criancas em infecgdes assintomaticas para o patégeno (KOTLOFF et
al.,2013; LEE et al., 2013; ROGAWSKI et al., 2018). Estudo realizado por Igbal e
colaboradores (2019) infeccdes por C.jejuni/C.coli apresentou aumento na expressdo de MPO
fecal, e em certa medida, aumento em Reglb, um marcador de regeneracdo de enterdcitos.
Assim, é possivel determinar que Campylobacter pode ser um patdégeno de importancia
emergente e pode estar envolvido na via causal da Disfuncdo Entérico Ambiental (DEA) em
paises em desenvolvimento (KOSEK et al.; 2017; ROGAWSKI et al., 2018; IQBAL et al.,
2019).
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A DEA ¢ definida como uma doenga subclinica adquirida, que pode ser reversivel,
sendo associada com atrofia parcial dos vilos intestinais, aumento da profundidade das criptas
e infiltracdo de linfocitos T na lamina propria e no epitélio do intestino delgado em
consequéncia da exposicdo frequente do intestino a patdgenos exdgenos durante a infancia
(KEUSCH et al., 2013; OWINO et al., 2016). Além disso, a DEA esta associada ao aumento
da permeabilidade intestinal e influxo de elementos inflamatdrios através do epitélio intestinal.
As alteracBes histolégicas estdo associadas a ma absorcdo subsequente, prejuizo no
desenvolvimento cognitivo, capacidade de resposta reduzida a intervencao nutricional, déficit
de crescimento e reducdo da imunogenicidade de vacinas orais (CAMPBELL et al., 2003;
GUERRANT et al., 2013; MAHFUZ et al., 2017).

O diagnostico para a disfuncdo ainda ndo esta totalmente estabelecido, além que os
sintomas serem parecidos com outras doengas, como doenca do intestino irritavel, doenca
celiaca e alergias alimentares, torna a busca por biomarcadores de patogenicidade um desafio.
Um dos primeiros testes a serem realizados foi a partir de bidpsia intestinal e endoscopia, mas
por serem procedimentos invasivos, muitas vezes acabam sendo um fator limitante
(PRENDERGAST et al., 2015; MAHFUZ et al., 2017; MORAIS & SILVA, 2019).

Considerando a caracteristica de aumento da permeabilidade intestinal, um teste de
escolha seria o teste de lactulose / manitol. A lactulose é um dissacarideo que penetra na barreira
intestinal por via paracelular, por entre as células absortivas mucosas; enquanto que o manitol
€ um monossacarideo que penetra na barreira por via transcelular, ou seja, através da membrana
celular (FLEMING et al., 1990; DENNO et al., 2014). Quando ocorre comprometimento na
barreira intestinal, ha reducdo na absorcdo do monossacarideo e consequentemente reducao da
sua excre¢do urinaria, enquanto que quando ocorre aumento na permeabilidade intestinal, a
lactulose também pode chegar a corrente sanguinea e ser excretada pelo rim (LINNANKOSKI
etal., 2010; PRENDERGAST et al., 2015; MAHFUZ et al., 2017).

Outro biomarcador de permeabilidade intestinal que pode ser alternativa € a alfa-1-
antitripsina (AAT), que tem a funcéo de proteger as células dos efeitos deletérios das enzimas
proteoliticas liberadas por neutrofilos estimulados. A proteina ndo € sintetizada no intestino e
sua presenca nas fezes pode ser consequéncia do aumento da permeabilidade intestinal e perda
proteica secundaria a inflamacdo da mucosa (KOSEK et al., 2014; PRENDERGAST et al.,
2015).
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Em relacdo a biomarcadores de inflamacg&o, a mieloperoxidase (MPO), é uma enzima
presente no citoplasma de neutrofilos e caracterizada como marcador de atividade neutrofilica,
e a neopterina (NEO), produzida por macréfagos e células dendriticas, marcador de ativacdo de
celulas T-helper (KOSEK et al., 2014; 2017).

A diminuicdo no crescimento é outro fator que pode ser consequencia da disfungdo
entérico ambiental. Atualmente, a forma mais comum de desnutricdo energético-proteico
crénica é o déficit de crescimento linear com o score-Z de crecimento como peso pela idade,
no ingles Weight-for-Age (WAZ) inferior a -2,0 desvios-padréo (stunting), onde a disfuncéo
entérico ambiental pode ser considerada como um dos fatores determinantes do stunting
(GWENYTH etal.; 2017; LOUIS et al., 2017; KOSEK et al., 2017).

2.6 Manifestac6es clinicas causadas por espécies de Campylobacter

As infeccBes causadas por espécies de Campylobacter causam um espectro de doencas,
que incluem gastroenterites aguda, infecgOes extra-intestinais (bacteremia, abscesso e
meningites, por exemplo) e complicagdes pds-infecciosas, além de infec¢es assintomaticas.
Espécies como C. jejuni e C. coli, geralmente causam uma diarreia autolimitada, com duragéo
entre 5 a 7 dias, sendo o inicio da sintomatologia entre 2 a 5 dias ap0s a ingestdo da bactéria
(BLASER, 1997; SKIRROW & BLASER, 2000; YOUNG et al., 2007; FITZGERALD, 2015).

Os sintomas mais comuns apresentados sdo diarreia aguda aquosa, acompanhada de dor
abdominal, febre, nduseas e vémito. Em neonatos e lactentes jovens, diarreia com sangue e sem
febre, pode ser a Unica sintomatologia apresentada. InfeccBes extra-intestinais por
Campylobacter spp. sdo mais frequentes e, além dam pacientes imunocomprometidos, idosos
ou gravidas, sendo mais comum a presenca de bacteremia com ou sem a presenca de diarreia
(SKIRROW & BLASER, 2000; KUWABARA & YUKI, 2013).

InfeccBes pelo microrganismo podem provocar uma série de complicagbes pos-
infecciosas, que incluem a sindrome de Guillain-Barré (SGB), artrite reativa e doenga do
intestino irritado (IBD) (MAN, 2011). SGB é uma condi¢do neuroldgica, que é caracterizada
pela fraqueza progressiva e simeétrica dos membros superiores e inferiores, e C. jejuni é a
espécie mais comumente identificada na sindrome, podendo a mesma causar paralisia em até
30% dos pacientes com SGB (KUWABARA & YUKI, 2013). Artrite reativa pode ocorrer entre
2% a 5% das infecc¢des, e a IBD, uma condi¢do inflamatdria cronica do intestino, ocorre em até
33% dos pacientes com infec¢bes por Campylobacter spp. (POPE et al., 2007; MARSHALL,
2009).
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Estudos epidemiolégicos apresentam indices bastante elevados de infecgOes
assintomaticas, principalmente em paises em desenvolvimento, sendo comuns em criangas nos
dois primeiros anos de vida, sendo associada com a excre¢do prolongada do microrganismo nas
fezes (FERNANDEZ et al., 2008; LEE et al., 2013; ROGAWSKI et al., 2018). Alem disso,
infeccbes ocasionadas por espécies como C. jejuni foram associadas com a diminui¢do do
crescimento linear de criangas, podendo levar esses individuos a um quadro de desnutricéo
(QUETZ et al., 2010; VERAS et al., 2018; ROGAWSKI et al., 2018). QOutras espécies de
Campylobacter também podem levar a um quadro de desnutricao. Estudo realizado por Haque
e colaboradores (2019), mostrou que outras espécies de Campylobacter, além de C. jejuni e C.
coli, tiveram uma maior associacdo com a diminui¢cdo do crescimento linear de criancas
menores de dois anos de idade, apesar de C. jejuni ter mostrado um maior indice de inflamacéo

intestinal nesse publico.

2.7 Diagnostico das espécies de Campylobacter

A cultura microbioldgica ¢ considerada o “padrdo ouro” para o diagndstico de
Campylobacter ssp., tendo uma excelente especificidade, mas pelo fato do microrganismo ser
muito fastigioso, condicdes especiais de cultivo devem ser empregados. A metodologia
geralmente é otimizada para o diagndstico das espécies de Campylobacter mais prevalentes, C.
jejuni e C. coli, que necessitam de uma atmosfera microaeréfila para crescimento, além de
temperaturas de crescimento entre 37°C a 42°C, e meios de cultura enriquecidos por sangue ou
carvao mineral, e com a presenca de antimicrobianos para impedir o crescimento de outras
espécies bacterianas (BESSEDE et al., 2011; IWAMOTO et al., 2012; VERAS et al., 2016;
DAVIS & DIRITA, 2017).

E por conta desses fatores, a metodologia tem alguns problemas, como o fato do
diagnostico de Campylobacter spp. em infec¢cGes em humanos ser feito em material fecal, e 0s
resultados da cultura sdo geralmente disponiveis entre 48 a 72h, o que ndo permite um
tratamento prévio da infecgdo. Outros fatores pode ser o contato prolongado do microrganismo
com atmosfera rica em O2 e 0 uso de antimicrobianos nos meios de cultura, podem prejudicar
0 crescimento de outras espécies do microrganismo. Por esses motivos, a cultura consome mais
tempo e subestima alguns diagnoésticos, especialmente quando os requisitos da cultura ndo sdo
completamente empregados, ou quando a infec¢do é causada por outras espécies, além de C.
jejuni e C. coli (BESSEDE et al., 2011; 2018; FITZGERALD, 2015; BUSS et al., 2019). Isso
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demonstra que apesar de uma excelente especificidade, esses fatores acabam diminuindo a
sensibilidade dessa técnica de diagnéstico (BESSEDE et al., 2011; VERAS et al., 2016).

Em relacdo a testes bioquimicos, sua funcdo é basicamente a diferenciacdo de espécies
de Campylobacter, no entanto sé é possivel a diferenciacéo entre C. jejuni das outras espécies
do microrganismo. Para isso, é utilizado o teste de hidrolise de hipurato, funcdo essa que as

outras espécies de Campylobacter ndo possuem (SENOK e BOTTA, 2009).

Ensaios imunoenzimaticos e imunocromatogréficos sdo técnicas para diagnosticos
rapidos que estdo sendo empregados atualmente para diagnostico de Campylobacter spp. Os
ensaios imunoenzimaticos possuem uma excelente sensibilidade e os resultados s@o obtidos em
até duas horas, mas em contrapartida, possuem uma especificidade regular. Esse fato ocorre
pelo excesso de resultados falso positivos, onde a técnica diagnostica espécies da bactéria que
ndo possuem relevancia clinica e acabam gerando uma reacdo cruzada, que tem como
consequéncia um excesso de resultados gerados por meio dessa técnica (BESSEDE et al., 2011;
PLATTS-MILLS etal., 2014; VERAS et al., 2016). Ja os testes imunocromatograficos possuem
uma répida performance, com resultdos gerados em até 15 minutos, podendo ser assim um

diagndstico promissor para Campylobacter spp. (BESSEDE et al., 2018).

Contudo, para o diagndéstico a nivel de espécies, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), é a técnica mais adequada, além disso, o teste possui excelente especificidade e
sensibilidade, comparado com as demais técnicas de diagnéstico para o microrganismo
(BESSEDE et al., 2011; VERAS et al., 2016). As técnicas moleculares podem identificar o
microrganismo em amostras de fezes congeladas, além de permitir o estudo da patobiologia do
microrganismo, através de sequenciamento genémico de cepas, estudo de fatores de viruléncia,
mecanismo de resisténcia a antimicrobianos, dentre outros. A técnica tem como desvantagem
o alto custo, além de profissional devidamente qualificado e boa estrutura laboratorial (QUETZ
etal., 2010; ON, 2013; FITZGERALD et al., 2016).

2.8 Tratamento das campylobacterioses

As infecgdes causadas por espécies de Campylobacter séo geralmente autolimitadas e
normalmente ndo requerem terapia antimicrobiana, onde uma reidratacdo oral adequada e a
manutencdo do balanco eletrolitico sdo as principais fontes de tratamento utilizados
(TERNHAG et al., 2007; SMITH & FRATAMICO, 2010). Contudo, em casos graves e
prolongados de diarreia, disenteria, bacteremia ou outras infecgdes extra-intestinais, é indicado

tratamento antimicrobiano imediato. A adminstracdo imediata de antimicrobianos também deve
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ser usado em pacientes imunodeficientes e imunocomprometidos, além de gestantes
(WHITEHOUSE et al., 2018).

Por um breve periodo, fluoguinolonas foram consideradas como tratamento de escolha
para infeccbes por Campylobacter, no entanto, rapidamente o microrganismo adquiriu
resisténcia a esses agentes antimicrobianos devido ao uso indiscriminado na inddstria
alimenticia em aves para o consumo humano (SMITH & FRATAMICO, 2010; WHITEHOUSE
et al.,, 2018). Como alternativa, os macrolideos, como eritromicina, ou em alguns casos,
claritromicina ou azitromicina, sdo geralmente as drogas de escolha atualmente (ALLOS et al.,
2010; SHANE et al., 2017; TORRES et al., 2020).

Historicamente, a incidéncia de resisténcia a eritromicina e outros macrolideos € baixa,
principalmente relacionado a C. jejuni, embora existam varios mecanismos pelos quais
Campylobacter spp. podem adquirir resisténcia a esses agentes antimicrobianos, como bombas
de efluxos e mutacdes em proteinas ribossomais (BOLINGER & KATHARIOU, 2017). Outro
problema em relacdo ao uso de macrolideos, é tambem o uso dessa classe de medicamento na
producdo alimenticia de origem animal, principalmente na criacdo de frangos de corte, que
acaba aumentando os niveis de resisténcia do microrganismo a esses agentes (SIERRA-
ARGUELLO etal., 2016).

Em estudo coorte multicéntrico, realizado no Peru, em criangas com menos de 5 anos
de idade, foi observado uma alta incidéncia de resisténcia antimicrobiana a macrolideos e
fluoquinolonas, sugerindo como opcao para tratamento de gastroenterites associadas a espécies
de Campylobacter, principalmente C. jejuni e C. coli, a associacdo de amoxicilina ao acido
clavulanico (SCHIAFFINO et al., 2019).

2.9 Prevencdo e controle das campylobacterioses

A prevencdo e controle de infeccbes por Campylobacter podem ser aplicadas
diretamente a seres humanos de diferentes maneiras, como condic¢des adequadas de saneamento
basico, acesso a dgua potavel, consumo de leite pasteurizado, cozimento adequado de alimentos
de origem animal e uso de terapia adequada em casos de infeccdes (HANSSON et al., 2018;
CDC, 2019).

Essas medidas de prevencao e controle também podem ser aplicadas a animais, como o
uso de probioticos e prebidticos, combinados com estratégias de biosseguranca no nivel de

fazendas, controle de vetores invertebrados e medidas higiénicas no abate de animais, pode
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reduzir de forma significativa a carga de infeccdes por espécies como C. jejuni (BAFFONI et
al., 2017). Além disso, o fornecimento de &gua e racéo de boa qualidade para animais de criagdo
e também monitoramento do uso regular de antimicrobianos nesses animais sdao medidas
necessarias de prevencdo para infeccoes pelo patdgeno (MARON et al., 2013; HANSSON et
al., 2018).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz para a prevencéo das campylobacterioses esta
em andamento ha mais de 20 anos. O processo foi dificultado por varios fatores, que incluem a
falta de um modelo animal adequado que mimetize a infeccdo pelo patdgeno, presenca de
lipopolissacarideos (LOS) que tem semelhanca com os gangliosideos que podem induzir
doencas auto-imunes como a SGB, a falta de entendimento sobre os fatores de virulencia de C.
jejuni, e sobre os fatores imunologicos de protecdo a doenca. A carne de aves é considerada a
principal fonte de infeccdo, e muita atencdo tem sido dada pela medicina veterinaria para o
desenvolvimento de uma vacina para o controle da colonizacdo de C. jejuni em frangos de corte
(DE ZOETE et al., 2007; HERMANS et al., 2012; POLY et al., 2019; PUMTANG-ON, et al,
2021).

Em humanos, uma vacina candidata foi desenvolvida usando uma abordagem empirica,
que consiste em uma vacina formada por bactérias inteiras mortas com formalina, combinadas
com toxina labil (LT) como adjuvante da mucosa. A vacina foi desenvolvida pelo Navy Medical
Research Institute (EUA) e forneceu 87% de protecdo contra a colonizacgdo intestinal em um
pequeno ndmero de voluntarios (SCHNEE & PETRI, 2017). Outros estudos se concentram no
uso de proteinas flagelares como candidatas a vacinas com adminstracdo via nasal (RIDDLE &
GUERRY, 2016).

Por conta do risco de induzir SGB, uma cepa incapaz de induzir a sindrome deve ser
considerada. Diante disso, uma vacina capsular conjugada, que em principio poderia ser mais
imunogénica e evitar o subsequente risco de SGB, ja conferiu protecdo em primatas ndo
humanos (MONTEIRO et al., 2009; MAUE et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar quais os fatores de risco, a acorréncia de disfuncédo da barreira intestinal e
qual a influéncia de copatdgenos na infeccédo subclinica causada por Campylobacter jejuni em

criancas da cidade de Fortaleza — CE, Brasil.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os principais fatores de risco determinantes como dados demogréaficos,
sanitarios e socioeconémicos envolvidos na infeccdo subclinica por C. jejuni em
criancas residentes em comunidades na cidade de Fortaleza - CE.

e Determinar as medidas antropométrica s das criancas com infecgdo subclinica para C.
jejuni residentes em comunidades na cidade de Fortaleza — CE.

e Analisar marcadores de inflamacdo e permeabilidade intestinal na infeccdo subclinica
por C. jejuni em criangas residentes em comunidades na cidade de Fortaleza - CE.

e Caracterizar o perfil dos genes de viruléncia presentes nas cepas de C. jejuni
diagnosticadas nas amostras fecais das criancas com infec¢do subclinica residente em
comunidades na cidade de Fortaleza — CE, correlacionando com o0 risco para
desnutricdo.

e Determinar os copatdgenos intestinais associados a infec¢do subclinica causada por C.

jejuni em criancas residentes em comunidades na cidade de Fortaleza - CE.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Desenho do estudo e aprovacao ética

O presente estudo fez parte de um estudo coorte longitudinal multicéntrico realizado em
8 paises em desenvolvimento, localizados nos continentes da Asia, Africa e América do Sul,
intitulado “Etiologia, fatores de risco e interacdes entre infec¢des entéricas e desnutrigdo e as
consequéncias para a saude e desenvolvimento infantil”, ou no ingles “Etiology, Risk Factors,
and Interactions of Enteric Infections and Malnutrition and the Consequences for Child Health
and Development” (MAL-ED), sendo idealizado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos da América, no inglés National Institutes of Health (NIH) e financiado pela Fundacédo
Bill and Melinda Gates.

No Brasil, o estudo foi realizado na cidade de Fortaleza, estado do Ceard, onde o estudo
coorte ocorreu com criancas residentes em comunidades nas regionais 111 e IV da cidade (LIMA
etal., 2014). No estudo coorte foram recrutadas cerca de 200 crian¢as que foram acompanhadas
desde os 17 dias apds o0 nascimento até os 24 meses de idade, durante o periodo de novembro
de 2009 a fevereiro de 2012 (MAL-ED, 2014; LIMA et al., 2018).

O projeto MAL-ED obteve aprovacdo no Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP n° 15701), descrito no Anexo A, e do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara (COMEPE n° 246/09), descrito no Anexo B. O termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) foram assinados pelos pais ou responsaveis pela crianca e pode ser

observado no Anexo C.
Os critérios de inclusdo para a participacdo do estudo foram:

e Bebés saudaveis inscritos no estudo até 17 dias ap6s 0 nascimento;

e A familia ndo ter planos de se mudar da comunidade selecionada por pelo menos
6 meses apds a inscricao no estudo;

e Disponibilidade do responsavel pela crianca em ser visitado em casa duas vezes
por semana (MAL-ED, 2014).

Enquanto que os critérios de exclusdo foram:
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e A familia ter planos de se mudar da comunidade, ou passar um periodo acima
de 30 dias distante da residéncia, durante o0s primeiros 6 meses de
acompanhamento;

e A mée ser menor de 16 anos de idade;

e A mae ja tenha outro filho participante do estudo;

e A crianga tenha irmdo gémeo, trigémio ou afins;

e O bebé tenha qualquer uma das seguintes indicacbes de doencas graves:
hospitalizacao precoce, condi¢do grave ou crénica diagnosticada por uma equipe
médica (virus da imunodeficiéncia humana (HIV), tuberculose, distarbio
neonatal, renal, hepatico, pulmonar e / ou doenca cardiaca, condi¢Bes congénitas
ou enteropatia - doenca de Crohn, doenca celiaca, colite ulcerativa ou doenca de
mé absorc¢ao);

e O responsavel pela crianca ndo ter assinado o TCLE;

e O peso ao nascimento da crianca seja menor que 1500g (MAL-ED, 2014).

No estudo coorte do projeto MAL-ED no Brasil houve a participacdo de 233 criancas,
onde as amostras fecais coletadas durante os dois primeiros anos de vida dessas criancas foram
submetidas ao diagnostico de 29 enteropatdgenos através da plataforma de PCR em tempo real
TAC array (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, EUA), descrito com mais detalhes na secdo 4.5.
Dentre estes, foi realizado o diagnéstico das espécies C. jejuni e C. coli através de um gene em
comum para as duas espécies (PLATTS-MILLS et al., 2018). O diagnéstico de apenas C. jejuni
foi feito utilizando o PCR convencional (QUETZ et al., 2010).

A partir desse diagnostico, nesse presente estudo, as criangas foram divididas em dois
grupos distintos, as que possuiram pelo menos uma amostra positiva para C. jejuni durante esse
periodo, e as que ndo possuiram amostra positiva para o patégeno. Desta forma, este estudo
possui um desenho experimental Nested caso-controle, ou seja, estudo caso-controle criado a
partir de um estudo coorte. No entanto, foi acrescido apenas mais um critério de exclusdo, que
foram criancas que possuiram alguma sintomatologia (diarreia, tosse, vomito, dor abdominal),
totalizando 8 criancgas, sendo incluido apenas o grupo de criangas positivas para o patogeno e

que tiveram infeccdo assintomatica.

Assim, este estudo tem como grupo caso as criangas que possuiram uma ou mais

amostras fecais positivas para C. jejuni, com infeccdo assintomatica, totalizando 63 criangas, e
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criangas que ndo tiveram amostras positivas para o patdgeno como o grupo controle, totalizando
150 criangas. O fluxograma do estudo pode ser observado na Figura 9.

Figura 9: Fluxograma do estudo.

Estudo coorte MAL-ED na cidade
de Fortaleza — CE
233 criancas

|

Diagnostico PCR em tempo real pela platatorma
TAC array - C. jejuni/C. coli
77 crian¢as com amostras positivas

|

Diagnostico de C. jejuni por PCR convencional
76 criancas com amostras positivas

Exclusio de 13 criancas Exclusiao de 7 criancas
Amostra diarreica positiva Amostra diarreicanegativa
para C. jejuni para C. jejuni

‘ Nested caso-controle ‘

/ \

63 criancas positivas 150 criancas negativas
para C. jejuni para C. jejuni
CASO CONTROLE

Fonte: préprio autor

4.2 Obtencao dos dados e coleta de amostras

Ap0s a assinatura do TCLE, foram coletados, por uma equipe de campo, informacdes
sobre medidas antropométricas da crianga (comprimento, peso atual, peso ao nascimento e
perimetro cefalico), cuidados infantis, caracteristicas da mée ou do cuidador, e da familia que
vive na mesma residéncia da crianga, fontes de agua, alem de informacGes sobre fatores
socioecondémicos, dados demogréaficos e sanitarios, e outros parametros relacionados, a partir
de um formulério padronizado (PSAKI et al., 2014; LIMA et al., 2017).

Ap0s isso, ocorreram visitas nas residéncias pelo menos duas vezes por semana até a

idade de dois anos das criancas, onde foram relatados dados de ocorréncia de manifestacdes
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clinicas nas criangas (tosse, febre, vomito, diarreia, dor abdominal e desidratacdo), uso de
antimicrobianos, e ingestdo de alimentos, além do leite materno. As medidas antropométicas
foram obtidas mensalmente até os dois anos de vida da crianga (MAL-ED, 2014; RICHARD et
al., 2014; LIMA et al., 2017).

As amostras bioldgicas das criancas foram coletadas por agente de satde, onde amostras
fecais eram coletadas uma vez ao més quando nao se tinha casos relatados de diarreia, onde
essas coletas mensais ocorreram até os 12 meses de idade da crianca, apds esse periodo, as
coletas foram realizadas a cada trés meses, até os 24 meses de idade. Amostras de urina foram
coletadas nos meses 3, 6, 9, e 15 de idade da crianca, para a realizacao de testes relacionados a
permeabilidade intestinal. Todas as amostras bioldgicas, ap6s a coleta, eram imediatamente
transportadas para o Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI), do Nucleo de Biomedicina
(NUBIMED), da Faculdade de Medicina, na Universidade Federal do Ceara (UFC) (HOUPT
etal., 2014; LIMA et al., 2017).

4.3 Obtencao das medidas antropométricas

As medidas antropomeétricas foram coletadas mensalmente por uma equipe de campo
em todas as criancas utilizando procedimentos patronizados. O peso pela idade, do inglés
Weight-for-Age (WAZ); peso pela altura, do ingles Weight-for-Height (WHZ); e a altura pela
idade, do ingles Height-for-Age (HAZ) foram calculados de acordo com o Multicentre Growth
Reference Study Group program, da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (MAL-ED, 2014).

4.4 Extracdo de DNA a partir de amostras fecais para o diagndstico das cepas de
Campylobacter jejuni

O diagndstico das cepas de C. jejuni foi realizado a partir das amostras fecais das
criangas coletadas durante o periodo do estudo. Para isso, a primeira etapa foi a extracdo do
DNA bacterino das amostras, sendo utilizado Mini kit Ql1Aamp Stool DNA (Qiagen, Valencia,
CA, EUA).

O processo de extracdo consistiu na pesagem de 200mg da amostra fecal, sendo a mesma
submetida a uma etapa de lise utilizando 400uL do tamp&o QlAamp ASL, com o acréscimo de
212 a 300um de esferas de vidro (Sigma, St. Louis, MO, EUA). A lise foi exacutada utilizando
o aparelho Mini-Beadbeater (BioSpec Products, Bartlesville, OK, EUA) para a
homogeneizacdo das amostras durante dois minutos. A seguir as amostras foram submetidas a

incubacéo por 95°C por 5 min, centrifugadas em temperatuda ambiente por 5 minutos a 14mil
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RPM, em seguida foi adicionado o tampdo QlAamp AL, para a precipitacdo de
macromoléculas, etanol, para promover a precipitagdo dos acidos nucleicos, e proteinase K,
para promover a digestdo de proteinas e inativacdo de nucleases. Ao final dessas, se deu inicio
as etapas de lavagem e purificacdo do material genetico, utilizando os tampdes QIlAamp AW1,
AW2. O material genético ficou retido em filtros contendo mambrana silica, e para finalizar,
houve a eluicdo do material genético utilizando o eluente QlAamp ATE. Apos a extracdo, o

material genético foi armazenado a temperatura de -80°C (LIU et al., 2016).

Dois controles internos, Phocine Herpesvirus (PhHV), controle para RNA, e o
bacteriofago MS2, controle para DNA, foram adionados ao tampéo de lise para monitorar a
eficiéncia da extracdo e amplificacdo. Durante todas as extragdes um controle negativo foi

incorporado para monitorar possiveis contaminacdes durante o processo (LIU et al., 2016).

Ap0s o processo de extracdo, a quantificacdo e qualificacdo do DNA bacteriano foi
realizada utilizando o espectrofotdémetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA). O
aparelho utiliza um sistema de retencdo de amostras, onde € utilizado microvolumes de amostra

(1-2ul), ndo se fazendo necesséria a diluicdo da amostra (Thermo Fisher Scientific, 2009).
4.5 Diagnostico molecular das cepas de C. jejuni e coinfeccéo.

O diagnostico molecular foi realizado em colaboragdo com pesquisadores da Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz) — RJ, utilizando a plataforma TagMan Array Card (TAC) (Life
Technologies), uma plataforma em formato de PCR em tempo real (QPCR) uniplex ou duplex,
contendo cartdes de deteccdo com até 384 pocos, que tem sido utilizado para deteccdo de alvos
maltiplos de infeccdo. Os ensaios foram validados em placas para a deteccdo de 29
enteropatdgenos (Tabela 1) (incluindo bactéria, virus, fungos e protozoarios) contendo uma
concentracdo final de iniciadores de 900nM e uma concentracdo de sonda de 250nM. Para a
realizacdo da transcriptase reversa (RT-PCR) do RNA das espécies de virus no ensaio, o kit
RT-PCR AgPath-ID One-Step (Applied Biosystems) foi utilizado. Dessa forma, o protocolo da
reacao teve as seguintes condicGes de ciclagem: 45°C por 20min e 95°C por 10min, seguido de
45 ciclos de 95°C por 15seg e 60°C por 1min (LIU et al., 2013; 2016; PLATTS-MILLS et al.,
2018).
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Tabela 1: Patdgenos diagnosticados na plataforma de PCR em tempo real TAC no projeto

MAL-ED.
Pat6geno Gene alvo
Adenovirus Fiber gene
Astrovirus Capsid
Virus Norovirus GI/GlI Gl ORF1-2 e GIl ORF1-2
Rotavirus NSP3
Sapovirus RdRp
EAEC aaiC, aatA
EPEC atipica eae
EPEC tipica bfpA
ETEC LT, SThe STp
STEC stx1, stx2
o Aeromonas Aerolysin
Bactéria Campylobacter jejuni/coli cadF
Helicopacter pylori ureC
Plesiomonas shigelloides gyrB
Salmonella ttr
Shigella/EIEC ipaH
Vibrio cholerae hlyA
Enterocytozoon bieneusi ITS
Fungos - - —
Encephalitozoon intestinalis SSU rRNA
Cryptosporidium 18S rRNA
Cyclospora cayetanensis 18S rRNA
Protozoarios Cystoisospora bell 18S rRNA
Entamoeba histolytica 18S rRNA
Giardia 18S rRNA
Ancylostoma duodenale ITS2
Ascaris lumbricoides ITS1
Helmintos Necator americanus . IT_S2 _
Strongyloides stercoralis Dispersed repetitive
seqguence
Trichuris trichiura 18S rRNA
MS2 MS2g1
Controles PhHY 9B

EPEC: Escherichia coli enteropatogénica; EAEC: Escherichia coli enteroagregativa; ETEC: Escherichia coli
enterotoxigénica; EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva; STEC: Escherichia coli produtora da toxina Shiga.
Fonte: adaptado de Platts-Mills et al., 2018.

Na plataforma TAC foi realizado o diagnostico inespecifico das espécies C. jejuni e C.

coli, através do gene de adesdo a fibronectina, o cadF (Tabela 1). Para o diagnostico de C.

jejuni, foi realizado um novo ensaio de PCR convencional utilizando o gene hipO (gene para

hipurato hidrolase de C. jejuni) como alvo, sendo esse procedimento realizado no Laboratorio
de Doencas infecciosas — LDI, na cidade de Fortaleza (QUETZ et al., 2010; PLATTS-MILLS

et al., 2018) C. coli também foi diagnosticada, utilizando o gene ask como alvo (aspartato
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quinase) para fazer a distingdo entre as duas espécies (QUETZ et al., 2010). A reacdo de PCR
convencional foi realizada utilizando a enzima PCR Supermix (Brasil) (Invitrogen), contendo
18ul da enzima, 0,4l de cada iniciador e 1,2 de DNA, sendo um volume final de 20ul por
reacao. O protocolo de clivagem da reacdo foi realizado de acordo com QUETZ e colaboradores
(2010), podendo ser observados na Tabela 2. Para o diagndstico de C. jejuni, foi utilizado
como controle positivo a cepa C. jejuni ATCC 33560, e para C. coli foi utilizado como controle
positivo a cepa C. coli INCQS 00263, ambas cedidas gentilmente pela Fiocruz - RJ, e 4gua
MilliQ autoclavada como o controle negativo. Os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 2% e corados com brometo de etidio para visualizagdo no transiluminador
UV ChemiDoc XRS (Bio-Rad).

4.6 Deteccdo de genes de viruléncia de C. jejuni

Ap0s o diagnéstico molecular especifico para C. jejuni, foi realizado a pesquisa de 20
genes relacionados a viruléncia. Os genes tém suas funcgdes relacionadas a adesdo bacteriana,
invasdo, motilidade, quimiotaxia, producdo de toxinas, sistema de captacdo de ferro, resposta

a0 estresse oxidativo e sobrevivéncia bacteriana.

Os genes de viruléncia foram divididos em painéis de acordo com as temperaturas de
anelamento, sendo realizada a técnica de PCR multiplex e uniplex para a detec¢do. Todos 0s
iniciadores foram desenhados utilizando o software OligoPerfect Designer (Invitrogen), sendo
sintetizados pela Invitrogen (S&o Paulo, Brasil), aliquotados e armazenados de acordo com as
com protocolos especificos do LDI. Os iniciadores utilizados para as pesquisas dos genes de
viruléncia, bem como suas respectivas fungdes, e temperaturas usadas no protocolo das reagdes

de PCR, podem ser observados na Tabela 2.

As reacOes para 0s genes de viruléncia foram realizadas utilizando 12,5ul da enzima
PCR Platinum Multiplex master mix (Invitrogen), 2uM dos iniciadores senso e antisenso, com
2,5uL do DNA bacteriano, e 4gua livre de nucleasse, sendo o volume final de 25ulL.. As reacoes
foram realizadas no aparelho Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher). Para o diagndstico de C.
jejuni, foi utilizado como controle positivo as cepas C. jejuni ATCC 33560 e ATCC 33291, e
agua MilliQ autoclavada como o controle negativo. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 2% ou 3% e corados com brometo de etidio para visualizacdo
no transiluminador UV ChemiDoc XRS (Bio-Rad) (QUETZ et al., 2012; VERAS et al., 2018).
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Tabela 2: Iniciadores utilizados nos protocolos do PCR para o diagnostico e deteccdo de genes de viruléncia para C. jejuni com a funcgdo de cada

gene e condicdes de ciclagem para as reacdes de PCR uniplex e multiplex.

Acesso ao -
Genes alvo Sequéncia dos iniciadores (5’- 3°) Funcéo GenBank, Amplicons (pb) Cond!goes dos Referencia
- ciclos

Gene de diagndstico para C. jejuni
hipO — gene para S: ATGATGGCTTCTTCGGATAG
hipuricase de C. AS: GCTCCTATGCTTACAACTGC Diagnostico FJ655194.1 176 35 ciclos: 20" a
jejuni 95°C, 20> a 51°C, Quetz et al., 2010
Ask — aspartato S: GGTATGATTTCTACAAGCGAG . 457 a72°C
quinase de C. coll AS: ATAAAAGACTATCGTCGCGTG Diagnostico AF017758.1 502

Genes de viruléncia para C. jejuni

PAINEL MULTIPLEX 1
cdtA — Cytolethal S: TTGGCGATGCTAGAGTTTGG Subunidade da
Distending Toxin AS: ACCGCTGTATTGCTCATAGGG toxina citoletal ~ AY445094.1 175
(CDT), porcéo A distensora
cdtB — Cytolethal S: CTCGCGTTGATGTAGGAGCTA Subunidade da 35 ciclos: 30’ a Ouetz et al,, 2010
Distending Toxin AS: GCAGCTAAAAGCGGTGGAGTA toxina citoletal AF053962.1 418 95°C, 30” a 56 °C,
(CDT), porcéo B distensora 45”7 a72°C
cdtC — Cytolethal S: AGCCTTTGCAACTCCTACTGG Subunidade da
Distending Toxin AS: GCTCCAAAGGTTCCATCTTC toxina citoletal ~ GQ491062.1 270

(CDT), porcéo C

distensora

PAINEL MULTIPLEX 2



ciaB-

Campylobacter

S: TCATGCGGTGGCATTAGAATGGG
AS:
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35 ciclos: 30"’ a
95°C, 30°” a 64 °C,

. . ) Invaséo AF114831.1 658 Konkel et al, 1999
invasion antigen B AGGTCTAACTTCATCAACCCTTTGCCA 457 a72°C
dnaJ- proteina S: AGGCTTTGGCTCATCACGTCG Sobrevivéncia
chaperona Dnal AS: GGTCGCTTCACCGCGTATGG ao choque AF053962.1 574 Konkel et al, 1998
térmico
racR— DNA- S: TGGGGCTTCAAATCGGTGCTGA Sobrevivéncia Hamidian et al
amidian et al,
binding response AS: GCGACCGATGATAACATCAAGGCT ao choque GQ491062.1 326 2011
regulator térmico
PAINEL MULTIPLEX 3
flaA — flagelina S: AGCTGCTTCGCAACTTTCTACGGT - AF369585.1 Fitzerald et al,
Motilidade 325 35 ciclos: 30" a
AS: TGCACTCTCGGCTGCAAAGTCT 2001
_ 95°C, 30" a 59 °C,
pldA —fosfolipase A S: AAGAGTGAGGCGAAATTCCA
Invasdo CP000025.1 385 457 a72°C Fouts et al, 2005
AS: GCAAGATGGCAGGATTATCA
PAINEL MULTIPLEX 4
fur - ferric uptake S: ACTCAAAAAGGGGAGTGATATGCT Capitacio de
regulator AS: GCAATCAAGGCTTGCTGTCT ferro X78965.1 399 Koolman, 2015
sodB — proteina S: AAGTACAGGCTGTGGCTGTGG Resposta ao .
. 35 ciclos: 45 a
SL-JperOXIdO - AS: AGGGCGTGCATTACGATGAT es-tres-se KF864551.1 292 94°C, 45" 2 60 °C. Veras et al., 2018
dismutase oxidativo 17 272 °C
cfrA - S:GCTTAACGGGTGGTTATGCAG Sistema de
Campylobacter AS: CGGCTGTGTAGATTGCCCTA captacéo de KP288672.1 158 Veras et al., 2018

ferric receptor

ferro
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jIpA - jejuni S: CACAGGGAATCGACAGCATAGA
lipoprotein A AS: ACGCTCCGCCCATTAACATA Adesdo AF295104.1 11 Veras etal., 2018
PAINEL MULTIPLEX 5
ceukE - F: GCAGGCGTTCCTGCTAAAAA )
) Sistema de
enterochelin R: GCGAGATTGAGGACCAAAGG
captacdo de AL111168.1 396
uptake substrate-
o ] ferro 35 ciclos: 45 a
binding protein
94°C, 45> a 60 °C, Veras et al., 2018
flgg - flagellar S: CCTCCTGTTCCTGCTTCACC o
) Motilidade AY277720.1 270 1”a72°C
hook protein AS: TGACGGCCTTGTAAGCTCAA
cheW-  proteina S: CAGCATTTCCTCCAACTCCA o
o Quimiotaxia EU189137.1 118
quimiotatica W AS: ATGCCGCTCATTGATCTAGC
PAINEL MULTIPLEX 6
katA —catalase A S: GCTGCTTGGGATTTTTGGAG Resposta ao
AS: GCACGATTTACGGGCAAAAG estresse X85130.1 593
oxidativo 35 ciclos: 457 a
cheA - proteina S: TCCATTCCTACACCACGACCT o ) 94°C, 45> a60°C,  Verasetal., 2018
L Quimiotaxia EU189136.1 271
quimiotatica A AS: CAGCAACTCGTGCAGCAAAT 1”a72°C
cheR - proteina S: CACTCTCGCTCAATCGCTGT o
L Quimiotaxia KC692482.1 131
quimiotatica R AS: GGCATTATTGGCTGCACAGA
REACOES UNIPLEX
pVir — plasmideo S: GAACAGGAAGTGGAAAAACTAGC 35 ciclos: 30 a
associado a AS: TTCCGCATTGGGCTATATG Invasdo AF226280.2 708 95°C, 30 a55°C, Baconetal., 2002

disenteria

1’a72°C
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iamA-  invasion-

associated marker

S: GCTGCTTACCAACTCGCACA
AS: CCAAAGCCATGACACGTGGA

Invaséo

KM092517.1

235

35 ciclos: 45’ a
94°C, 45> a 60 °C,
1”a72°C

Veras et al., 2018
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Adaptado de: Quetz et al, 2012.

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

4.7 Avaliacdo da integridade da barreira intestinal e biomarcadores imunoinflamatérios.

Para a avaliacdo da permeabilidade, capacidade de absorcdo e danos na barreira
intestinal, foi realizado o teste de lactulose/manitol (L/M), ocorrendo entre os meses 3 e 15 de
idade das criancas, sendo as coletas realizadas por uma equipe de campo, e processadas no
Laboratorio de Doencas Infecciosas (LDI) por equipe capacitada. A avaliacdo aconteceu a partir
da mensuracdo da excrecdo de lactulose, manitol e da razdo de excre¢do de ambos, sendo
realizado nas amostras de urinas coletadas nesse periodo. Para a realizacdo do teste, as criancas
jejuaram por duas horas, onde houve a coleta de uma amostra de urina antes da administracao
da lactulose (250 mg/mL) e manitol (50 mg/mL), em uma dose de 2mL/kg (dose maxima de 20
mL administrado) a uma concentracdo de 1002 mOsm / L por via oral, apds esse processo, foi
coletado as amostras de urina ap6s a micgdo por 5 horas. O teste foi realizado através de
Cromatografia Liquida de Alta Performance, do inglés High Performance Liquid
Cromatography (HPLC) (KOSEK et al., 2013; MAL-ED, 2014; LIMA et al., 2017).

Além disso, trés biomarcadores adicionais também foram avaliados entre os meses 3 e
15 de idade das criancas. Estes incluiram Alfa-1-antitripsina - AAT (ImmuChrom -
Heppenheim, Alemanha), também para permeabilidade intestinal, Mioloperoxidade - MPO
(Immundiagnostik—Bensheim, Alemanha); e Neopterina — NEO (GenWay Biotech—San
Diego, EUA). Todos foram realizados através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando
as amostras fecais coletadas nesse periodo. Os ensaios aconteceram seguindo as instru¢des dos
fabricantes (KOSEK et al., 2013; MAL-ED, 2014; LIMA et al., 2017).

4.8 Analise estatistica

O presente estudo faz parte de um estudo Coorte multicéntrico que utilizou protocolos
padronizados e ferramentas de coletas de dados iguais dentre todos os paises participantes. Os
protocolos internos de treinamento, controle e garantia de qualidade, permitiram manter um
banco de dados de qualidade, sendo os dados digitalizados duas vezes através do software
Microsoft Acess (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA), e validados por
correspondéncia cruzada entre dois bancos de dados. Assim, os resultados numéricos foram

plotados em planilhas de Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA).
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Apos isso, as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS verséo
20.0, além da utilizacdo do GraphPad Prism versdo 8.0, como complementar. O teste Shapiro-
Wilk ou Komogorov-Smirnov foram utilizados para avaliar a normalidade entre as variaveis,
utilizado de acordo com o nimero de amostras; e o teste de Levene foi utilizado para analisar a

homogeneidade das variaveis.

Com um valor de P > 0,1, as amostras sao classificadas em normais para a curva de
Gauss. Desta forma, utilizou-se de testes paramétricos para variaveis normais e nao
paramétricos para variaveis com P < 0,1. Assim, o teste t foi utilizado para a realizacdo de testes
paramétricos, e Mann-Whitney para teste ndo paramétricos entre dois grupos. Para mais de dois
grupos foi utilizado ANOVA para testes paramétricos, e Kruskal Wallis para teste nao
paramétricos. Modelos de regressdo logistica multivariada foram utilizados para associar a
influéncia dos fatores de viruléncia com desnutricdo, determinada a partir dos scores de
crescimento, utilizando a mediana como conjunto inicial de avaliacdo das variaveis. Para as
variaveis qualitativas foram utilizados os testes de qui-quadrado, ou o teste exato de Fisher. O

nivel de significancia consideravel foi a partir de valor de P < 0,05.
4.9 Organizacao das coletas do estudo

A Figura 10 esquematiza um resumo de como ocorreram a coletas das amostras, dos

dados do estudo e os periodos que ocorreram a avaliacdo dos biomarcadores.

Figura 10: Resumo da coleta dos dados, coleta de amostras e analise dos biomarcadores no
estudo.

Coleta dados antropométricos
Questionario de recrutamento

Coleta de amostras Coleta de amostras
de urina — Avaliacio L/M de urina — Avalia¢io L/M

l\Iese54123456789101112131415161718192021222324

| |
Avaliacdo AAT, MPO e NEO |

Avaliacio AAT, )
\ MPO e NEO - -
| ‘ Coleta amostras fecais ‘

Coleta amostras fecais

Coletas dos scores Z (WHZ, HAZ, WAZ)

L/M: Lactulose e manitol; AAT: Alfa-1-antitripsina; MPO: Mieoloperoxidade; NEO: Neopterina. Os dados de
recrutamento e antropomeétricos foram coletados no recrutamento das criangas; Coleta de urina ocorreu nos meses
3.6, 9 e 15 do estudo, mesmo periodo de anélise da L/M; Coleta de fezes ocorre mensalmente até os 12 meses,
logo ap6s ocorreu de 3 em 3 meses, até 0s 24 meses. ATT, MPO e NEO foram analisados nos meses 3, 6, 9, e 15.
Scores Z de crescimento foram coletados todos 0s meses, a analise no estudo ocorreu nos meses 3, 6, 9, 15 e 24.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizagdo da populacgdo do estudo

O estudo coorte multicéntrico do MAL-ED, realizado na cidade de Fortaleza — CE, teve
a participacdo de 233 criancas que foram acompanhadas dos 17 dias de vida até os 24 meses de
idade. O diagndstico molecular realizado através da plataforma TAC identificou a presenca de
77/233 (33,05%) criangas diagnosticadas com C. jejuni ou C. coli. Com o diagndstico através
de PCR convencional feito por este trabalho, e utilizando o iniciador especifico para C. jejuni,
foi diagnosticado a presenca deste patégeno em 76/233 (32,62%) das criangas do estudo, que
apresentaram pelo menos uma amostra positiva para C. jejuni durante o periodo das coletas das
amostras fecais, enquanto isso, 157/233 (67,38%) criancas nao tiveram amostra positiva para o

patdgeno nesse periodo de 24 meses.

Por este presente trabalho se tratar de um estudo com criangas assintomaticas, 13
(5,58%) criangas positivas para o patdgeno que apresentaram alguma sintomatologia, e 7 (3%)
criangas negativas para o patdgeno, que também apresentagcdo alguma sintomatologia, foram
excluidas das anélises do estudo. Desta forma, 63/233 (27,03%) criancas positivas para C. jejuni
fizeram parte do grupo caso, e 150/233 (64,38%) criancas negativas para C. jejuni fizeram parte
do grupo controle, sendo assim delimitado um estudo Nested caso-controle dentro do estudo

coorte (Figura 9).

Dentre os grupos do estudo, o sexo masculino teve maior prevaléncia tanto no caso, com
53,9% (34/63), como no controle, com 51,3% (77/153) de prevaléncia, ndo havendo associa¢ao
estatistica entre os grupos com e sem infeccdo por C. jejuni (P=0,727; OR 0,900; IC 95% 0.499
—1.623). Em relacdo a amamentacao, as criancas que ndo tiveram uma amamentacao exclusiva
até os seis meses de idade se mostraram com um maior risco de adquirir infeccdo pelo
microrganismo (P < 0,0001; OR 11,25; IC 95% 3,664 — 35,66), apesar de que a média das
criancas amamentadas com colostro foi cerca de 98,1% (209/233) (P = 0,583; OR 0,412; IC
95% 0,057 — 2,993). Esses resultados podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3: Caracterizacdo da avaliagdo inicial das criangas com o diagndstico positivo para C.

jejuni (caso) e diagndstico negativo para C. jejuni (controle).

Sexo
Total Caso Controle P Valor
N =213 N =63 N =150
N (%) N (%) N (%)
Masculino 111 (52,1) 34 (53,97) 77 (51,33) 0,727
Amamentacao
Total Caso Controle P Valor
N =213 N =63 N =150
N (%) N (%) N (%)
Colostro 209 (98,12) 61 (96,82) 148 (98,66) 0,583
Amamentacao 57 (26,76) 3 (4,76) 54 (36,0) <0,0001*
exclusiva
Amamentagdo com 17 (7,98) 13 (20,63) 4 (2,66) 0,783
formula

Dados antropométricos foram apresentados pela média e erro padrdo da média (EPM), sendo usado o teste de
Shapiro-Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Nas variaveis
qualitativas foi realizado o teste exato de fisher ou qui-quadrado entre os grupos. *Valor de P considerado
estatistico foi de < 0,0001.

Em relagdo as caracteristicas apresentadas pela méde ou cuidador da crianca, a idade
média foi de 24,64 anos de idade (P = 0,369; IC 95% 0,900 — 2,411), e apresentando por volta
de 9,26 anos de estudo durante a vida (P = 0,827; IC 95% 0,744 — 0,930) (Tabela 4). A idade
da primeira gravidez da mée apresentou diferenca significativa entre os grupos, onde as criangas
cujo as maes tiveram filhos mais cedo foram mais propicias a infeccao pelo microrganismo (P
=0,041; IC 95% 0,029 — 2,152) (Tabela 4).

Medidas de higiene pessoal da mae/cuidador também foram avaliadas, os resultados
mostraram que 41,58 % (P = 0,061; OR 0,561; IC 95% 0,290 — 1,029) possuiam o héabito de
sempre lavar as maos apds higienizar as criangas; 36,31% (P = 0,423; OR 0,740; IC 95% 0,398
— 1,370) relataram que sempre higienizavam as maos antes do preparo dos alimentos; 33,68%
(P =0,330; OR 0,704; IC 95% 0,362 — 1,336) tinham sempre o habito de higienizar as maos
apos o uso do banheiro; e que 58,42% (P = 0,159; OR 0,627; IC 95% 0,348 — 1,182) possuiam

0 habito de usar papel higiénico (Tabela 4).



Tabela 4: Avaliacdo das caracteristicas da mée ou cuidador da crianca.

Caracterizacdo materna/cuidador
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Total Caso Controle P valor
N =213 N =63 N =150
Média + EPM Média + EPM Média + EPM

Idade (anos) 24,64 £ 0,383 24,11 £ 0,650 24,87 £ 0,471 0,369
Anos de estudo 9,26 £ 0,193 9,19 + 0,364 9,29 + 0,228 0,827
Idade primeira | 18,87 £ 0,290 18,16 + 0,397 19,22 + 0,384 0,041*
gestacédo
Ndmero de | 2,48+0,119 2,49 £ 0,192 2,48 £ 0,150 0,963
gestacgoes
Higiene pessoal Total Caso Controle P valor
(mae ou cuidador) N =190 N =63 N =127

N (%) N (%) N (%)
Lavar as maos apds 79 (41,58) 20 (31,75) 59 (46,46) 0,061
higienizar a crianca
Lavar as maos antes 69 (36,31) 20 (31,75) 49 (38,58) 0,423
do preparo de
alimentos
Lavar as maos apds 64 (33,68) 18 (28,57) 46 (36,22) 0,330
0 uso do banheiro
Uso de papel 111 (58,42) 32 (50,79) 79 (62,20) 0,159
higiénico

As variadveis foram apresentadas pela média e erro padrdo da média (EPM), sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
paramétrico. Nas variaveis qualitativas foi realizado o teste exato de fisher ou qui-quadrado entre os grupos. *Valor
de P considerado estatistico foi de 0,041.

Os fatores socioecondémicos abordados foram relacionados as condi¢fes de moradia e
saneamento béasico. Dentre as condi¢cdes de moradia, os imdveis onde residiam as criancas
apresentaram uma média de 4,08 cémodos (P = 0,564; IC 95% 0,739 — 0,405), com uma média
de 1,73 quartos por imoével (P = 0,301; IC 95% 0,362 — 0,113) e cerca de 4,78 pessoas vivendo
nesses imdveis (P = 0,148; IC 95% 1,003 - 0,152) (Tabela 5).

Em relacdo a saneamento basico, 98,34% (122/124) dos entrevistados relataram que
ocorria a interrupcao frequente no fornecimento da gua nas residéncias (P = 0,586; OR 0,544;
IC 95% 0,033 — 8,920). A fonte de agua potavel mais comumente fornecida as residéncias foi
através de canalizacdo para a habitacdo (118/190 — 62,11%; P = 0,634; OR 1,210; IC 95%
0,6322 —2,319), e por consequéncia, também foi a fonte de 4gua para cozimento mais utilizado
(184/190 — 96,84%; P = 0,095; OR 0,2360; IC 95% 0,04428 — 1,045). Em relacéo ao tratamento
da &gua, dentre os listados, o uso de filtro de 4gua foi a forma de tratamento mais comum
(20/103 — 19,41%; P = 0,03; OR 3,389; IC 95% 1,166 — 9,064), onde o resultado mostrou que
0 uso desse tipo de tratamento de agua néo foi o suficiente para prevenir a infec¢do por C. jejuni
em decorréncia do consumo de fontes de agua contaminada (Tabela 5).

Outra medida sanitaria avaliada foi o tipo de acesso ao banheiro, e dentre 0s parametros

listados, a descarga no sistema de esgoto encanado foi 0 mais presente nas residéncias, com
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cerca de 90,53% das mesmas possuindo esse sistema, seguido de fossa septica, apresentando
0,63% das residéncias utilizavam esse tipo de instalacdo P = 0,301; OR 0,587; IC 95% 0,223 —

1,576) (Tabela 5).

Tabela 5: Caracterizacdo socioeconémica das criangcas com o diagndéstico positivo para C.

jejuni (caso) e diagndstico negativo para C. jejuni (controle).

Caracterizacdo socioecondmica e sanitaria

Total Caso Controle P valor
N =213 N =63 N =150

Moradia Média + EPM Média + EPM Média + EPM
Tempo vivendo no 2,46 + 0,094 2,46+£0,171 2,46 £ 1,266 0,986
imével (anos)
Quantidade de 4,08 +0,123 4,19 £ 0,256 4,02 £0,133 0,564
cdmodos no imével
Quantidade de 1,73 £ 0,055 1,81+0,101 1,69 + 0,065 0,301
quartos no imdvel
Quantidade de 4,78 + 0,138 5,06 + 0,113 4,64 +0,173 0,148
pessoas vivendo no
imovel
Fornecimento Total Caso Controle P valor
continuo da agua N =124 N =44 N =80

N (%) N (%) N (%)
As vezes 122 (98,39) 43 (97,73) 79 (98,75) 0,586
interrompido

Total Caso Controle P valor
Fonte de 4gua N =190 N =63 N =127
potavel N (%) N (%) N (%)
Canalizacdo para 118 (62,11) 41 (65,08) 77 (60,63) 0,634
habitacdo
Poco protegido 7 (3,68) 2 (3,17) 5(3,93) 1,0
Outros 65 (34,21) 20 (31,75) 45 (35,43) 0,631
Fonte de 4gua Total Caso Controle P valor
para cozimento N =190 N =63 N =127

N (%) N (%) N (%)
Canalizacgéo para 184 (96,84) 59 (93,65) 125 (98,42) 0,095
habitacdo
Torneira publica 1(0,53) 0(0,0) 1(0,79) 1,0
Poco tubular ou 1(0,53) 1(1,59) 0(0,0) 1,0
furo
Poco protegido 3(1,58) 2 (317) 1(0,79) 1,0
Outro 1(0,53) 1(1,59) 0 (0,0) 1,0
Tratamento da Total Caso Controle P valor
agua N =103 N =33 N=70

N (%) N (%) N (%)
Repouso 1(0,97) 0(0,0) 1(1,43) 1,0
Filtro de 4gua 20 (19,41) 11 (33,33) 9 (12,86) 0,03*
Agua 1(0,97) 0(0,0) 1(1,43) 1,0
sanitaria/cloro
Fervura 2(1,94) 0(0,0) 2 (2,85) 1,0
Outro 79 (76,70) 22 (66,66) 57 (81,43) 0,133
Tipos de acesso a Total Caso Controle P valor
banheiro N =190 N =63 N =127

N (%) N (%) N (%)
Sem instalacdo 3(1,58) 1(1,59) 2 (1,57) 1,0
Fossa sem descarga 1(0,53) 1(1,59) 0(0,0) 1,0
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Descarga no 172 (90,53) 55 (87,30) 117 (92,13) 0,301
sistema de esgoto

encanado

Fossa séptica 12 (0,63) 5(7,94) 7 (551) 0,536
Transportado para 2 (1,05) 1(1,59) 1(0,79) 1,0
outro lugar

As variaveis foram apresentadas pela média e erro padrdo da média (EPM), sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
paramétrico. Nas variaveis qualitativas foi realizado o teste exato de fisher ou qui-quadrado entre os grupos. *Valor
de P considerado estatistico foi de 0,03.

5.2 Avaliacdo da deteccdo das infecgdes por C. jejuni e a distribuicdo por idade das

criancas positivas para o patdgeno.

Ao todo, foram coletadas 1261 amostras das 63 criancas do grupo caso durante os 24
meses de estudo, dentre essas amostras, 7,61% (96/1261) foram diagnosticadas como positivas
para C. jejuni, onde 33,33% (21/63) das criancas apresentaram mais de uma amostra positiva
para o patdgeno durante esse periodo. Dentre estas, uma crian¢a (1/63 — 1,59%) apresentou 9
amostras com deteccao subsequentes do microrganismo. A distribui¢do do nimero de infeccdes

causadas por C. jejuni pode ser observado na Figura 11.

Figura 11: Porcentagem de criangas com uma ou mais infeccdes detectadas para C. jejuni.
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Em relacdo a faixa etaria, 0 maior niUmero de amostras positivas foi entre meses 13 e 16
de idade das criangas (22,92% - 22/96), enquanto isso, a menor faixa etaria de infeccédo ficou
entre os meses 17 e 20 meses de idade das criancas (9,38% - 9/96). A distribuicdo das amostras

positivas entre as faixas etarias das criancas pode ser observada na Figura 12.



64

Figura 12: Faixa etaria de amostras positivas para C. jejuni ao longo dos 24 meses de idade das
criangas do grupo caso.
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5.3 Avaliacéo dos dados antropométricos

Os dados antropométricos coletados no recrutamento das criangas foram analisados.
Dentre eles, a média de peso ao nascimento das criancas foi em 3,43kg no grupo caso, e 3,31kg
no grupo controle (P = 0,170; IC 95% 0,296 — 0,053), ndo apresentando diferenca estatistica
entre os grupos. O mesmo se repete em relacdo ao comprimento (P = 0,552; IC 95% 0,115 —
1,265) e a circunferéncia da cabeca (P = 0,310; IC 95% 0,554 — 3,668). A avaliacdo dos dados
antropomeétricos foi realizada através da avaliacdo dos scores Z de crescimento WHZ, WAZ e
HAZ das criangas durante o periodo de estudo. Os valores apresentados se referem aos dados
coletados nos meses 3, 6, 9, 15 e 24 meses de idade das criancas. De acordo com os resultados,
ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos caso e controle durante os periodos de analise
dos dados (Tabela 6).
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Tabela 6: Dados antropométricos e scores Z de crescimento das criangas com o diagndstico

positivo para C. jejuni (caso) e diagnostico negativo para C. jejuni (controle) até 24 meses de

idade.
Dados antropométricos
Total Caso Controle P Valor
N =213 N =63 N =150
Média + EPM Média + EPM Média + EPM
Peso a0 nascimento 3,34 +£0,40 3,43+0,081 3,31 +£0,046 0,170
Comprimento 49,50 + 0,157 49,35 + 0,301 49,56 + 0,185 0,552
Circunferéncia da 35,09 + 0,098 35,25+ 0,196 35,03+0,112 0,310
cabeca
Scores Z Total Caso Controle P Valor
(meses) N =198 N =63 N =135
Média + DPM Média + DPM Média + DPM
WHZ (3) 101,53 + 33,087 102,23 + 35,554 100,93 + 31,118 0,837
WHZ (6) 0,998 + 1,080 1,106 + 1,014 0,946 +£ 1,109 0,335
WHZ (9) 1,012 +1,222 1,096 + 1,203 0,969 + 1,234 0,503
WHZ (15) 1,098 + 1,348 1,115+ 1,410 1,089 + 1,320 0,901
WHZ (24) 0,973 + 1,503 0,920 £ 1,572 1,006 + 1,465 0,723
HAZ (3) - 0,013 +1,084 - 0,099 + 1,097 0,052 + 1,076 0,406
HAZ (6) -0,127 +1,137 -0,146 + 1,051 -0,118+1,179 0,875
HAZ (9) 0,083 + 1,088 0,057 + 1,094 0,096 + 1,089 0,818
HAZ (15) 0,988 + 1,124 - 0,010 + 1,169 0,158 + 1,100 0,339
HAZ (24) 0,123+ 1,185 0,046 + 1,163 0,171+ 1,201 0,512
WAZ (3) - 0,013 +1,084 - 0,099 + 1,097 0,052 + 1,076 0,406
WAZ (6) 0,572 + 1,068 0,646 + 0,995 0,538 + 1,102 0,509
WAZ (9) 0,744 + 1,157 0,793 + 1,202 0,718 + 1,137 0,676
WAZ (15) 0,839 + 1,268 0,791 +1,314 0,865 + 1,247 0,712
WAZ (24) 0,463 + 1,365 0,717 £ 1,430 0,838 + 1,329 0,582

As variaveis foram apresentadas pela média e desvio padrdo da média (DPM), sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como

parameétrico.

A andlise temporal dos scores Z de crescimento dentro de cada grupo apresentaram

diferenca estatistica no WHZ tanto no grupo caso (P < 0,0001) (Figura 13.A), como no grupo
controle (P < 0,0001) (Figura 13.D). Essa diferenca ndo foi observada no HAZ (P = 0,307 no
grupo caso; P = 0,937 no grupo controle) (Figura 13.B; 13.E), nem no score WAZ (P = 0,331

no grupo caso; P = 0,168 no grupo controle) (Figura 13.C; 13.F).
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Figura 13: Andlise temporal dos Z scores de crescimento nas criangas com o diagndstico
positivo para C. jejuni (caso) e diagndstico negativo para C. jejuni (controle) entre os meses 3
e 24 de idade.

A B C
«0.0001 4m 0.8729 0.1680
6 -
6=
@
E 3 2 CHERS
2 k-] g
2 = 3 _ ]
e “.,“,E oo .. jgg
B 2 | 82
o= (] ® o= g
2 — 2 @
& < [
4 T T T T T 4 I I I I -4 T T T T T
am eM 9M  15M  24m 3M 6M 9M  15M  24M m &M aM  15M  24M
D E F
0.4422 0.1680
4 6=
s 3 L g 4
3 o o
p = ] i
w N © — ] =i
=TI - o
2z §§° T g I O 8% o
E g
a = -2 [
4 T -4 T 4 T T

T T T T T T T T 1 1 1
3M 6M oM 15M  24M 3m &M oM 5M 24M M 6M oM 15M 24M

WHZ — peso pela altura; HAZ — altura pela idade WAZ — peso pela idade; M — meses. Os valores da figura estdo
representados pela mediana e intervalo interquartil da transcri¢do relativa entre os meses de anélise dos escores-Z
de crescimento WHZ, HAZ e WAZ. Sendo realizado o teste de ANOVA, seguido de pos teste de Tukey, e 0s
valores considerados estatisticos foram os de *P < 0,0001.

5.4 Avaliacao dos biomarcadores de permeabilidade e inflamacéo intestinal

Dos 3 meses até 0s 15 meses de idade das criancas foi avaliado a integridade da barreira
intestinal utilizando o teste L/M e o biomarcador AAT. Os resultados apresentados nédo
mostraram alteracdo da integridade da barreira através da avaliacdo da lactulose (P = 0,567; IC
95% -0,2509 - 0,007929), manitol (P = 0,283; IC 95% -0,4108 - 1,397) e da razdo L/M (P =
0,920; IC 95% -0,02715 - 0,02453). No entanto, houve alteracdo em relacdo a excrecdo do AAT
(P =0,037; IC 95% -0,2509 - 0,007929) no grupo positivo para C. jejuni (Figura 14).
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Figura 14: Resultados dos biomarcadores de integridade da barreira intestinal nos grupos com
diagndstico positivo para C. jejuni (caso) e diagnostico negativo para C. jejuni (controle)

durante os 15 meses de idade das criancgas.
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Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
paramétrico. * O valor considerado estatistico foi de P = 0,037.

Em relacdo aos biomarcadores de inflamacéo, foram analisados os biomarcadores NEO
e MPO nas criangas do estudo. Os resultados apresentados ndo mostraram alteragdo na NEO (P
= 0,5649; IC 95% -936,6 - 516,0), da mesma forma na MPO (P = 0,1309; IC 95% -570,3 -
4298) entre 0s grupos do estudo (Figura 15).
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Figura 15: Resultados dos biomarcadores de inflamacéo nos grupos com diagnostico positivo
para C. jejuni (caso) e diagnostico negativo para C. jejuni (controle) durante os 15 meses de
idade das criancas.
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Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
parameétrico.

5.5 Avaliacéo do perfil de genes de viruléncia das criangas com amostras positivas para
C. jejuni.

Foi realizado a pesquisa de 20 genes relacionados a viruléncia de C. jejuni, apenas na
primeira amostra positiva para C. jejuni diagnosticada nas criancas. Dentre os genes, cheW,
relacionado a quimiotaxia do microrganismo, foi 0 mais prevalente (84,13% - 53/63), seguido
do gene cdtA (82,54% - 52/63), relacionado a toxina citoletal distensora. O gene pVir,
relacionado a invasdo do microrganismo, foi o Unico que téo teve prevaléncia dentre os genes

estudados (0% - 0/63). A prevaléncia de todos os genes de viruléncia estudados pode ser

observada na Tabela 7.
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Tabela 7: Prevaléncia dos genes de viruléncia de C. jejuni entre as amostras das criangas

positivas para 0 microrganismo.

Gene N° de amostras positivas Porcentagem (%0)
chew 53/63 84,13
cdtA 52/63 82,54
cdtC 50/63 79,36
cfrA 50/63 79,36
cheR 50/63 79,36
figE 50/63 79,36
iamA 50/63 79,36
jlpA 48/63 76,19
ceuE 46/63 73,01
cheA 46/63 73,01
fur 42/63 66,66
sodB 40/63 63,49
racR 39/63 61,90
katA 28/63 44,44
flaA 16/63 25,39
cdtB 13/63 20,63
pldA 9/63 14,28
dnal 3/63 4,76
ciaB 1/63 1,58
pVir 0/63 0,0

5.5.1 Anélise da regressao logistica multivariada entre os genes de viruléncia de C. jejuni
com os scores Z de crescimento nos 24 meses de idade das criangas.

Foi realizado a analise da regressdo logistica multivariada entre os genes de viruléncia
avaliados nas amostras positivas para C. jejuni e os scores Z de crescimento, utilizando como
indicadores o sexo da crianga e 0 peso ao nascimento. Diante disso, os resultados apresentados
ndo mostraram correlagdo entre os genes de viruléncia e a alteragdo nos scores WHZ, HAZ e
WAZ das criancgas do estudo. Os resultados das correlagfes podem ser observados na Tabela
8.
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Tabela 8: Andlise da regressao logistica multivariada entre o score WHZ de crescimento e 0s

genes de viruléncia de C. jejuni.

WHZ HAZ WAZ

Genes IC (95%) | OR P IC(95%) | OR P IC (95%) OR P
valor valor valor
dnaJ ggzz 0087 | 0157 01050323 0,050 | 0,086 Oé(,)gfz_ 0,125 | 0,180
racR 040(;3550 0569 | 0,609 05067296 0,665 | 0,708 Oé(’)’i)B— 0,213 | 0,204
flaA 08313274 1654 | 0536 (1)(;1%4 2,167 | 0,334 04135?4 0,778 | 0,766
CeUE 010(;)122 0,059 | 0111 030;);4 0,110 | 0,226 220?(7)3 0,608 | 0,745
sodB (1)02535 1493 | 0681 (1)02?);7 1,535 | 0,660 (ifgiz 5,377 | 0,118
ofrA (1)50820 1081 | 0954 gfgl 0,826 | 0,986 07043284 0,528 | 0,636
fur 9171239 2416 | 0561 gfg& 1,503 | 0,776 05)513?0- 0,325 | 0,437
flgE 09012885 0507 | 0,646 03021??8 0,208 | 0,262 09024791 0,674 | 0,768
cdtc 35324 0.764 | 0907 105(;1592 1,670 | 0,825 220%5 0,485 | 0,735
cdiB 0206?724 0,290 | 0,275 040:;;'»785 0,503 | 0,534 284;(;6 4,797 | 0,186
iamA 270%3 1019 | 0993 (;20327 1,178 | 0,938 202(2);07129 0,461 | 0,804
pldA %’;ggg 4023 | 0267 223333 3,148 | 0,335 (7)25234 6,394 | 0,134
cheA g;igg 7180 | 0115 (1)11§39 1,465 | 0,717 (1)31%9 1,376 | 0,786
KatA 0217458 0,636 | 0544 0423?;)7 1,145 | 0,844 03225);5 0,887 | 0,873
cheR g:g% 0.288 | 0618 210326 0,438 | 0,734 5?1(())06123 0,735 | 0,926

IC: intervalo de confianca; OR: Odds ratios.

5.6 Avaliacdo da coinfeccao entre outros microrganismos e C. jejuni.

Com diagndstico realizado através da plataforma em tempo real ensaio TAC, foi

possivel o diagnostico de 28 enteropatdgenos no estudo, alem de C. jejuni/C.coli. O patdégeno

com maior prevaléncia com coinfeccdo com C. jejuni foi a Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC) (44,44% - 28/63), seguida da Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) (31,80% -

20/63). Coinfeccdo entre C. jejuni e C. coli também p6de ser observado com o diagnostico por
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PCR convencional para as duas espécies (Tabela 2). Assim, 11% das amostras (7/63) positivas
para C. jejuni tiveram a presenca de C. coli concomitantemente. A porcentagem de coinfeccéo

de outros enteropatdgenos com C. jejuni pode ser observado na Figura 16.

Figura 16: Porcentagem de amostras que apresentaram coinfecgdo entre C. jejuni e outros

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

5.6.1 Avaliacdo do escore Z de crescimento WHZ com amostras das criangas que

apresentaram coinfeccdo com C. jejuni.

Foi realizado a avaliagdo da coinfeccdo entre as amostras das criancas que tiveram a
presenca dos dois patdgenos que mais apresentaram coinfec¢do com C. jejuni, que no presente
estudo foram EPEC (28/63) e EAEC (20/63), respectivamente, em relacdo a avaliacdo do escore
Z WHZ. Os resultados mostraram que as criangas que tiveram amostras que apresentaram
coinfeccdo entre C. jejuni e EPEC (caso) apresentaram reducdo no WHZ (P = 0,0491; IC 95%
0,001733 - 0,8458) em comparagdo com as crian¢as que ndo apresentaram infeccao por esses
patégenos (controle) (Figura 17.A). Ja em relacdo a coinfec¢do por EAEC, ndo houve a
associagéo entre a presenca da coinfeccdo entre EAEC e C. jejuni, com a reducdo do WHZ das
criancas (P = 0,2128; IC 95% -0,1730 - 0,7666) (Figura 17.B). Ndo houve correlacdo em
relacdo a coinfeccdo entre EPEC e EAEC concomitantemente (P = 0,845).
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Figura 17: Resultados da avaliacdo do escore Z de crescimento WHZ entre o grupo que
apresentaram coinfeccdo entre EPEC e C. jejuni (caso) e entre EAEC com C. jejuni (caso) e 0

grupo que ndo apresentou coinfecgdo entre os patdgenos (controle).
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Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
paramétrico. * O valor considerado estatistico foi de 0,0491

5.6.2 Avaliacdo dos biomarcadores de permeabilidade intestinal e inflamag¢ao com amostras

das criancgas que apresentaram coinfecgdo com C. jejuni.

A avaliacdo dos biomarcadores ocorreu também entre 0s dois microrganismos mais
presentes nas amostras com coinfeccao por C. jejuni, EPEC e EAEC. Os resultados mostraram
que a coinfeccdo entre EPEC e C. jejuni ndo apresentou alteracdo em relacdo ao teste de
lactulose (P = 0,116; IC 95% -0,02012 - 0,07977) (Figura 18.A), manitol (P = 0,305; IC 95%
-0,5836 - 1,333) (Figura 18.B) e em relacdo a razdo L/M (P = 0,233; -0,03243 - 0,04742)
(Figura 18.C), além da AAT (P = 0,809; IC 95% -0,1083 - 0,1205) (Figura 18.D).
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Figura 18: Resultados dos biomarcadores de avaliagdo da permeabilidade intestinal entre o

grupo que apresentou coinfeccdo entre EPEC e C. jejuni (caso) e 0 grupo que nao apresentou

coinfeccdo com EPEC e C. jejuni (controle).
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Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como

parameétrico.

Em relagdo aos resultados sobre os biomarcadores de inflamagéo, também n&o houve

alteracdo em relacdo a coinfec¢do com EPEC em relacdo ao MPO (P = 0,254; IC 95% -2709 -
747,0) (Figura 19.B), e a NEO (P = 0,485; IC 95% -1968 - 4027) (Figura 19.A).
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Figura 19: Resultados dos biomarcadores de inflagdo entre o grupo que apresentou coinfecgéo

entre EPEC e C. jejuni (caso) e o grupo que ndo apresentou coinfeccdo entre EPEC e C. jejuni
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Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-

Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
parameétrico.

A avaliacdo dos biomarcadores de coinfeccdo entre EAEC e C. jejuni ndo apresentou
alteracdo na avaliacdo da lactulose (P = 0,922; IC 95% -0,06612 - 0,05988) (Figura 20.A), mas
houve alteracdo em relacdo a avaliacdo do manitol no grupo que néo apresentou coinfecgédo (P
= 0,033; IC 95% 0,09534 - 2,221) (Figura 20.B). Além disso, houve alteracdo em relacdo a
razdo L/M no grupo que apresentou coinfec¢édo (P = 0,0024; IC 95% -0,1639 - 0,03634) (Figura
20.C), além de alteracdo no AAT (P = 0,0103; IC =-0,3850 - 0,05389) (Figura 20.D).
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Figura 20: Resultados dos biomarcadores de avaliagdo da integridade intestinal entre o grupo
que apresentou coinfeccdo entre EAEC e C. jejuni (caso) e 0 grupo que nao apresentou

coinfeccdo entre EAEC e C. jejuni (controle).
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Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
paramétrico. * O valor considerado estatistico foram de 0,0330; 0,0024; 0,0103.

Em relacdo aos resultados sobre os biomarcadores de inflamacgéo, ndo houve alteracdo
em relacdo a coinfeccdo com EAEC em relacdo ao MPO (P = 0,181; IC 95% - 11564-1059)
(Figura 21.A), mas houve alteracdo em relacdo a NEO (P = 0,047; IC 95% -4002 - 2626)
(Figura 21.B).
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Figura 21: Resultados dos biomarcadores de inflagdo entre o grupo que apresentou coinfecgéo

entre EAEC e C. jejuni (caso) e o grupo que ndo apresentou coinfecgéo entre EAEC e C. jejuni

(controle).
A B
50000 01817 0.0472
18000 o
- — —
E 40000 =15000
2 3
& 30000 S 512000—
= ® 9000~
S 20000 s
) 5 6000+
@ o
= 10000+ @
= —— Z 30007 é ——
0 1 0 T 1
o @ O <
& &o\ c’.-f-' \*0\
[ o
O ®

Os valores da figura estdo representados pela mediana e intervalo interquartil, sendo utilizado o teste de Shapiro-
Wilk como teste de normalidade, seguido do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, ou o teste t como
paramétrico. * O valor considerado estatistico foi de 0,0472.
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6 DISCUSSAO

Campylobacter spp. continuam sendo uma das principais causas de infeccbes
gastrointestinais causadas por bactéria no mundo (EFSA, 2017; WHO; 2017; CDC, 2019).
InfeccBes por este microrganismo ja foram associados com disenteria, diarreia e desnutricéo
(PLATTS-MILL et al., 2014; AMOUR et al., 2016; FRANCOIS et al., 2018). Recentemente
casos de infecgdes assintomaticas vém ganhando atengéo pelo fato de que espécies, como C.
jejuni e C. coli, estarem associadas a inflamacéo e déficit no crescimento de criancas em paises
em desenvolvimento, podendo ser um dos patdégenos envolvidos na DEA (LEE et al., 2013;
PLATTS-MILLS et al., 2015; AMOUR et al., 2016; GEORGE et al., 2017; HAQUE et al.,
2019). Contudo, mecanismos envolvidos nesta associacdo continuam indeterminados
(ROGAWSKI et al.; 2018; HAQUE et al., 2019).

Este presente estudo fez, em parte, uso do estudo coorte do projeto longitudinal
multicéntrico MAL-ED (MAL-ED, 2014). A partir desse estudo, como ja descrito no item 4.1,
foi idealizado nossa pesquisa no formato Nested caso-controle. Dessa forma, foi analisado a
prevaléncia de infec¢Bes causadas por C. jejuni, além de fatores socioecondmicos, sanitarios,
scores de crescimento, genes de viruléncia, biomarcadores de permeabilidade intestinal e
inflamacédo, além da influéncia de coinfecgdes, que podem estar envolvidas em infeccdes
subclinicas causadas pelo patdgeno em criancas até 24 meses de idade que residiram em

comunidades na periferia da cidade de Fortaleza — CE, Brasil, no periodo do estudo MAL-ED.

Assim, dentro da populacdo estudada, foi encontrado uma prevaléncia de 27,03% de
criancas gque apresentaram pelo menos uma infeccdo pelo patégeno durante esse periodo de 24
meses de idade. Essa prevaléncia foi superior a outros estudos realizados na cidade de Fortaleza.
O estudo realizado por QUETZ e colaboradores (2012), apresentou uma prevaléncia de C.
jejuni em 9,6% de criancas com diarreia, e 7,2 % em criancas sem diarreia. O estudo caso-
controle do projeto MAL-ED realizado também na cidade de Fortaleza - CE, com criancas
nutridas e desnutridas, infec¢des causadas por C. jejuni apresentaram uma prevaléncia de 9,71%
na populacdo estudada (VERAS et al., 2018). Na analise inicial do projeto MAL-ED, sendo o
diagnostico realizado por ELISA, Campylobacter spp. foi o patégeno mais prevalente dentre
29 enteropatogenos estudados (PLATTS-MILLS et al., 2015). Com a reanalise, utilizando a
plataforma de ensaio TAC, infec¢des causadas por C. jejuni / C. coli foram a sexta mais
prevalente em criancas até 12 meses de idade, e a oitava mais prevalente em criangas entre 12
e 24 meses de idade, também entre 29 enteropatdgenos diagnosticados (PLATTS-MILLS et al.,
2018).
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A partir da aplicacéo de questionérios, informag6es sobre amamentacdo das criancas,
fatores socioecondmicos, sanitarios, aléem de informacdes sobre a mée ou cuidador da crianca,
puderam ser coletadas. Assim, foi possivel observar que a maioria das criancas foram
alimentadas pelo colostro materno (98,12%), e que a amamentacao exclusiva até 0s seis meses
de idade das criancas ocorreu em uma baixa porcentagem nessa populacéo (7,98%). Assim, as
criancas que ndo tiveram essa alimentacdo exclusiva por leite materno podem ter sido mais

susceptiveis a infeccbes por C. jejuni (P < 0,0001).

A recomendacdo da OMS ¢é a exclusiva amamentagdo por seis meses, e posteriormente
iniciar a introducdo de alimentos complementares apds esse periodo, enquanto a méae continua
a amamentacdo concomitantemente na crianca até os 24 meses de idade (WHO, 2013). Alguns
estudos sugerem que a amamentacao por tempo prolongado protege as criancas de infeccdes
por Campylobacter spp., pois além do fortalecimento da resposta imune, reduz o contato com
alimentos e agua contaminada, diminuindo o contato das criangcas com ambientes insalubres
através da interacdo mais préxima com a méde (RUIZ-PALACIOS et al., 1990; AMOUR et al.,
2016; YU et al., 2016). Amour e colaboradores (2016) mostraram que a amamentacao exclusiva
até o primeiro més de idade das criangas ja reduziu a incidéncia de infecgdes por espécies de
Campylobacter dentro da populacéo participante do MAL-ED. Outro estudo realizado por
Haque e colaboradores (2019) mostrou que a falta de amamentacéo foi um forte fator de risco

para infeccBes por C. jejuni / C. coli.

A avaliacdo sobre algumas caracteristicas da mée/cuidador das criancas também foi
feita. Uma delas foi em relacéo a idade da mae, onde a média entre os grupos ficou em torno
de 24,63 anos de idade, a média de anos de estudo da méae/cuidador das criancgas foi de 9,26
anos entre os grupos do estudo, e essas variaveis ndo apresentaram diferencas estatistica (P =
0,369; P = 0,827, respectivamente). Mas a idade da primeira gestacdo apresentou diferenca
estatisticas entre os grupos caso e controle (P = 0,041), demonstraram que maes que tiveram
uma gravidez mais precoce, as criangas seriam mais susceptiveis a adquirir infeccdo por C.
jejuni.

Idade e baixa escolaridade materna (< 6 anos) ja foram associados com infecgoes
causadas por Campylobacter spp. em criangas (AMOUR et al., 2016; HAQUE et al., 2019).
Dentre as analises ja realizadas no estudo MAL-ED, nosso estudo foi o primeiro a relatar a
associacdo entre a gravidez precoce e a infec¢do causada por Campylobacter nessas criancas.
Esse fato poderia ter sido atribuido a higienizacdo da mée/cuidador, onde foi relatado no estudo

gue apenas 41,58% das maes ou cuidadores possuiam o habito de lavar as mados ap0s higienizar
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as criancas, apesar de ndo ter sido observado diferenca estatistica entre os grupos deste estudo,
apenas uma tendéncia (P = 0,061), havia visto que essa diferenca poderia ter sido evidente se
18,45% dos entrevistados houvessem respondido esse questionamento. O mesmo poderia ser
refletido a cerca dos dados relacionados com foi a lavagem das maos antes do preparo dos
alimentos, pois 36,31% dos entrevistados relataram ter esse habito, e a lavagem das méos apds
0 uso do banheiro, que obteve a menor porcentagem, com 33,68% dos entrevistados relatando

ter esse habito.

Apesar de ndo ter havido diferenga estatistica entre 0s grupos nos questionamentos sobre
higiene pessoal, o indice de ter menos de 50% dos entrevistados possuindo adequadamente esse
habito é preocupante, pois C. jejuni tem como principal via de transmissdo o consumo de
alimentos mal processados, e 0 manejo inadequado de alimentos, ou a falta de lavagem de méo
ap6s o0 uso do banheiro, que podem ser vias de transmissdo bastante viaveis para este
microrganismo (BRONOWSKI et al., 2014; KAAKOUSH et al., 2015; MUGHINI-GRAS et
al., 2021).

Os fatores socioeconémicos e sanitarios abordados foram avaliados em relacdo as
condicBGes de moradia, fornecimento e fontes de tratamento de &gua, e acesso ao banheiro.
Assim, em relacdo as condicdes de moradia, as familias estavam vivendo cerca de 2,46 anos no
imovel gque residiam, com uma média de quartos menor gque dois por residéncia (1,73 quartos),
e cerca de quase cinco pessoas em média vivendo nas moradias (4,78 pessoas).Além disso, foi
relatado que na maioria das residéncia ocorria com frequéncia a interrupgdo do fornecimento
de agua (98,39%), e que a fonte de 4&gua mais comum para uso e cozimento de alimentos foi
por canalizacdo na residéncia (63,11% e 96,84%, respectivamente). Em relacdo ao tratamento
da agua, o uso de filtros, barro ou ceramica, nao foi o suficiente para proteger contra infecces
pelo patdégeno em estudo (P = 0,03).

Ensaios clinicos randomizados recentemente empregados que visaram reduzir doencas
entéricas atraves do manejo adequado da agua, boas préaticas de higiene e saneamento basico,
foram bem sucedidos (LUBY et al., 2018; NULL et al., 2018). Assim, esses fatores ja foram
documentados como alternativas imprescindiveis para o0 combate de infec¢des entéricas. Além
disso, alguns estudos ja sugeriram a necessidade de incorporar melhorias na infraestrutura
domeéstica para reduzir a contaminagdo por microrganismos (PRENDERGAST et al., 2019;
PICKERING et al., 2019; SCHIAFFINO et al., 2021). Desta forma, as familias participantes

do estudo ndo apresentaram maiores riscos para adquirir infeccdes por C. jejuni a partir das
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condigdes de moradia, e nem do fornecimento de agua, mas o uso de filtros como forma de

tratamento da &gua ainda se mostrou um fator de risco para a infecgao.

O uso de filtros de barro ou cerdmica para o tratamento de agua € uma alternativa de
baixo custo econdmico, além de ter um baixo impacto ao meio ambiente, por diminuir o uso de
residuos pléasticos, e 0 uso de energia elétrica. Estudo realizado por Hill e colaboradores (2020)
mostrou que o uso de filtros de ceramica ndo foi o suficiente para prevenir infeccdes entéricas,
apesar de que seu uso reduziu a prevaléncia de diarreia em estudos realizados na Bolivia
(CLASEN et al.; 2004) e no Camboja (BROWN et al., 2008). As criancas deste estudo nao
apresentaram sintomatologia. Entéo fazer esta correlagdo entre a utilizagdo do uso do filtro para

diminuir a incidéncia de diarreia ficou limitado.

Os filtros comercialmente vendidos utilizam velas de ceramica que apresentam boa
acdo para reter micro e macro particulas em suspensdao. No entanto, compostos quimicos e a
maioria dos microrganismos apresentam dimensdes menores que 1,0 um e podem transitar
livremente por entre os poros da vela. Campylobacter spp., por exemplo, tem em média 0,2 a
0,8 um, podendo assim passar facilmente por essa barreira (PURCHAS & SUTHERLAND,
2002; FERNANDEZ, 2008).

As criangas participantes desse estudo, originalmente, fizeram parte de um estudo coorte
multicéntrico (MAL-ED), e o acompanhamento dessas criangas, com coletas regulares de
amostras fecais, tornou possivel identificar a presenca de mais de uma amostra fecal positiva
para C. jejuni em 33,33% das criangas participantes nesse estudo Nested caso-controle.
Infecgbes por espécies de Campylobacter podem acontecer mais de uma vez durante a vida do
ser humano, pois o corpo humano ndo adquire anticorpos de memdria para 0 microrganismo
(YOUNG, 2007, BURNHAM et al., 2018). Assim, umas das criangas desse estudo apresentou
até nove amostras fecais positivas para 0 microrganismo em meses susceptivel. Esse fato pode
estar ligado a colonizacdo do microrganismo que acontece predominantemente nas camadas do
epitélio intestinal inferior, principalmente o jejuno. O trato intestinal inferior possui nichos
ideais para a colonizag&o, pois naturalmente abrigam um suprimento abundante de nutrientes e
fontes de carbono que ajudam no metabolismo e crescimento do microrganismo. Além disso, a
microbiota intestinal nesses locais € propensa a contribuir cm metabolitos que influenciam a
expressao de fatores de colonizacdo de C. jejuni, fazendo com que a bactéria se comporte de
forma comensal no hospedeiro (HOFREUTER et al., 2014; LUETHY et al., 2017).
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A idade que as criangas apresentaram um maior numero de amostras positivas para o
patégeno foi entre 13 e 16 meses de idade, com 22,92% de amostras positivas. Esse dado
corrobora com estudo caso-controle do projeto MAL-ED realizado na cidade de Fortaleza —
CE, onde as criancas que apresentaram infeccdo para C. jejuni tinham em média mais de 12
meses de idade (VERAS et al., 2018). Além disso, estudo realizado por Lee e colaboradores
(2013), com amostras de criangas assintomaticas, também relatou que infec¢des no segundo

ano de vida das criancas foram mais comuns.

Outra mensuracéo realizada nesse trabalho foi a avaliacdo do crescimento das criangas
do estudo a partir das medidas antropométricas coletadas no recrutamento das criangas, além
de scores Z de crescimento WHZ, WAZ e HAZ. Os dados antropométricos sdo usados para
definir o estado nutricional e o crescimento das criancas, onde a OMS classica a desnutricdo de
acordo com a gravidade, que € definida clinicamente por um valor de score Z < - 1,0 desvio
padrdo (DP), como desnutricéo leve; <-2,0 DP como desnutricdo moderada; e < - 3,0 DP como
desnutricdo severa (WHO, 2006; 2017).

Assim, os indices antropométricos sao utilizados para definir os diferentes tipos de
desnutricdo, onde a desnutricdo aguda, ou baixo peso (do inglés, wasting) é definida com o
indice de baixo peso para altura (WHZ); a desnutri¢do crénica ou nanismo (do inglés, stunting)
é definida como o indice de baixa altura para a idade (HAZ); e a subnutri¢do € definida com o
indice de baixo peso para a idade (WAZ) (ACF, 2010; WHO, 2017).

A partir da avaliacdo desses dados nos grupos de estudo, foi possivel determinar que as
criancas nao tiveram diferenca na mensuragdo das medias antropomeétricas, e nem dos scores Z
entre os dois grupos avaliados. Mas com a avaliagdo temporal entre cada grupo, de forma
individual, o escore WHZ apresentou diferenca estatistica dentro dos dois grupos (P < 0,0001).
Esse achado pode ser atribuido a caracteristicas da propria populacéo estudada, onde a partir de
um estudo coorte, que avaliou criangas desnutridas em comunidades também na cidade de
Fortaleza — CE, foi possivel relatar a prevaléncia média de criangas que apresentaram quadro
de desnutricdo aguda (WHZ), no qual 30% das criancas apresentaram desnutri¢cdo cronica e

quase metade destas apresentaram acesso a nutricdo multideficiente (PSAKI et al., 2012).

Apesar dos dados avaliados ndo terem apresentado associagao entre 0 microrganismo e
o deéficit no crescimento das criangas nesse estudo, alguns trabalhos ja apresentaram essa
associagdo. Temos como exemplo um estudo caso-controle realizado também na cidade de

Fortaleza — CE, onde as criangas do grupo caso eram identificados com s presenca de diarreia.
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A presenca de C. jejuni / C. coli indicou associa¢do com a diminuic¢do dos scores WAZ e WHZ
(QUETZ et al., 2010). Outro estudo na cidade de Fortaleza — CE, com criangas desnutridas
(WAZ < - 2 DP), infeccBes ocasionadas por C. jejuni foram associadas com 0s casos de
desnutricdo (VERAS et al., 2018) Amour e colaboradores (2016) relataram que a segunda
metade do primeiro ano de vida das criangas parece ser o periodo mais critico para infecgdes
por Campylobacter spp. e apresentarem associadas com déficits no crescimento. Este achado
foi baseado nas evidéncias do estudo MAL-ED, que mostrou que infeccdes subclinicas
provocadas por enteropatogenos foi mais fortemente associada a déficits de crescimento do que

0s casos com a presenca de diarreia (ROGAWSKI et al., 2018).

Para avaliar a integridade da barreira intestinal e a presenca de inflamacao,
biomarcadores foram empregados. Para a barreira intestinal, os testes relacionados a
mensuracdo da lactulose, manitol e da razdo L/M n&o mostraram diferenca entre os grupos do
estudo, caracterizando que essas criangas com infeccdo para C. jejuni aparentemente néo
tiveram perda da integridade da mucosa intestinal, identificada através da lactulose, e nem perda
da area absortiva, identificada pelo manitol. No entanto, as criancas com infeccdo para o
patdgeno apresentaram aumento na excrecdo da AAT (P = 0,0372). AAT é um marcador de
ruptura mais severa da barreira intestinal, e embora seja um ensaio pouco sensivel de ruptura
estrutural da barreira intestinal, a proteina é altamente resistente a degradacdo enzimatica.
Assim, esta proteina é utilizada como biomarcador endogeno de perda proteica pelo tubo
digestivo, sendo um biomarcador que ja foi associado com destruicao do epitélio intestinal em
estudos anteriores (RAHAMAN et al., 1983; SOENDERGAARD et al., 2015; GUERRANT et
al., 2016).

Nos resultados para MPO e NEO, que estdo relacionados com a presenca de inflamacéo,
também ndo apresentaram diferenca entre os grupos do estudo. A inflamacdo intestinal também
pode interromper a funcdo da barreira intestinal em um ciclo vicioso, e MPO e NEO séo dois
biomarcadores promissores para a deteccéo de inflamacdo intestinal. Além disso, 0 aumento de
ambos nas amostras fecais ja foi associado com diminui¢do do HAZ em criancas (GUERRANT
etal., 2016; PRATA et al., 2016).

Relacionamos neste projeto a analise de genes da prevaléncia dos viruléncia
relacionados com a motilidade, quimiotaxia, adesdo, invaséo, producgéo de toxinas, resposta ao
estresse oxidativo e regulacdo na captacdo de ferro. Para esta avaliacdo foi utilizado a primeira
amostra positiva das criangas para C. jejuni. Dentre os 20 genes de viruléncia pesquisados, 0

gene cheW, relacionado a quimiotaxia bacteriana, foi 0 mais prevalente (84,13%). Essa alta
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prevaléncia também foi encontrada em estudo realizado por Koolman e colaboradores (2015),
em diferentes isolados de C. jejuni, onde o gene teve prevaléncia de 95,83%. Estudo caso-
controle do projeto MAL-ED realizado com criancas desnutridas, o gene também apresentou
alta prevaléncia (87,9%) (VERAS et al., 2018). O gene faz parte do mecanismo de quimiotaxia
da bactéria, sendo um fator importante, junto com a motilidade, para a sobrevivéncia bacteriana
(Korolik, 2019).

Genes que ja foram associados a infecgdes mais severas provocadas por C. jejuni
tiveram baixa prevaléncia dentre os identificados nesse estudo. Um dos exemplos € o gene pVir,
relacionado ao plasmideo regulador do sistema de secre¢do do tipo IV (BACON et al., 2002),
gue ndo teve prevaléncia nesse estudo. A presenca do gene ja foi associada com casos de
disenteria em pacientes com C. jejuni (TRACZ et al., 2005). Outro gene com baixa prevaléncia
foi o ciaB (1,58%). Este gene é regula a proteina CiaB, que é capaz de provocar a destrui¢cdo
dos microtubulos, promovendo a invasdo bacteriana e, permitindo assim a mobilidade do
patdgeno dentro da célula do hospedeiro (RIVERA-AMIL, et al. 2001). O gene teve
prevaléncia bem superior em outros estudos com pacientes que apresentaram sintomatologia,
como o de Redondo e colaboradores (2019) com amostras diarreicas, onde o0 gene teve
prevaléncia de 80% nas amostras positivas para C. jejuni. Outro estudo realizado por
Ghorbanalizadgan e colaboradores (2014), com criancas hospitalizadas que apresentaram
diarreia aguda, o gene apresentou prevaléncia de 100% nas amostras de fezes positivas para o
patégeno. Além disso, outro exemplo foi o trabalho realizado na cidade de Fortaleza — CE, com
criancas com diarreia moderada a severa, onde 0 gene teve prevaléncia de 95% nas amostras
(QUETZ et a.; 2012).

O gene dnaJ, responsavel pela sobrevivéncia bacteriana ao choque térmico, teve apenas
4,76% de prevaléncia nesse estudo, sendo mais um exemplo de gene que teve alta prevaléncia
em trabalhos realizado com paciente que tiveram a presenca de diarreia (QUETZ et al., 2012;
KOOLMAN etal., 2015; REDONDO et al., 2019). E outro gene ja relacionado com o aumento
da viruléncia do microrganismo, o cdtB, também teve baixa prevaléncia (20,63%). cdtB faz
parte da proteina citoletal distensora, sendo a parte ativa da proteina, que penetra na célula,
guebrando o DNA da célula do hospedeiro, fazendo com que ocorra a parada do ciclo celular,
e por consequéncia, a morte da célula por apoptose. O gene obteve prevaléncia de 95% em
cepas de C. jejuni de pacientes com diarreia moderada a severa. Mas uma baixa prevaléncia foi
observada em amostras de criancas desnutridas (15,2%), onde sua auséncia foi associada a

infeccdo subclinica ocasionada por C. jejuni. (VERAS et al., 2018).
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Assim, a mudanca de perfil de prevaléncia entre 0s genes que mais acarretam
sintomatologia causada por C. jejuni em humano, pode explicar o fato das criangas desse estudo

ndo apresentarem sintomatologia clinica mesmo infectadas pelo patogeno.

A andlise entre a associacdo dos genes de viruléncia com os escores Z de crescimento
foi realizada com o intuito definir um padrdo de genes que pudessem estara relacionado com a
diminuicdo de algum dos escores Z nas criangas que tiveram amostra positiva para C. jejuni.
De acordo com a andlise multivariada realizada, ndo houve associagdo entre essas variaveis,
apenas uma tendéncia entre o gene dnaJ e o escore Z HAZ (P = 0,086). Essa avalia¢do foi
realizada levando como base estudo caso-controle do projeto MAL-ED realizado na cidade de
Fortaleza - CE, onde a associa¢do entre a presenca do gene flgE, relacionado com a motilidade,
e a auséncia do gene cdtB, relacionado a toxina citoletal distensora, foi associado com a
diminuicdo do WAZ < -2 (VERAS et al., 2018).

Essa analise foi possivel utilizando como ferramenta estatistica o programa CART
analysis, que tem sua funcéo baseada na formacao de arvores de classificacdo e regressdo para
associar diferentes variaveis (ZHOU e MCARDLE, 2015). O emprego dessa analise ndo foi
possivel nesse estudo pois ndo foi possivel a obtencdo do programa para esse fim. Como
alternativa, foi realizado a analise multivariada por regressdo logistica, mas o nimero amostral

pequeno prejudicou a analise.

Como a plataforma de PCR em tempo real TAC diagnosticou 29 enteropatdgenos, fi
possivel realizar a analise da associacdo de copatdégenos com infeccdes por C. jejuni. Assim,
22 enteropatogenos tiveram pelo menos uma amostra associada com C. jejuni, onde EPEC foi
0 agente mais prevalente nessa associacao (44,44%), seguida de EAEC (33%). Esse perfil foi
compativel com a anélise de coinfec¢do, utilizando também a plataforma TAC como
diagnostico, realizado no estudo caso-controle do MAL-ED no Brasil, onde EPEC foi o também
0 patdgeno mais prevalente, com 58%. Em adicdo, EAEC foi mais uma vez o segundo patdégeno
mais prevalente, com 56% (VERAS et al., 2018). Estudo realizado por Santos e colaboradores
(2019), Campylobacter spp. foi o quarto copatdogeno mais prevalente, sendo associado aos casos
de diarreia na populagdo infantil do semiérido brasileiro. J& no estudo realizado por Lima e
colaboradores (2017), Campylobacter spp. foi o copatdgeno mais prevalente, e na analise com
trés ou mais patogenos associados até os seis meses de idade das criangas. Em nosso estudo a
analise com a associacao de dois ou mais patégenos foi realizada, mas néo obtivemos influencia

dentro da populagéo estudada.



85

O diagnostico para definir as amostras que foram positivas apenas para C. jejuni e C.
coli foi realizado através de PCR convencional, pois a plataforma TAC realizou o diagnostico
concomitante das duas espécies (PLATTS-MILLS et al., 2018). Assim, foi possivel encontrar
a presenca de C. coli em 11% das amostras positivas para C. jejuni. Coinfeccdo entre duas ou
mais espécies de Campylobacter aparentemente ndo € comum, onde, na maioria das vezes,
apenas uma espécie do microrganismo € diagnosticada (RICHARDSON et al., 2011). Estudo
caso-controle realizado por Quetz e colaboradores (2010), foi encontrado a deteccdo da
coinfeccdo entre C. jejuni e C. coli em 2,4% das amostras do estudo. Além disso, uma baixa
prevaléncia dessa coinfeccdo (1,8%) foi encontrada em estudo realizado por Bhadra e
colaboradores (1992), na india. A baixa prevaléncia da associacio entre espécies de
Campylobacter provavelmente ocorre pelo fato da pesquisa de outras espécies de
Campylobacter, além de C. jejuni e C. coli ndo ser muito empregada, utilizando,

principalmente, o diagnéstico por PCR como ferramenta (PLATTS-MILLS et al., 2014).

A partir dos resultados da coinfec¢éo, foi possivel realizar a anélise entre a interacdo de
copatégenos com C. jejuni e a influéncia dessa interacdo sobre 0s Z-escores e 0s biomarcadores
de permeabilidade intestinal e inflamacdo. As analises foram realizadas utilizando os dois
patdégenos mais prevalentes, EPEC e EAEC, por conta do niUmero amostral. Assim, em relacdo
ao Z-escore, a coinfeccdo entre EPEC e C. jejuni foi associado com a diminuicao do escore Z
WHZ nas criancas (P = 0,0491). Em adicdo, a coinfeccdo entre EAEC e C. jejuni mostrou
influéncia em relagcdo com a permeabilidade intestinal, apresentando a diminuigéo da excrecéo
de manitol (P = 0,033), aumento da razéo L/M (P = 0,0024), e aumento da excre¢do de AAT
(0,0103). Além disso, EAEC com C. jejuni também apresentaram aumento na inflamacéo
através da NEO (P = 0,047).

Campylobacter spp. e EPEC foram patdgenos associados com o déficit no crescimento
de criancas até os 24 meses de idade de todos os paises que participaram do estudo MAL-ED,
incluindo criangas que apresentaram sintomatologia (MAL-ED, 2017). Além disso, essa
associacdo ja foi relacionada aos casos de diarreia em estudo caso-controle, tanto na analise

univariada, como na multivariada (SANTOS et al., 2019).

Campylobacter spp. foi o copatégeno mais prevalente em amostras positivas para EAEC
nas criangas participantes do estudo MAL-ED até os seis meses de idade. Essa interagéo teve
associacdo com aumento da inflamacdo intestinal, através da analise de MPO nas amostras
fecais. Além disso, EAEC, nessa mesma populacdo, apresentou alteragdo na razdo L/M,

aumento no nivel de excrecdo de AAT, além do aumento do nivel de NEO nas amostras fecais
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(LIMA et al., 2017). Essa interacdo entre C. jejuni com copatdgenos, e a presenca de déficit no
crescimento, inflamacdo e alteracdo na permeabilidade intestinal, sugerem que essas criancas

possam ter a disfuncdo entérico ambiental (DEA).

A DEA, que esta vinculada ao impacto de infecgdes entéricas frequentes e numerosas
no intestino, resultando em um estado de ativacdo imune persistente e permeabilidade alterada,
foi proposto como uma chave determinante no déficit do crescimento em criancas de
populacdes de baixa e média renda (KOSEK et al.,, 2017; MAL-ED, 2017). Multiplos
mecanismos fisioldgicos, pelos quais 0s enteropatdégenos podem interromper o funcionamento
do intestino, j& foram identificados, embora a consequéncia a longo prazo em ambientes onde
a exposicdo a enteropatdgenos € intensa e continua, sdéo mal compreendidos (GUERRANT et
al., 1999; BERKES et al.; 2003; BROW et al.; 2015; PLATTS-MILLS et al., 2015). PopulacGes
de baixa e média renda também estdo sujeitos a outras causadas de falha de crescimento,
incluindo ingestdo alimentar inadequada e frequente exposicdo as doencas, que podem
influenciar os biomarcadores da DEA, além dos relacionados ao crescimento dessas criancas
(KOSEK et al., 2017)

Biomarcadores ndo invasivos, que caracterizam os aspectos fisioldgicos e a integridade
do intestino estdo sendo utilizados para a caracterizacdo da DEA. O teste de lactulose e manitol
é um dos mais utilizados para identificar danos na barreira intestinal, dano esse observado na
coinfecc¢do entre C. jejuni e EAEC. A alteracdo na diminuicdo da excre¢do de manitol, além de
aumento na razdo L/M, caracterizou a ocorréncia do dano na barreira intestinal, onde esse dano
resultou na perda de areas de absor¢éo, caracterizado pela baixa excre¢do de manitol (DENNO
et al., 2014). Além disso, foi caracterizado dano também através do aumento nos niveis de
AAT. Esse achado também foi encontrado na analise dos biomarcadores apenas com C. jejuni,
onde a coinfeccédo entre EAEC e C. jejuni também pode ter influenciado nesse resultado inicial.
Além disso, o aumento do perfil inflamatorio, associado com o aumento da resposta imune
celular, com a intensa ativacdo de células T ou macrofagos (HOFFMANN et al., 2003), foi

caracterizado pelo aumento da NEO nesse grupo com coinfeccao.

Os resultados de coinfecgdo mostraram que as criangas do estudo que apresentaram
infeccdo subclinica podem apresentar DEA, caracterizada através da infeccdo por maltiplos
enteropatdgenos, diminuicdo de um dos escores Z de crescimento, além da alteracdo na barreira
intestinal e presenca de inflamacg&o. Essa caracterizacdo pode estar relacionada apenas com a

presenca de EPEC ou EAEC, sem a influéncia de C. jejuni, mas estudos apenas com esses
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patdgenos, nessa mesma populacao, devem ser realizados para que assim essa hipotese possa

ser comprovada.

O estudo teve algumas limitaces, uma delas foi o baixo niumero amostral em algumas
variaveis, que impossibilitou a anélise de uma regressdo multivariada mais robusta; além disso,
a pesquisa de outros biomarcadores, como de translocacdo bacteriana, inflamagdo sistémica,
além de biomarcadores metabdlicos, por exemplo, poderiam ajudar em uma melhor
caracterizacdo da DEA, além da identificacdo de uma ligacdo mais forte entre as interacdes dos

enteropatdgenos com o deéficit no crescimento dessas criancas.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados gerados por esse estudo na analise das amostras do coorte MAL-
ED no Brasil, sera realizado o mesmo desenho experimental nas amostras positivas para C.
jejuni/C. coli dos 8 paises participantes do MAL-ED. Dessa forma, as variaveis terdo um
namero amostral maior, e assim seré possivel comprovar os dados gerados nesse estudo atraves

de analises multivariadas em todos os paises participantes.
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8 CONCLUSAO

C. jejuni teve alta prevaléncia em infeccBes subclinicas nas criancas com até 24 meses

de idade que séo residentes em comunidades da periferia da cidade de Fortaleza — CE.

Dentre os fatores de riscos determinantes para infeccgoes, a falta de uma amamentagéo
exclusiva, até os 6 meses de idade das criancas, foi 0 que se mostrou mais fortemente associado

a infec¢des causadas por C. jejuni.

A infeccdo subclinica causada por C. jejuni ndo influenciou no déficit de crescimento

na populacgéo do estudo.

N&o houve a presenca de inflamacédo intestinal causada pelo microrganismo, mas foi
observado dano na barreia intestinal através da avaliacdo do biomarcador AAT.

Os genes de viruléncia que estdo mais associados a severidade de infeccdes por C. jejuni
foram encontrados em uma baixa prevaléncia nesse estudo, podendo assim caracterizar a
presenca da infeccdo subclinica. Além disso, nenhum gene foi relacionado com a diminuicéo

de algum score de crescimento.

A presenca de copatdgenos se mostrou crucial para a alteragdo de variaveis relacionadas
ao déficit de crescimento no estudo, alteracdo na barreira intestinal, além de inflamacdo. Essa
analise aponta que danos mais severos, que possam caracterizar a presenca de DEA, s6 acontece
se C. jejuni estiver associado a outro enteropatdgeno nessa populacao estuda. Além disso, esse
estudo reforca a importancia da infeccdo por EAEC e EPEC em infecgdes subclinicas em

criancas.
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-~ CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DE UM ESTUDO DE PESQUISA -

De Que Trata Este Esmdo

Doutores da Universidade Federal do Ceard, no Brasil Universidade da Virgimia, Universidade de Washmgton ¢
Unrversidade John Hopking. nos EUA cstio tenando aprender sobre a5 causss de desnutnigio em criangas peguenas em
nossos paises. Desoutnglio ¢ uma doenga onde ha uma quanndade inadequada de absorgio dos mutrientes da comada que
ingerimos. Isto tem vanas causas. Uma causa ¢ 2 falts de acesso adequado 2 comuda. Em adigio. desnutricdo ¢ sssociada a
infecgbes miestinars que pode mudar a unfizagio dos nutricmies. E tambem possivel que 2 genética torme alssmas ciangas
Mals SUsCetiveis 8 desnulnicdo que outras.

Genes sho feitos de material conhecido como DNA. E heranca de nossos pais ¢ o5 homens podem camegar o5 genes de
muitos microbios amipns que morem em aosso corpo. Este esfbrio para aprender mass sobee 35 causss da desmiragio om
criancas ¢ um estudo de pesquisa.

Este projeto foi aprovado pelos comatés de ética om pesquiss nos paises onde se fara o estudo, inchesive o Brasil

A razio para csic cstudo de pesquisa € que 3 desnutnigdo ¢ um grande problema om nosso pais ¢ a panicipagio de s
crianga neste estudo talver condizs 8 Aovos camimbos de prevengio ou tretemenio de desmutngdo Um possivel beneficio
dc sua participacho pode ser melhorar a smade de todos que moram cm nosse pais ¢ om oulros parscss.

Vook esté sendo convidado a participar deste estudo porgue a partcipagio de sua crianga talvez nos ayude = identificar o
que causa desnulnicho em cnangas durante os prmemos 2 anos de vida. Esie € o lempo onde 2 desmuing do pode ser muito
eomum ¢ pode conduzir a longo prazo inabilidade se ndo tratada apropriadamente.

Os pesquisadores deste estudo s@or Dr Aldo Lima (UFC-Brasil), Dr. Alaro Madeiro (IPREDE-Brasil) & Dr
Richard Guerrant (UVa-EUA)

Este estudo serd realizado em Fortaleza, Brasil

-
Se voot accitar que Sua crianga participe deste esindo nos faremos o seguinie.
s Avaliammds sua crianca no periodo de sclegio ¢ entlo depois de 3.6, 9 ¢ 12 meses (5 vezes) para
L. Medir sua abtwra, peso & circunferéncia da cabega;
2, Coletar mformagdes sobre priticas de abmeniagSo de sua crianga.
*  Avaharemos sua crianga no periodo de sclegio ¢ entio depors de 6 meses (2 vezes) para
1. Coletar uma pequena amostre de saliva (cquivalente 2 uma colher de cha) para isolar o5 penes da crianca (DNA)

na selegdo apenas;
x Cuh.lrmmnm amosira de sangue (equivalente a uma colber de chi) para lestar o nivel de mEentes no

3 &unﬂxvmﬁ(mjmpummEummcmg:hﬂﬁ:mMmt
resolver problemas
s Avaliaremos sua cnanca no periodo de seleglo ¢ entho depois de 3 meses (2 veres) para:
1. Farcr sus crianga beber uma solugdo de agiicar e coletar 2 urma dela 5 horas mais tarde.
2. Coletar amostra de fezes pama identificar ¢ isolar microbios ¢ estudar os genes dos microbios das feses (DNA )
* 5S¢ sua crianga for encaminhada a um centro de smide, hospital ou médico, wiver possamos obter slmuns resultados
= Abordsremos vock (mic) no inicio do esiudo para medir sa altws & peso ¢ coletar ums pequens smostrs de saliva
para molar seu gene (DNA) clou sangue (cquivalente a uma colher de chi) pars detorminar seu grupo ssnpmnco.
(Sua decisio em participer nesta parte do estudo ¢ opcional & no afetars 3 participasio de sua ceancaj

APPROVAL D27 _ﬁqfig M&ﬂ;ﬂ,r
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Armazenaremos a2 saliva, o sangue, unna, fezes e DNA de sua cnanga coletados como parte deste estudo em
cimeras seguras de armazenamentio, @is como congelador, que ficam localizados em salss que podem apenas
serem acessados por algum membro de nossa equipe centifica Algumas dessas amosiras coletadas poderfo ser
enviadas a um laboratorio na Universidade da Virgina (EUA) para testes especabzados Todas as amostras
serio codificadas com mimero, assim nio terd nenhuma identificagio des mformagies (isto & nome & endereco)
€ seriio eswcadas com as amostras ou resultados de seus testes. Se vood mudar de idéia sobre manter estas amosiras
vock poders enirar em contato com a cquipe ¢ a5 amostras seriio destruidas Caso vocd concorde em pasticipar desie
estudo suas amostras ficardo estocadas ¢ sob a responsabalidade do grapo de estudo durante os cinco anos de realizacio do
esiudo.

Esta Pesguisa Poderd Ajudar-me?

Os bencficios para vock 30 entrar neste estudo € que podoemos detorminar 3 causa da desnutrigio de sus crianga ©
encaminhar-the para servigos de saide locais pars tratamento apropriadc. Sus crianca podera sor beneficiada com 2
monitoracdo ¢ a promogdo do peso que deverd acomtecer 205 0, 3. 6. 9 ¢ 12m do cstudo . O dowtor efou o investigador
informara sobre qualquer situagSo durante o estudo que tenhs importincia para realizar cuidados médicos.

Esta Pesquisa Promove Algum Risco?

Consideramos que toda pesquisa envolvendo seres bumanos envolve risco, mesmo que scja minimo Algum dano cvental
poderd ser mediato ou ardio, comprometends o individoo oo 3 comumdade Pode ser que vood so sinta desconfortaved a0
responder o questiondnio e que vocd &fou sua crianga pode &7 leve ¢ temporina dor quando da coletz de sangoe. além de
poder surgrr uma mancha roxa resultante do extravasamento de sangue para fora do vaso smguinco

Garantia em Caso de Danos

Nio estd previsto indenizagSo ou ressarcimento 80 sujcito participante deste estudo. porm o pesquisador responsivel
assumnc 3 responsabilidade de formecer 2 ssmsténeia idegral necessana relerenie &= comphbesgdes © damos decormemies de
algum risco previsto.

Como Minha Privacidade Sers Protegida?

Registros do estudo que o dentificam (Ex Nome ¢ Enderego) serio mantidos confidenciais ¢ fechados em um lngar
scguro sob a responsabilidade do mvestigador principal local Como regmstrado acima. &3 amostras de s cisnga ¢ o=
resultados dos iesies serfo codificados ¢ armarenados separsdamente para a mmdlise pelos mvestigadores que estho
diferentes locais do cstudo possa dentificar sua crianca como doadora destas amostras.

Ouiras pessoas que podem acessar os resultados dos scus testes © termo de consentimento 580 05 comEES ¢ apEncias
Como todos 03 testes serfio fertos cm todas as amosiras coletadas as pessoas que mampulardo estas amosiras nio saberdo
quem as doou porgue elas serio codificadas

Se vool assinar este formulano, vocé dard permissio para divulgar 3 mformas 3o a todos os posquisadores astorizados & a0
mﬂtmﬂnuﬁdﬂ&rﬁummm&ﬁﬁ,mnﬁmm
nestc estudo, sora codificada, impossibilitando algném sepwir vood ou sua erianga ou ssa. sus privacidade serd protegida.
libcrado somenie com su permissio ¢ sem nenbuma informagio sus ou de Tus crianca associado 2 ele

Eu Preciso Participar?

Voot niio precisa participar deste estudo sc nio quscr. lsto significa participacio voluntaria Cabe 2 vocd decidir em estar
negte eatudo de acondo com seu inferesse. S voce ndio desgyar partcipar deste estudo ndo asme mie formukang

Vock pode mistromper sua participacio no cstudo a qualquer hora. S¢ vood decadir retirar sua cnanga do cstudo enire em
contato com a3 agentes de smide ou com o pesquisador local pars regisirarmes sua saids Também informe s voof desgar
que &3 amostras ¢ de sua crianga ja colctadas scjam destruidas ¢ o2 dados removidos do banco de dados
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Comité de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE). telcfonc: 3366 8338 Enderego: Rua Cel Numes de Melo, 1127

Rodolfo Tesfilo CEP- 60.430-270.
Dr. Aldo Lima, Unidade dc Pesquasa Clinaca, UFC (telefone: 3366 8437),
Dr. Alvaro Madeiro, IPREDE (ielefone: 3218 4000)

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

assinar este formulario.

NOME DO PARTICIPANTE NOME DO PARTICIPANTE DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA
QUEM OBTEVE O CONSENTIMENTO QUEM OBTEVE CONSENTIMENTO DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA)

Nota pars as Agentes de Sside: No caso de pessons iletradas, 0 tormo de consentimento seré lido para vood com & preseags de ams
testemunhs (ndo vinculads 20 estudo) ¢ ums mpressio digital (do dedo) serd obtids no inger ds sseraturs A testemunhs tEmbém

NOME DA TESTEMUNHA NOME DA TESTEMUNHA DATA
(ASSINATURA) (LETRA DE FORMA)
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ANEXO A: REGISTRO CONEP 16701
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Macional de Satde
Comissio Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 029/10
Registro CONEP 18701 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Registro no CEP - 246/09 F'rocesso n° 25000.639836/2009-76
Proisto de Pesquisa: “Etiologia, Fatores de Risco e Interagbes das Infecgbes
Entéricas e Desnutricdo ¢ suas Conseqiéncias no DPsen«olwmento e Saude da
Crianga”. Protocolo vers&o 01 data da capa de 05/03/2008, data do corpo do texto
26/08/2009; Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o estudo CASE-
CONTROL versao 2.1 de 15/04/2009, TCLE para o estudo COHORT verséo 4 de
15/04/2009. i

Pesquisador Responsave!: Dr. Aldo Angelo Moreira Lima

Institiigio: Universidade Federal do Ceara (CENTRO UNICO)

CEP de origen: Univorsidade aderal do Ceara

Area Tematica Especial: Pesquisa com cooperagao estrangeira

Patrocinador: Biff & Melinda 6 tes Foundation

Sumario geral do protocolo
A desnutricdo & considerada um dos fatores de risco mais prevalentes para
. morbidade e mortalidade em criangas abaixo de cinco anos. Estima-se que 20% das
criancas nos paises em desenvoivimento séio desnutridas e déficits nutricionais estéo
associados com mais da metada das causas de morte a nivel mundial. A desnutricdo
na infancia pode levar a déficits fisicos e cognitives & pode induzir déficits similares em
geracbes futuras com maes desnutridas que dédo & luz criangas de baixo peso. Além
dieso, a desnutricdc aumenta a susceptibilidade e a incidéncia de infecgdes e esta
associada com a diminuicio de resposta as vacinas. O entendimento das relagdes
complexas e sinérgicas entre infecgbes entéricas e a desnutricdo & fundamental para
planejar melhores estratégias de prevencéio. Apesar dos grandes avancos te"apeut»cos
as infecgées entéricas causadoras de diarréia perrmanecem como a causa primaria de
iodas as mortes, estimada em 17-20% (até ~2.1 milhdes de mortes) por ano em
criangas abaixo de 5 anos de vida. Embora a mortalidade causada por patégenos
entéricos tenna reduzido mundialmante nas Ultimas trés décadas, estima-se que a taxa
globai da morbidade devido & diaméia tenhs aumentando no mesmo periodo.

A origem da desnutricio infantil é complexa com uma variedade de falores
diretos e indiretos relacionados 120 apenas com a escassez de alimentos, incluindo
aleitamente materne msuxuerm e precario suporte de suplementos alimentares, mas
tambem esiados catabélicos devido as infecctes, e a resposta inadequada do
hospedeiro e de sua microbiota intestinal ac déficit caldrico. Bactérias patogénicas,
virus e parasitas intestinais parecem comprometer o estado nutricional ern duas
maneiras distintas: 1) Os paldgenos entéricos impedem a absorgdo de nutrientes,
reduzindo a capacidade absortiva do intestino, dessa forma, causando desnutricao
protéica-energética e de micronutrientes; 2) As infecgdes entéricas podem também
comprometer. a barreira intestinal, resultando na permeabilidade aumentada de
patégenos, endotoxinas e outras macromoléculas que podem resultar em estimulagéo
crénica do sistama imune.

Tanto as deficiéncies de micronutrientes como a estimulacao cronica imune
podem comprometer o crescimento e aumentar a susceptibilidade de doencas
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infecciosas. A microbiota intestinal alterada e patogenos podem reduzir a eficécia das
vacinas ministradas por via cral.

Enquanto ja se conhece que infeccdes entéricas podem induzir desnutrigao, a
literatura existente tratando de efiologias L.e enteropatégenos € limitada devido a
amostragens pequenas, sitios geograficos restritos e qualidade dos testes
diagndsticos. Apesar de gue a maior panu da atencdo do tratamento para diarréia
aguda ocorreu através da rehidratacfo, ainda existem pouces estudos da morbidade e
mortalidade devido as infeccdes entéricas crénicas e recorrentes, envolvendo
mxcroorgamsmoq & parasitas, ¢ sua contribuicdo para a morbidade clobal em criangas
abaixo de 5 anos e as sonsegiéncias e efeitos de lengo-praze na vida adulta.

Também néo existemn estudos sistematicos que elucidaram as raslagbes entre
créscimento/desenvolvimenic & microorganismos especificos, taxas de incidéncia
numa faixa etéria particuiar na infancia, ou infecges combinadas. Alem disso, ndo
existem estudos demonstrando  assoc conclusivas desses fatores com
indicadores intermediarios, come ﬂim";mgian intestinal, no qual presumivelmente associa
infecgoes entéricas com crescimento e dasenvolvimento. Também existe limitacéo na
lit=ratura avaliando a resposta as vacinas associada a infecgdo mista e o papel da
sunlementacdo de micronuirientes ern palses em desenvolvimento.

Esse projeto estabelacerd e coordenara uma rede muiticéntrica em populagées
com elevada prevaléncia de desnutrigdo e infecgbes entéricas, num estudo
compreensiva, utilizando protocolos comuns € bem organizados, para determinar
fatores que influenciam o desenvolvimento e satde infantis. A vigildncia epidemiolégica
interisiva em criangas durante os primeiros ancs criticos de vida, nos centros
propostos, permitira elucider algumas dessas complexas inter-relagdes, possibilitando
intervsn@éo com melhor custo-beneficio € com maior precisao.

A pesquisa de campo proposta ajudard a elucidar os fatores de risco para
desnutricio e infecgbes entéricas nessas populagdes. Também existe a necessidade
de expandir os achados para culros locais com presumidas altas taxas de morbic lade
devido &s infecgdes entéricas s com falta de ddOOS especificos.

Os principais objetivos de sse projeto sao: 1. Estabelecer uma réde coordenada

de furrn'! multicéntrica em paises em desmvolwmento na Asia, Africa e América do
Sul; 2. Conduzir estudos epidemiciogicos iniciais utifizando pro.ocolos padronizados

comiuns & éticos, na melhar pratica clinica, para aumentar a compreenséo de fatores de
risco para a desnutrigdo e doerigas entéricas. Esse entendimentc aumentara nosso
conhecimento de szus efeitos no desenvolvimento ¢ crescimento fisico e cognitive e a
susceptibilidade s doengas e sun resposta as intervengbes de sadde priblica em
criangas de paisss em desenvoivimento. 3. Estabelecer mecanismos que permitam
novos projetos financiados que possam ser aplicados no desenvolvimento de politicas
e intervengées de salde piblica. 4. Desenvolver ferramentas que permitam extrapoiar
0s achados desses estudos para oufras ponulagbes em que ha quantificagc precaria
da prevaléncia de doengas.

Estes objetivos serdo alcangados através de trés principais atividades: 1.
Estabelecer uma estrutura administrativa para desenvolver e gerenciar uma rede
multicéntrica em pafses em desenvolvimento para estudar a desnutriggo e infecgdes
entéricas; 2. Conduzir um estudo epidemiolégico longitudinal prospectivo e de caso-
controle para identificar os fatores associados com o risco as infeccdes entéricas,
diarréia crénica, desnulrigdo, assim como comprometimento da fungdo intestinal,
resposta as vacinas e desenvolvimenio e coletar dados fenotipicos e ambientais nos
centros da pesquisa, permitir a integragao de futuros estudos através das colaboragbes
de pesquisa e atividades de pesquisa ern parceria, designadas para reduzir a
mortalidade infantil; 3. Desenvolver ¢ ilustrar modelos lemporais e geoespaciais,
utilizando dados de fontes secundarias, assim como desse projeto, para estimar a
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distribuicdo e sobrecarga da desnutrigdo e infecgdes entéricas, assim como, 0s
beneficios atribuidos as varias intervengdes.

A rede multicéntrica preposta aqui ird obter dados e amostras para avaliar a
contribuicdo de cada um desses fatores para desnutrigdo e suas conseqliéncias.
Espera-se n&o apenas encontrar asscciagbes a partir destes estudos observacionais,
mas produzir novas hipéteses a serem testadas, e tamhém providenciar uma infra-
estrutura colaborativa para apoiar financiamentos para descobertas cientificas. A partir
da estrutura de acordos, espera-se que essa rede forme uma ponte para estudos
colaborativos em salde e desenvolvimento infantis em areas com menos recursos.

O protocolo propde a nivel internacional um estudo multicéntrico epidemioldgico
para esclarecer a relacéo entre as varias infecgdes intestinais, desnutricéo e relagao
estatural em criancas desde o nascimenio até a idade de 24 meses em palses em
desenvolvimento, incluindo a avaliagio de dados geograficos, ambientais, socio-
culturais e diversidade de eticlogias. Sera conduzido na Asia, América do Sul e Africa
entre populagées bem estabelescidas, utilizando uma agenda de pesquisa com ensaios
pars func@o intesfinal, microbiologia, antropometria, nutriglo, fungéo cognitiva e
imunogenicidade de vacinas orals, bem como vigiléncia em comumcade para doengas
infecciosas. O estudo envelve a4 mistura de comunidades urbanas e rurais, com media
e alta prevaléncia de infecpdes intestinais e baixa estatura, onde uma intervencéo alvo
possa ter Um impacto significativo na redugéo de infecgao intestinal e desnultrigao.

O estudo assume os aspectos de estudo coorte longitudinal e estudo caso-
controle. No estudo de coor*r* longitudinal o desenho do estudo coorte prospectivo e
lorigitudinal permitiré capturar o tempo e a sequéncia dos episodios de diarréia e as
ligacies destes com a fungdo intestinal, indicadores nutricionais e medidas de
crescimento e desenvolvimento. Apos assinatura do TCLE, mulheres gravidas seréo

eguidas regularmante e a nartir do nascimento da urlanc;a 2 mesma sera seguida por,
no minimo, 24 meses de idade. Nesse perfodo serd avaliada a fungéo intestinal,
microbiclogia, estado nutricional, clinico e a fungéo cognitiva das criangas. Cada lecal
de estudo ird estudar cerca de 207 criangas no ceorte. A vigilancia ativa geral e para
doencas infecciosas ira incluir visitas semanais (2x) nas casas para seguimento das
criangas do-estudo. Todos os Incais proverdo aos participantes, padroes regionais de
cuidados para o tratamento de doencgas cormumente observadas.

Q estudo caso conirole serd reatizado no Brasil e Bangladesh. Casos e controles
bP!'IO identificados em ambas comunidades e clinicas. O desenho do estudo sequird

erca de 500 casos e 500 controles, pareados por idade e comunidade (em cada local),
idad:r: de 6 a 24 meses, seguidos no 19, 3% 6° ¢ 12° meses. Cada local deve reaiizar
um numero ou fraqiiéncia minima de testes e avaliagdes, incluindo provas funcionais
intestinais, medidas antropoméiricas, dosagens de micronutrientes, imunogenicidade
vacinal e avaliagéo da fungéc cegnitiva tabelas fl 33, 34, e 35. Na admisséo, as
caracteristicas farilizres e o Q! malerno serao verificados.

Local de realizagéo

: Trate-se de um projeto internacional muliicéntrico, com cooperagao estrangeira,
que no Brasil serd realizado em um sd centro. Além do Brasil, participardo do e<tudo
na América do Sul (Brasil e Peru), na Africa (Africa do Sul e Tanzania) e na Asia (India,
Bangladesh, Paquistdo e Nepa!). Foi apresentado documento de aprovagdo do estudo
nos EUA (pdgmas 07 e 17-22, nurneragéo do CEP). Além disso, consta documento
infitutado “Esclarecimento da nd&o participagéo americana no estudo” (pagina 11,
numeracdo do CEP) em que o pesquisador responsavel informa gue a Universidade de
Virginia (EUA) serd o centro de administragio de uma parte do projeto, porém por ndo
ssrum pais em desenvolvimento, as atividades do protocolo nao seréc realizadas em
tal pals. Na “Declaragiio de uso de destino do material biolégico e dados coletados”
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{(pégina 13, numeragéo do CEPR) o pesquisador responsavel informa que os materiais
bioldgicos e dados coletados serdo utllizados de acordo com as orientacées
estabelecidas no presente projeto & que o “possivel envio dos mesmos para o exterior
seguira os padrées exigidos pela Resclugao CNS 347/2005".

A0 todo & nrevisto o recrutamento de 1200 sujeitos de pesquisa no estudo, todos
no centro em tela. Foi apresentada “Declaracdo de infra-estrutura das instalagdes da
UIPC" (paginas 09-10, numeracéo do CEP), demonstrande due o centro em tela se
encontra adequado para realizagéo do estudo.

Apresentagdo do protocois

A Folha de Rosto encontra-se preenchida e assinada.

Na "Declaragdo de Concordancia com o Projeto” (pagina 12, numeragéo do
CEF) o pesguisador responsaval informa que o mesmo fez parte da equipe
idealizadora do projsto e que esta r\.enamr-me de acordo com o mesmo. Consta (p. 08,
numeragao do CEP) Declaracie do Presidents do IPREDE (Instituto de Prevencéo a
Desnutricio e a Exsepcionalidade) autorizando & realizagio da pesquisa na instituigao,
bem como Declaragéio de Infia-Estrutura das instalagdes da UPC (Unidade de
Pesquisa Clinica da Universidade Federal do Ceard), declarando a sua adequacgio
pera & realizagac do estudo. Constarn Daclaragtes de Compromisso do pesquisador
prmr*laal quante ao cumprimeanto das Resolucdes 186/36 e340/2004 do CNS.

O orgamento financeiro (pagina 1€, numeragao do CEP) informa que o valor
total previsto para o estudo em .u"‘ & de R$ 2.551.197,95 .

O currfculo do pesquisador responsave! (paginas 108-132, numeracao do CEP)
demonstra que o mesmo se encontra apto para condugio do estudo.

Foram apresentados dois modelos dz Termo de Consentimento Livre &
Esclarecido (TCLE): para paiticipacdo no estudo COHORT (paginas 104-108,
numeragao do CEP) e para participasdo no estudo CASE-CONTROL (péagina 107,
numeragdo do CEP), ambos redigidos em linguzgem clara e objetiva e em formato
CONCiso.

Comentarios/Consideragdes

1. Nas paginas 105 e 107 dos TCLEs {numeragdo do CEP) encontramos a
afirmativa: "Armazenaremos saliva e sangue de sua crianca, urina fezes e DNA
coletados corno parte deste estudo em cémeras seguras de armazenaments, tais
COIMO COY mf:lador qua ficam localizados em salas que podem apenas serem
acessados por zigum r‘mmr\fc de nossa equipe cientifica. Algumas dessas
amostras coletadas podardo ser enviadas a v laboratéric na Universidade da
Virginia(EUA) para 1estes genéticos de riscos ligades a diarréia e desnutricao.
Todas as arnostras ser@o codificadas com numero, assim nfo tera nenhuma
identificagao das Informacoes (isio &: nomé e enderego) e serdo estocadas com
os resultados de seus testes. Se vocé mudar de idéia sobre manter suas
amostras voog podera entrar em contato com a eguipe e as suas amostras seréo
destruidas. Caso vocé concorde em participar dustc, estudo suas amostras
ficaréio estocadas e sob & responsabilidade do grupo de estudo durante os dez
anos de realizagdo do es k do”. Solicita-se, portanto, esclarecimento sobre a
form:g:ao de banco de malerials e, e caso afirmative da constituicdo do banco,
£ necessario apresentar os documentos cablveis requisitados pelas Resolugdes
CNS 340/2004 ‘peio fesles genélicos) e 347/2008, incluindo a definicao de
corno se dara a autorizagdo para uso do material armazenado apds cinco ancs,
de acordo com as Reselucdes supracitadas.

2. Nag mesmas paginas dos T CLEs (106 e 107, numerago do CEP), encontramos
ainda 2 afirmativa: “N&o existem riscos vinculados a este estudo”. Solicita-se

£
I
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adeguagdo da mesma, uma vez que, conforme disposto na Resclugdo CNS
196/96 que preconiza, no seu item V: Considera-se que toda pesquisa
envolvendo seres humancs envolve risco. O dano sventual podera ser imediato
ou ardio, comprometendo o individuo ou a comunidade. Solicita-se adequacgao
do texto.

J. Solicita-se deixar explicitv no TCLE & garantia ao sujeito de pesquisa sobre 0s
direitos a indenizacio, conforme itens V.5, V.6 e V.7 da Resolugao CNS 196/96,

4. Solicita-se a incluséo do enderego do CEP no tépico "Quem eu pesso contaciar
para Questoes sobre Dirsites como Sujeito de Pesquisa?”.

Diante do exposto, a Cemissao Nacional de Etica em Pesguisa — CONEP,
de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugiio CNS 196/96, manifesta-se
por aguardar o atendimento As quesifes acima para emissdo de seu parecer
final.

Situagdo: Protocelo com pendénaia,

De acordo com a Resolugdo CNS 195/96, as pendéncias devem ser
respondidas exclusivamente pelo pesquisador responsével no prazo de 60 dias,
a partic da data de envio do paracer pela CONEP. Apds esse prazo o protoceio sera
arquivado. A resposta do pesquisader principal deve ser avalizda pelo CEP com a
emissao de parecer consubstansiade e, se aprovada, deve ser encaminhada a
CONEP, Solicita-se ainda que as respostas sejam enviadas de forma ordenada,
conforme os iens de consideracio deste parecer, e a indicagdo da localizagio
das possiveis alteragdes no grotocolo.

Brasilia, 27 de janeiro de 2010.

W foo

Coordengdora da CONEP/CNS/MS
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ANEBO B: REGISTRO COMEPE N° 246/09

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

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

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

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

entéricas e desnutricdo e suas conseqiiéncias no desenvolvimento e
saude da crianga”

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

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

Atenciosamente,




