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Resumo em Portugués

Manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal como as diarréicas agudas figuram
como uma das principais causas de morte em criangcas. Espécies do grupo
Bacteroides fragilis sdo importantes constituintes da microbiota intestinal. Sua
importancia € reconhecida como agente etiologico de infeccbes enddgenas
associados ao trato gastrintestinal, além de outros sitios. Nosso objetivo foi avaliar a
ocorréncia e a distribuicdo de espécies do grupo B. fragilis em amostras fecais de
criancas com e sem diarréia, seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e
investigar a presenga de linhagens enterotoxigénicas. Foram analisadas 175
amostras fecais provenientes de criancas apresentando (n=110) ou nado (n=65)
manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal, com idade média de 2 anos de idade,
obtidas em Juiz de Fora, MG. As amostras foram avaliadas por métodos bioquimico-
fisiologicos e moleculares (PCR-Multiplex), e o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos foi determinado por metodologia de diluicio em Agar, de acordo
com CLSI. Dos isolados, foram identificadas 47 linhagens bacterianas
representativas do grupo B. fragilis. Pelo método bioquimico, identificamos 8
espécies do grupo e 4 espécies foram identificadas pelo método de biologia
molecular. Em 58,3% das amostras fecais, foram detectadas espécies do grupo B.
fragilis pela técnica de PCR — Multiplex. Em relacéo a linhagens enterotoxigéncias,
estas foram detectadas em 4,6% dos espécimes fecais, sendo em 3,7% das
amostras diarréicas e em 6,15% das amostras controle. Observou-se resisténcia a
todos 0s antimicrobianos  testados (ampicilina, ampicilina/sulbactam
piperacilina/tazobactam, meropenem, ceftriaxona, clindamicina e cloranfenicol). No
entanto, as drogas mais eficazes foram  ampicilina/sulbactam e
piperacilina/tazobactam. Os resultados mostraram que o grupo B.fragilis é
prevalente na microbiota fecal de criancas em Juiz de Fora, entretanto, em niveis
superiores nas fezes nao diarréicas. A metodologia molecular mostrou-se mais
eficiente na identificacdo microbiana, quando comparada as técnicas bioquimico-
fisiologicas. Os altos niveis de resisténcia observados suscitam reflexdes sobre o
uso indiscriminado de antimicrobianos. Estudos prospectivos sdo necessarios para
um melhor conhecimento do papel destas bactérias nas diarréias agudas em

criangas.



ABSTRACT

Clinical conditions in the gastrointestinal tract such as acute diarrhea are one of the
major causes of death in children. Species of Bacteroides fragilis group are important
constituents of the intestinal microbiota. Its importance is recognized as the etiologic
agent of endogenous infections associated with gastrointestinal tract and other sites.
Our objective was to evaluate the occurrence and distribution of species of B. fragilis
group in fecal samples of children with and without diarrhea, their antimicrobial
susceptibility patterns and to investigate enterotoxigenic strains. We analyzed 175
fecal samples from children presenting (n = 110) or not (n = 65) clinical
manifestations in the gastrointestinal tract, with an average of 2 years of age,
obtained in Juiz de Fora, MG. The samples were evaluated by biochemical-
physiological and molecular (PCR-Multiplex) methods. The drug susceptibility
patterns were determined by the agar dilution method according to CLSI. Of the
isolates were identified 47 bacterial strains representative of B. fragilis group. By the
biochemical-physiological methodology, 8 species of the group were identified and 4
were identified by the molecular genetics technique. In 58.3% of the fecal samples,
B. fragilis group were detected by the Multiplex - PCR. Enterotoxigenic strains were
detected in 4.6% of fecal specimens, of which 3.7% in the diarrheic and 6.15% in the
control samples. Antimicrobial resistance was observed against all tested drugs
(ampicillin, ampicillin/sulbactam, piperacillin/tazobactam, meropenem, ceftriaxone,
clindamycin and chloramphenicol), although the most effective drugs were
ampicillin/sulbactam and piperacillin/tazobactam. The results showed that the
B.fragilis group is prevalent in the fecal microbiota of children in Juiz de Fora,
however, at higher levels in feces from health donors than in diarrheic samples. The
molecular methodology was more effective in identifying microbial strains when
compared to the biochemical and physiological techniques. The high levels of
resistance observed raise thoughts about the indiscriminate use of antimicrobials.
Prospective studies are needed to gain a better understanding on the role of these

bacteria in acute diarrhea in children.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As doencas do trato gastrintestinal tém uma distribuicdo global e afetam
milhdes de individuos em todo mundo. A sua etiologia é variada e inclui
microrganismos de grande relevancia na medicina humana, como as bactérias,
dentre outros agentes. Nos paises em desenvolvimento, estas doencas figuram
como uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade em individuos
de todas as faixas etarias e, especialmente, em criancas de pouca idade, ao
considerar-se a etiologia bacteriana e viral.

Nos paises desenvolvidos, estas doencas ainda permanecem como uma
queixa muito comum, mas geralmente branda e auto-limitada, exceto em individuos
muito jovens, em idosos e, sobretudo em imunocomprometidos. A maioria dos
patdgenos € encontrada em todo mundo, entretanto tais doencas podem ser
adquiridas por viajantes e importadas para 0s seus paises de origem, sobretudo
considerando-se 0s processos de globalizacdo. Neste sentido, observa-se a
necessidade do mapeamento epidemioldgico das areas de ocorréncia, bem como a
definicdo dos agentes etiologicos envolvidos. Segundo a literatura disponivel, muitos
casos de doencas do trato gastrintestinal ndo séo diagnosticados, seja devido a
manifestacbes brandas e auto-limitadas em que o0s pacientes nao procuram
atendimento médico, ou porque existe uma sobrecarga na saude publica, que

dificulta a utilizacdo dos recursos médicos e laboratoriais disponiveis.

Além disso, existe uma caréncia de dados cientificos sobre a ocorréncia e a
epidemiologia destas doencas, o0 que pode interferir com as politicas de
gerenciamento de recursos humanos e de infra-estrutura, especialmente nos paises
em desenvolvimento. O surgimento de formas graves extra-intestinais e
disseminadas de doencas bacterianas de origem no trato gastrintestinal torna-se
preocupante a medida que os profissionais da salude nédo estdo adequadamente
preparados para o diagnostico, intervencdo e notificagcdo precoces, pelo

desconhecimento da ocorréncia da doenca nas diferentes regides.

E reconhecida a importancia das bactérias anaerébias obrigatérias na
etiologia das infecgcbes humanas do trato gastrintestinal de seres humanos e de
outros animais, dentre outras bactérias e grupos microbianos. Entre estes

microrganismos, destacam-se os bastonetes Gram negativo do grupo Bacteroides



19

fragilis - considerado o grande vildao da medicina moderna. As bactérias anaerobias
estritas pertencentes ao grupo B. fragilis estdo frequentemente associadas a
doencas no trato gastrintestinal, principalmente em quadros de diarréia aguda e
doencas inflamatérias intestinais, dentre outras. A predominancia de bactérias
anaerdbias em relacdo as aerdbias na microbiota intestinal de mamiferos, incluindo
humanos e ndo humanos, é fato reconhecido, chegando a atingir, a propor¢ao de mil

para um.

Deve-se destacar, que a bacteriologia de anaerébios demanda rotinas
especiais, no que se refere a coleta, transporte e processamento de materiais
biologicos para estudos envolvendo isolamento e identificacdo destes
microrganismos. Neste sentido, torna-se essencial ao diagndstico e a pesquisa
epidemioldgica da participacdo destes microrganismos nas doencas de trato
gastrintestinal, o correto manejo dos espécimes clinicos. A busca por novas
metodologias de estudo pode permitir o conhecimento mais exato da participacéo

destes microrganismos nos diferentes ecossistemas.

Apesar dos varios estudos relacionados a viruléncia e a patogenicidade do B.
fragilis, o conhecimento da epidemiologia de infecces causadas por estes
microrganismos é limitado. Espécies de B fragilis, em certas condicbes, podem
produzir enterotoxinas, que tém sido relacionadas com diarréias e outras doencas
intestinais em criancas, adultos jovens e idosos, além de outros animais. Estas
linhagens séo chamadas de Bacteroides fragilis enterotoxigénicas (ETBF) e 0 seu
envolvimento como agente etiolégico de doencas gastrintestinais tem sido destacado
por varios cientistas nos ultimos anos. De acordo com a literatura, esta enterotoxina
estd associada com a perda de fluidos, esfoliacdo e alteracdo do citoesqueleto de
células intestinais e, ainda, associadas com a manifestacao clinica de cancer de colo

retal.

Assim, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de estudos
prospectivos que visem a avaliacdo da ocorréncia e a caracterizacédo de linhagens
de Bacteroides spp. enterotoxigénicas ou ndo e seu perfil de susceptibilidade a
drogas, em estudos regionais para o conhecimento da distribuicdo e as implicacbes
destas bactérias nas doencas relacionadas ao trato gastrintestinal nas diferentes

regides, especialmente considerando-se individuos de pouca idade cuja
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bY

susceptibilidade a complicacdes relacionadas as manifestacdes clinicas do trato

gastrintestinal € maior.

Este projeto insere-se na linha de pesquisa “Epidemiologia das doencas
infecto-parasitarias do trato gastrintestinal’”, do Departamento de Parasitologia,
Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, em
colaboragédo com a Secretaria de Saude, Saneamento e Desenvolvimento Ambiental
de Juiz de Fora, MG.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos clinicos e epidemiologicos das doencas diarréicas

Manifestacfes clinicas no trato gastrintestinal de etiologia bacteriana, como
doencas diarréicas e doencas inflamatérias agudas permanecem um problema para
milhdes de seres humanos no mundo inteiro (DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ,
2005). Em paises em desenvolvimento essas doencas sdo uma das duas principais
causas de morte infantil e contribuem para a severidade de deficiéncias relacionadas
a desnutricdo (PATHELA et al., 2005). Apesar dos avan¢os da microbiologia clinica,
o diagnostico e a epidemiologia dessas doencas ainda é um grande problema e
permanece como uma importante meta para o desenvolvimento de politicas de
saude publica (PATHELA et al., 2005; SHELTON et al., 2006).

Além disso, outras manifestacbes de doenca bacteriana no trato
gastrintestinal de grande relevancia na medicina humana compreendem as doencas
inflamatdrias intestinais, que s&o consideradas inflamacdes cronicas. Estes
processos clinicos geralmente se manifestam como doenca de Crohn e colites
ulcerativas, que podem ser diferenciadas, do ponto de vista clinico, pela aparéncia
endoscoépica e histologica (BASSET et al., 2004). Segundo literatura cientifica
recente, ha de se considerar, também, o envolvimento de processos ou produtos
bacterianos na etiologia de cancer de colo retal em seres humanos, como uma
manifestacdo clinica no trato gastrintestinal associada a estes microrganismos
(TOPRAK et al., 2006).

Entre estas doencas, segundo dados da literatura, a diarréia é a segunda
causa mais importante de morte no mundo, antecedida pela desnutricdo. Apesar das
diversas técnicas microbiolégicas disponiveis, aproximadamente metade dos casos
de diarréia permanecem sem definicdo da etiologia, o que dificulta a implantacéo de
politicas e estratégias de mapeamento e controle das areas endémicas de
ocorréncia destes patdogenos (DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ, 2005).

A doenca diarréica infantil € ainda nos dias de hoje uma sindrome frequente
estando entre as principais causas de consulta, internacédo e letalidade (BERN et al.,
1992). A doenca ocorre quando aumenta a propor¢cao de agua contida nas fezes e

pode ser classificada em aguda ou persistente. A diarréia aguda é definida como um
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processo sindromico de duracao igual ou inferior a 14 dias, de etiologia
presumivelmente infecciosa (viral, bacteriana ou parasitaria) que provoca ma
absorcéo de agua e eletrdlitos, aumento do numero de evacuacdes, trés ou mais em
um periodo de 24h, e aumento do volume do fluido fecal. O inicio da diarréia
geralmente € subito e a duracdo é menor que trés semanas, a grande maioria
resolvendo-se em menos de trés a cinco dias (MITRA et al., 1991; TEKA et al., 1996;
ANDRADE et al., 1999). A diarréia persistente representa um episodio diarréico de
inicio abrupto com duracéo superior a 14 dias (NAKANO et al., 2006).

Alem da diarréia propriamente dita, € comum a ocorréncia de desconforto
abdominal, célica, plenitude, excesso de flatos, mal estar generalizado, nausea e
vomitos. Menos frequentemente, pode-se observar sangue, pus, muco e febre. A
diarréia com perda de liquido, em pessoas debilitadas por outras doencas, em
idosos ou em criangas, pode evoluir para desidratacdo. Nestes casos pode-se notar:
ressecamento das mucosas, saliva escassa e espessa, sede excessiva, cansago e
sonoléncia (NAKANO et al., 2006).

A diarréia pode apresentar-se com quadro clinico de desidratacdo grave e
choque hipovolémico (BONE et al.,1992). Na condicéo clinica de choque por diarréia
aguda é comum a introducdo de antibioticoterapia dirigida para enterobacterias,
associada a reposicdo de liquidos e uso de drogas vasoativas (TOBIN & WETZEL,
1996).

Uma das prioridades no tratamento dos pacientes com diarréia aguda e
choque é a identificacdo através de indicadores clinicos ou laboratoriais na
admissédo do paciente em servico de emergéncia ou unidade de terapia intensiva
dos pacientes com risco maior de evoluir para 6bito. Uma vez reconhecida a
importancia da doenca diarréica como problema prioritario de saudde, ha
necessidade de combaté-la procurando formas de reduzir sua morbidade e
mortalidade (PONTUAL et al.,2006).

No perfil de morbidade tipico das populagbes infantis dos paises nao
desenvolvidos, a doenca diarréica ocupa papel de grande relevancia. A importancia
desta patologia decorre, em primeiro lugar, de sua participacdo nos coeficientes de
mortalidade na infancia, onde com frequéncia, a diarréia se destaca como a principal
causa de morte. Também séo os efeitos nocivos dos episddios diarréicos para o

7

crescimento e desenvolvimento infantis. Ndo menos importante € a forte presséo
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que a doenca diarréica exerce sobre a demanda por assisténcia a saude
(BRANDAO et al., 2005).

Em muitos paises a incidéncia de infeccGes diarréicas em seres humanos
tem crescido de maneira significativa nos ultimos anos. Em alguns paises
desenvolvidos, como nos Estados Unidos, estima-se que a incidéncia destas
doencas esteja na ordem de um a dois milhdes de casos associados com 500 a
2000 obitos por ano (CHIU, SU & CHU, 2004).

No mundo, a doenca diarréica € uma causa importante de morbidade e
mortalidade em criangas menores de cinco anos, com 1.4 bilhdes de casos anuais
sendo 1.3 bilhdes de casos necessitando de cuidados domiciliares, 9 milhdes de
internacdes e 3.1 milhdes de mortes (PONTUAL et al.,2006).Numeros fornecidos
pela Organizacdo Mundial da Saude (2008) indicam que as diarréias matam, a cada
ano, de 3 a 4 milhdes de criancas, sobretudo na Africa, Asia e América Latina.

Informacdes relativas a ocorréncia de morbidade em geral e da doenca
diarréica em particular sdo escassas em nosso pais. De acordo com Benicio e
colaboradores (2007), os poucos dados cientificos disponiveis sobre a etiologia da
diarréia estdo associados a levantamentos de registros de servigos de saude, o que
torna problematica, sua utilizacdo em inferéncia populacional ampla. Estatisticas de
mortalidade por causas especificas da diarréia na populacdo, consideram apenas
casos muito graves da doenca. Assim, a incidéncia da doenca diarréica é
virtualmente desconhecida no Brasil.

Em nosso pais a mortalidade € expressiva no nordeste, cerca 10% e mais
baixa no sudeste, cerca de 2.7%. Estima-se que anualmente 15 mil criancas vao a
6bito no Brasil por consequéncia da doenca diarréica (MINISTERIO DA SAUDE,
2008). Dados do Ministério da Saude confirmam que a diarréia ocupa o segundo
lugar entre as causas de hospitalizacdo. O numero de mortes por diarréia € alto,
mas houve uma reducdo nas décadas de 80 e 90 com o advento da terapia de
reidratacdo oral. A Terapia de Reidratagcdo Oral (TRO), administrada dentro do
programa de assisténcia primaria de salude, € uma pratica efetiva e de custo
relativamente baixo para reduzir a mortalidade por desidratacdo causada por diarréia
aguda. Porém, séo indispensaveis outras formas de interven¢cdo como, promoc¢ao do
aleitamento materno, melhorias sanitarias, tratamento da diarréia persistente e
imunizacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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A incidéncia de mortalidade é maior em criangas com menos de cinco anos e
em adultos com mais de 60 anos. O risco de doenca é maior em criancas que vivem
em condicbes de pobreza em paises em desenvolvimento. A dose infecciosa
considerando-se a etiologia bacteriana é mais baixa em pessoas consideradas de
alto risco devido a idade, imunossupressdo, doencas subjacentes (leucemias,
linfomas, anemia falciforme) ou a diminuicdo da acidez gastrica (MURRAY et al.,
2006). Apesar de muitos estudos apontarem o0s virus como etiologia preponderante
nos paises desenvolvidos, a etiologia bacteriana € muito importante, sobretudo em
criancas que vivem em paises em desenvolvimento (TOPOROVISKI et al.,2002;
SOUZA et al., 2003).Dentre os fatores progndésticos ligados ao 6bito em pacientes
com diarréia aguda, a nutricdo deficiente € destacada como um dos principais, ao
lado da auséncia de aleitamento e faixa etaria menor que doze meses (MITRA et al.,
1991; TEKA et al., 1996; ANDRADE et al., 1999).
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2.2. Consideragdes sobre os microrganismos da microbiota residente e da

microbiota transitéria

Em um ambiente repleto de microrganismos, todos os animais tornam-se
colonizados desde o momento do nascimento por toda a vida e, tanto o homem
como outros seres vivos, albergam uma variedade de espécies bacterianas
(SALYERS,1984; ELDSTEIN,1990).

Segundo alguns autores, especialmente considerando-se a espécie humana,
0 numero de células bacterianas supera quantitativamente o numero de células
eucariotas em cerca de 10 vezes, embora o0 peso seco destes organismos
associados ndo seja significativo. Assim, considerando-se o0 namero de células
bacterianas, sugere-se que 0 genoma procarioto supere 0 genoma eucarioto na
espécie humana, em uma relacdo que considera nosso volume corporal constituido
de 99% de genes bacterianos (WEXLER, 2007).

A colonizacdo do corpo humano comeca desde o inicio da vida e muitos
destes microrganismos permanecem associados ao organismo por toda a vida,
como o observado no célon humano, que alberga uma populacdo de bactérias que
esta em torno de 10* unidades formadoras de coldnias por grama de material fecal.
A maioria desses microrganismos sao anaerobios, e destes, cerca de 65 % sdo do
género Bacteroides (FINEGOLD, 1990; DOMINGUES, 2004).

Os microrganismos encontrados nos diversos sitios anatbmicos do corpo
humano e de outros animais sadios podem ser dispostos em dois grupos: microbiota
residente e microbiota transitoria. A microbiota residente, também chamada indigena
ou autoctone, € composta por certos tipos microbianos relativamente fixos,
encontrados com regularidade numa determinada area, em uma determinada
condicao fisiologica, com diversificada habilidade metabdlica, que inclui o grau de
sensibilidade ao oxigénio e outros fatores, que permitem tanto sua colonizagcdo em
sitios especificos como a sua coexisténcia (SUMMANEN et al., 1993).

A microbiota residente possui papel importante na manutencéo da integridade
do hospedeiro quando em equilibrio em um sitio especifico. Estes microrganismos
oferecem barreira contra a colonizacdo de patdégenos, produzem substancias
utilizaveis pelo hospedeiro, degradam produtos toxicos e participam da modulagéo

do sistema imune do hospedeiro. A microbiota residente tem um carater anfibiéntico,
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podendo se comportar como patdgenos oportunistas no desequilibrio ou ao serem
introduzidos em areas nao colonizadas do corpo (SUMMANEM et al., 1993;
VOLLAARD & CLASENER, 1994; GRONLUND et al., 2000).

A microbiota transitéria, transiente ou al6ctone é constituida, primariamente,
de microrganismos nao patogénicos ou potencialmente patogénicos, encontrados
em superficies externas e internas durante algumas horas, dias ou mesmo semanas.
Alguns componentes da microbiota transitoria tém pouca importancia, desde que a
microbiota residente esteja em equilibrio, mas, havendo alteracdo nesse equilibrio,
tanto os microrganismos transitérios quanto os residentes podem proliferar-se e
causar doenca (ELHAG et al., 1986; VOLLAARD & CLASENER, 1994).

Tanto os microrganismos residentes quanto os transitérios, quando em
contato com seus hospedeiros em sitios anatdmicos especificos, como, por
exemplo, o trato gastrintestinal, estdo submetidos, permanentemente, a
interferéncias inerentes a fisiologia do hospedeiro, mas, também, a uma variedade
de fatores estressantes, como a limitacdo da disponibilidade e a diversificacdo de
nutrientes, drogas antimicrobianas, agentes quimicos e seus residuos, que
interferem nas interac6es microbianas, além do PH do meio, que passa a atuar
como fator critico para a selecéo de bactérias (SALYERS, 1984).

Em termos populacionais, a sobrevivéncia bacteriana nos diversos sitios
anatdbmicos dos seus hospedeiros esta relacionada a sua capacidade de adaptacéo,
incluindo a disseminacdo ou aquisicdo de genes, como 0s que codificam, por
exemplo, a produgédo de toxinas ou a resisténcia a antimicrobianos, o que garante
um reservatorio de patdogenos putativos de hospedeiros animais, visto que qualquer
agente ou condicdo que possa alterar os padrdes bioquimicos, fisiolégicos e
genéticos de individuos de uma populacéo poderia alterar os padrdes de viruléncia
dessa populacédo (LORIAN & GEMMELL, 1994; WITTE, 2000).

Define-se viruléncia ou patogenicidade como a capacidade de uma bactéria
agredir um hospedeiro vivo, na maioria das vezes, em situacao de infeccdo. Fator de
viruléncia € o nome dado a um componente, produto bacteriano ou estratégia que
contribua para a expressao da agressao (SALYERS & WHITT, 1994).

Os fatores de viruléncia podem ser classificados em duas categorias nao
excludentes: os que promovem a colonizacdo e invasédo bacteriana e aqueles que

causam destruicdo tecidual no hospedeiro. No primeiro caso, citam-se capsula,



28

fimbrias e adesinas; entre fatores de viruléncia que causam danos ao hospedeiro
consideram-se o antigeno LPS (endotoxina), exotoxinas e enzimas hidroliticas
(SALYERS & WHITT, 1994).

2.3 Papel dos microrganismos do género Bacteroides na microbiota intestinal

A microbiota intestinal possui um papel importante na saude humana,
fornecendo uma barreira contra a colonizacdo de microrganismos exogenos e
também de extrema importdncia no metabolismo realizando fun¢des como
fermentacao, producdo de energia, vitamina K, digestdo e também responséavel por
estimular o desenvolvimento do sistema imune (GRONLUND et al., 2000; FANARO
et al.,2003;PENDERS et al., 2006).

O metabolismo microbiano no intestino humano pode resultar na producéo de
substancias utilizaveis pelo hospedeiro, como carboidratos, aminoacidos e
vitaminas, dentre outras substancias. Estudos cientificos mostram que animais
isentos de germe necessitam de um acréscimo de 30% de calorias quando
comparados com outros animais com microbiota associada ao intestino. Além disso,
€ aceito que estas bactérias sdo importantes para a modulacdo do sistema
imunoldgico, por diferentes mecanismos (GRONLUND et al., 2000; WEXLER, 2007).

Durante os estagios da vida, acontecem mudancas na composicao da
microbiota. Ao nascer, 0 intestino ndo apresenta microrganismos associados, e
dentro de poucas horas, bactérias comecam aparecer nas fezes. O trato
gastrintestinal é colonizado primeiro por bactérias aerébias facultativas, e o consumo
gradual do oxigénio por estas bactérias muda a composicdo da microbiota,
permitindo a sobrevivéncia de bactérias anaerdbias (PENDERS et al.,, 2006;
WEXLER, 2007)

A parte superior do intestino delgado possui um baixo nivel populacional de
microrganismos. Entretanto, a parte inferior contém uma microbiota bastante similar
a do colon. O contedado bacteriano varia entre as diferentes partes do intestino
grosso. Em adultos a massa constituida de bactérias anaerébias esta em torno de
10% a 10" unidades formadoras de coldnia por miligrama de fezes, mas em criangas
este numero esta estritamente relacionado a idade (BEZIRTZOGLOU, 1997).
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Espécies de Bacteroides aparecem no neonato em aproximadamente dez
dias depois do nascimento. Em criangas que estdo em amamentacgdo, eles néo
aparecem nas fezes nesta idade. A interacdo destes microrganismos com as células
do intestino é facilitada pela presenca de superficie celular componentes do
estroma, mucinas e camadas da mucosa intestinal (WEXLER, 2007).

Bactérias que colonizam o intestino durante os primeiros dias de vida da
crianca sdo provenientes da mae e do meio ambiente. Um dos primeiros
determinantes da composi¢cao da microbiota é o tipo de parto. Em criancas nascidas
de parto vaginal a colonizag¢édo do seu intestino se da através de bactérias presentes
nas fezes das maes, enquanto que criancas nascidas de parto cirargico (cesariana)
estardo expostas as bactérias do hospital e de seus cuidadores (WEXLER, 2007).

Segundo Penders e colaboradores (2006) em seu estudo sobre a composi¢cao
da microbiota intestinal na primeira infancia, o nimero de bactérias do grupo
Bacteroides fragilis altera-se quando comparado o tipo de parto, alimentacdo das
maes, uso de antibiético no ultimo més de gestacdo, bem como o uso de antibiéticos
pelas criancas. A alimentacao infantil € outro fator que altera a composicao, uma vez
que a proporcdo de bactérias do grupo B.fragilis em criancas que amamentam
exclusivamente ao peito € menor quando comparadas as criangcas que receberam
alimentacdo artificial. Habitos de higiene da mée e a presengca de animais
domésticos € outro fator que influencia, mas de maneira discreta na microbiota
infantil. Ndo sendo observado associacao entre o nivel de escolaridade das maes, o
sexo das criancas e a presenca de febre com a porcentagem de Bacteroides na

microbiota fecal das criancas.

2.4. Bastonetes Gram negativo anaerédbios do grupo Bacteroides fragilis

Bactérias anaerébias podem ser descritas como aquelas que crescem em
condicbes de baixo potencial de oxido-redugdo, usualmente relacionadas a
reduzidas concentracdes de oxigénio. Representam um grupo ecologicamente
significativo da microbiota indigena de muitos mamiferos e sua notavel habilidade e
versatilidade metabdlica Ihes confere condicbes de agressores oportunistas
(FINEGOLD, 1977; TANNOCK,1988; FINEGOLD,1990).
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A predominancia de bactérias anaerObias em relagdo as aerdbias na
microbiota indigena de seres humanos e outros animais é fato reconhecido em,
praticamente, todas as areas habitadas, como os tratos gastrintestinal e
geniturinario, pele e a cavidade oral, chegando a atingir, em alguns sitios, a
proporcao de mil para um (FINEGOLD, 1995).

A grande maioria das doencas infecciosas por anaerobios é causada por
esses microrganismos anfibiontes, sendo, portanto, de natureza endogena e
polimicrobiana podendo ocorrer em todos os sitios anatdmicos do corpo. Os
processos infecciosos sdo amiludes polimicrobianos, ou seja, as bactérias
anaerébias sao encontradas em infec¢cbes mistas com outros anaerdébios ou
anaerobios facultativos (SUMMANEM,1993). Estas infeccdes podem ser derivadas
de sitios como pele, intestino, nasofaringe e trato genital feminino (ANDERSON,
MARR& BALLINGER, 1976; DUERDEN & DRASAR, 1991).

Anaerobios sdo prevalentes da microbiota do hospedeiro, podendo ser
encontrado nas superficies de mucosas. A barreira que protege as mucosas pode
sofrer traumas, devido a doencas, uso de medicamentos e terapias agressivas,
como, quimioterapia e radioterapia, fornecendo assim uma oportunidade para os
microrganismos anaerobios escaparem das mucosas, invadirem tecidos e causar
infecgbes. Em outros casos, 0s anaerébios podem se mover de um sitio com
microbiota abundante para uma outra area do corpo livre de microrganismos e
produzir infec¢céo neste sitio (FINEGOLD,1990).

Entre os anaerdbios, os bastonetes Gram negativo sdo 0s mais encontrados
em processos patoldgicos e constituem cerca de um terco do total dos anaerdbios
isolados de espécimes clinicos, sendo tais processos caracterizados por infeccdes
gue ocorrem, predominantemente, abaixo do diafragma, como abscessos intra-
abdominais, hepaticos, Ulceras, além de outros tipos de infeccdo, incluindo
septicemia e necrose de tecidos. Ha, também, relatos da participacdo destes
microrganismos em abscessos pulmonares e em outros sitios (FINEGOLD,1977,
ELHAG et al.,1986; DUERDEN & DRASAR,1991; JOTWANI et al.,1995; BROOK &
FRAIZER,1999;CHANG et al.,1999).

As espécies do grupo B. fragilis se destacam na familia Bacteroidaceae, que
engloba o0s bastonetes Gram negativo anaerébios, moveis ou imoéveis,

metabolizadores de carboidratos, peptonas e outros intermediarios metabdlicos, em
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alguns casos com a producdo de &cido (SALYERS,1984; FINEGOLD,1990). Séo
constituintes da microbiota residente intestinal de seres humanos e outros animais e
constituem cerca de 30% dos microrganismos encontrados nas fezes. Entre as
diversas espécies do grupo, a espécie B. fragilis € considerada a de maior potencial
patogénico (FINEGOLD, 1990). Essa espécie € normalmente comensal e acomete
somente de 1% a 2% da microbiota humana, porem € o mais comum anaerobio
isolado de infec¢cBes do trato gastrintestinal. Portanto, estes microrganismos podem
também ser responsaveis por causarem infeccdes com significativos indices de
morbidade e mortalidade. Essas infec¢bes estdo associadas a presenca do
polissacarideo capsular da espécie B. fragilis (WEXLER , 2007).

A viruléncia destas bactérias estd associada a sua habilidade de aderir a
superficie celular do hospedeiro, mediada pela expressao de capsulas, fimbrias e
adesinas; a producdo de toxinas e enzimas hidroliticas; além de componentes
estruturais e metabdlicos que atuam na agressdo, estimulando a resposta
inflamatoria ou contribuindo para a persisténcia bacteriana frente as estratégias
imunoldgicas, como polissacarideos capsulares, endotoxinas (lipopolissacarideos) e
acidos graxos de cadeia curta, que inibem a resposta de células T e interfere com a
quimiotaxia, além de induzir apoptose em macréfagos e polimorfonucleares
(EFTIMIADI et al., 1991; TABAQCHALI & WILKS, 1992; SALYERS & WHITT, 1994;
OBISO Jr et al., 1997; GRONLUND, 2000; WEXLER, 2007).

A taxonomia do género Bacteroides vem sendo revista nos ultimos 15 anos,
com a inclusdo e exclusdo de espécies no género. Apesar das diferencas
fisiologicas e genéticas, foi proposto que se limitasse a composicdo do género
Bacteroides a um grupo que, é composto de dez espécies relacionadas: B.caccae,
B.distasonis, B.eggerthii. B.fragilis, B.merdae, B.ovatus, B.stercoris,
B.thetaiotaomicron, B.uniformis, B.vulgatus (DUERDEN& DRASAR,1991;
SUMMANEM et al.,1993; BERGEY,1994). Entretanto, com o avanc¢o dos estudos e
com o desenvolvimento da bacteriologia de anaerobios, através de técnicas como
seguenciamento do gene codificador para RNAr 16S, grandes revisbes taxondmicas
no género Bacteroides, comecaram a ser desenvolvidas e propuseram a
reorganizacao do grupo (OLSEN & SHAH, 2001). Em 2005, varias espécies foram
adicionadas ao género Bacteroides, incluindo B. goldstenii, B. nordii e B. salyersai,
B. plebeius, B. coprocola e B. massiliensis. Recentemente, B. goldsteinii, B.
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distasonis e B. merdae foram removidos para o género Parabacteroides Contudo, a

identificacdo como grupo B. fragilis ainda é reconhecida (WEXLER, 2007).

Assim, o grupo B. fragilis forma a maior parte da microbiota residente do trato
gastrintestinal de seres humanos e outros animais, alem de colonizar outros sitios do
corpo, especialmente superficies de mucosas. Espécies do grupo podem ser
potentes patdgenos e sao frequentemente isoladas de espécimes clinicos,
particularmente a espécie B.fragilis (CUCHURAL & TALLY,1986; ELHAG et al.,1986;
GOLDSTEIN& CITRON,1988), embora todos os membros do grupo possam
participar de infecgGes polimicrobianas com implicacdes obvias na terapéutica.
Contudo, devido a baixa frequéncia de isolados clinicos, muitos autores ja colocaram
em duvida a patogenicidade dos Bacteroides que ndo a espécie B.fragilis.
Entretanto, quando encapsuladas, estas bactérias também sdo capazes de causar
doencas (BROOK,1988;BROOK&FRAZIER,1992;ALDRIDGE,1995).

Dentre os microrganismos do grupo B.fragilis, a espécie B. fragilis é
considerada a grande vild da medicina por participar de diversas infec¢cdes no trato
gastrintestinal, principalmente em quadros de diarréia aguda e doencas inflamatérias
intestinais (JAWETZ, 2005). Dentre os processos inflamatorios intestinais, podemos
citar a Colite Ulcerativa e a Doenca de Crohn, que é caracterizada por uma
inflamacé&o crénica do trato gastrintestinal que pode contribuir para a formacao de
Ulceras e granulomas. Alguns estudos revelaram que E.coli e B. vulgatus estdo
envolvidos neste processo patoldgico (FINEGOLD, 1990; WEXLER, 2007).

Quando os Bacteroides escapam do intestino, geralmente resultante da
ruptura do epitélio gastrintestinal eles podem causar significativas patologias,
incluindo formacéo de abscessos, no abdémen, pelve e bacteremia. A sepse intra-
abdominal é a mais comum causa de infec¢ao por Bacteroides. Durante os primeiros
estagios de infeccdo, apos aproximadamente 20h, anaerobios facultativos como por
exemplo E.coli, sdo os mais abundantes membros da infec¢éo, reduzindo a taxa de
oxigénio no tecido. Uma vez que o oxigénio tenha sido removido, espécies de
anaerobios como as espécies do grupo B.fragilis, se replicam e comecam a
predominar durante o segundo estagio da infecgdo (WEXLER, 2007).

Estes microrganismos sao também responsaveis por causarem infeccdo no
trato geniturinario, porém estas espécies nao fazem parte da microbiota vaginal, mas

podem ser ocasionalmente isolados de cultura. O envolvimento de anaerdbios em
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endocardite ndo €é comum, mas quando ocorrem podem causar Sérias
consequéncias, como por exemplo, arritmias, destruicdo valvular e choque
cardiogénico, com uma taxa de mortalidade de 21 a 43% (FINEGOLD, 1990;
WEXLER, 2007).

A incidéncia de bacteremias por anaerébios decresceu na década de 80,
porém na década de 90 houve um aumento progressivo. Procedimentos como
guimioterapias podem causar danos nas mucosas e destruir as barreiras de
protecdo, fazendo com que estas bactérias possam se disseminar por todo o corpo.
A taxa de mortalidade por bacteremia causada pelo grupo B.fragilis esta acima de
50%. Em criancgas, a incidéncia de bacteremia por estes microrganismos parece ser
menor do que em adultos (1 a 8%). Entretanto, a espécie B. fragilis € responsavel
por 36 a 64% dos casos. Infeccbes por anaerébios em criancas podem estar
relacionados a celulites, aspiracdo, pneumonia, botulismo infantil, conjuntivite e
onfalite (WEXLER,2007).

Em outra abordagem, € aceito que linhagens de Bacteroides, presentes no
cblon possam servir como reservatorio de genes de resisténcia, 0s quais podem
transferir para outras bactérias, ou entre elas mesmas. Esta elasticidade genética
tem contribuido para o fenébmeno de resisténcia multipla a drogas observado nestas
e em outras bactérias (NAKANO et al., 2004; BETRIU et al.,2005; FILLE et al., 2006;
WEXLER, 2007).

Apesar dos varios estudos relacionados a viruléncia e a patogenicidade do
grupo B. fragilis, o conhecimento da epidemiologia de infeccbes causadas por estes
microrganismos é limitado. Muitos estudos tém se concentrado no desenvolvimento
de métodos sorologicos e moleculares para a identificacdo inter e intraespecifica
para diferenciacdo entre microrganismos do grupo, uma vez que as outras espécies
do género também estdo envolvidas em quadros clinicos (TABAQCHALI & WILKS,
1992).

A identificacdo de bactérias do grupo Bacteroides requer diversas técnicas e
habilidades, como a coleta correta de espécimes evitando a contaminagdo com
bactérias da microbiota, uso de meio de transporte adequado sem oxigénio, meio
seletivo como Bacteroides Bile Esculina (BBE) e uso de técnicas moleculares, como
Multiplex- PCR, com o uso de um grupo de iniciadores espécie especifico, que
identifica com rapidez e precisdo as espécies do grupo Bacteroides
fragilis(FINEGOLD,1995).
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2.4.1 Linhagens enterotoxigénicas de Bacteroides fragilis

A espécie Bacteroides fragilis, em certas condi¢bes, pode produzir
enterotoxinas, que tem sido relacionadas com diarréias e outras doencas intestinais
em animais, criancas, adultos jovens e idosos. Esta linhagem é chamada de
Bacteroides fragilis enterotoxigénicas (ETBF), e seu envolvimento na etiologia de
doencas gastrintestinais tem sido destacado por varios cientistas nos ultimos vinte e
cinco anos. Apesar disto, € sabido que os seres humanos podem ser portadores
destas linhagens, e que para o desenvolvimento de doenca clinicamente detectavel
€ necessaria a susceptibiidade do hospedeiro (PANTOSTI et al., 1997,
PRINDIVILLE et al.,2000).

Durante a Ultima década, varios estudos tém enfatizado o papel das linhagens
produtoras de enterotoxina como associadas a etiologia de doencas intestinais e
extra-intestinais. Em 1984, Mayers e colaboradores relataram o isolamento da
primeira linhagem de B.fragilis enterotoxigénica de amostra fecal de neonato.

A enterotoxina produzida por algumas linhagens de B. fragilis € uma
metaloprotease, termolabil,dependente de zinco de aproximadamente 20kDa. E uma
proé-toxina que se encontra no espaco periplasmatico da parede celular bacteriana e
precisa ser ativada para tornar toxina (MONCRIEF et al.,1995; OBISO et al., 1997).
Essa toxina recebe o nome de Fragilisina e é codificada pelo gene cromossomal bft
€ considerada um importante fator de viruléncia dentro e fora do lumem intestinal
podendo causar dano na mucosa, (JOTWANI et al., 1995; PANTOSTI et al., 1997).
ETBF podem produzir 3 diferentes is6topos de enterotoxina, bft-1,bft-2 e bft-3 sendo
0s tipos mais comuns encontrados nos genes bft-1 e bft-2. Estudos tém mostrado
gue o gene bft-1 é predominantemente isolado em adultos com diarréia e o gene bft-
2 encontrado em criangas com esta doenca (NAKANO et al.,2007).

A enterotoxina encontra-se nas chamadas ilhas de patogenicidade podendo
assim ser transferidas através de transposons para outras linhagens ate entdo nao
enterotoxigenicas (WEXLER, 2007).

Considerando-se seus efeitos bioldégicos no hospedeiro, esta enterotoxina
esta associada a perda de fluidos por aumento da permeabilidade e secrecdo de
cloretos pelas células epiteliais, esfoliagdo e alteracdo do citoesqueleto de células

intestinais e, ainda, a manifestacéo clinica de cancer de colo retal. Estas alteracdes
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fisiolégicas produzidas pela enterotoxina tém sido associadas as condi¢des clinicas
relacionadas a doenca diarréica em criancas, adultos e doenca inflamatéria do
intestino (DURMAZ, DALGALAR & DURMAZ, 2005; NAKANO et al., 2006;
SHAOGUANG et al.,2006; TOPRAK et al., 2006).

Koshy e colaboradores (1996) demonstraram que o tratamento de células
epiteliais HT29/C1 com a enterotoxina de B. fragilis resulta na redistribuicdo de
microfilamentos de actina e também em um aumento do volume celular, mas sem
causar injuria nas células. Foi sugerido que estas mudancas nos filamentos de
actina podem ocasionar altera¢des na fungéo do epitélio intestinal, contribuindo para
a patogénese. Outros estudos sugerem que o alvo da Fragilisina seja a superficie
celular de proteinas associadas a adesédo célula a célula, causando a clivagem do
dominio extracelular da E-caderina, seguida de uma completa degradacdo da
mesma (WU et al.,1998).

Estudos recentes demonstraram que entre 73 pacientes que apresentavam
cancer de colo retal, 56 possuiam B. fragilis, sendo que em 21 deles, linhagens
enterotoxigénicas foram detectadas. No grupo controle de 59 pacientes, 40
apresentaram B. fragilis, sendo que em 5 pacientes,foram detectados linhagens
enterotoxigénicas. O papel desta enterotoxina no processo da carcinogénese tem
sido estudado e sugere-se que o acumulo de cateninas livres no citosol das células
atingidas poderia provocar, 0 aumento da transcricdo da oncogénese no nucleo
(TOPRAK et al., 2006).

Tradicionalmente, a deteccdo das amostras de B. fragilis produtoras de
enterotoxinas é feita pela cultura destes anaerdbios e ensaios de citotoxicidade.
Estes experimentos apresentam limitacbes por serem dispendiosos e onerosos.
Técnicas moleculares para deteccdo de genes, como o bft, relacionado a producao
de enterotoxinas tém emergido como ferramenta de investigacdo epidemioldgica
para deteccao de linhagens enterotoxigénicas isoladas de seres humanos e outros
animais, além do ambiente (WU et al., 2003; SHARMA & CHAUDHRY, 2006; AVILA-
CAMPOS et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a ocorréncia e distribuicdo de espécies do grupo Bacteroides fragilis em
amostras fecais de criangas com e sem manifestacdo clinica de doenca diarréica por
metodologia dependente de cultura microbiologica e/ou biologia molecular, seu perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos e investigar a presenca de linhagens

produtoras de enterotoxina nas amostras fecais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar por provas bioquimico-fisioldgicas e por metodologia de
biologia molecular, linhagens de Bacteroides fragilis a partir de amostras de

fezes oriundas de criangas com e sem manifestacéo clinica de diarréia;

- Detectar linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis diretamente
nas amostras de fezes oriundas de criancas com e sem manifestacéo clinica
de diarréia, por metodologia de biologia molecular, independente de cultivo

microbiolégico;

- Comparar a identificacdo microbiana por método bioquimico-fisiologico e

biologia molecular das linhagens bacterianas isoladas;

- Detectar, pela amplificacdo de fragmento interno do gene bft, por biologia
molecular, linhagens de B. fragilis enterotoxigénicas diretamente nas

amostras de fezes;

- Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas de interesse
clinico-microbioldgico das linhagens bacterianas isoladas das amostras de

fezes coletadas.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1. Amostras fecais:

Foram avaliadas 175 amostras fecais provenientes de criancas
apresentando (n=110) ou n&o (n=65) manifestacdes clinicas no trato
gastrintestinal, de 0 a 5 anos de idade, obtidas em Juiz de Fora, MG, recebidas no
Laboratério de Fisiologia Bacteriana e Biologia Molecular do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
vinculadas ao projeto “Investigacdo epidemiolégica de patdgenos virais e
bacterianos associados a manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal em
criangas e adultos na Zona da Mata Mineira”. As amostras foram codificadas para
preservar o0 anonimato dos doadores cujos responsaveis apresentaram
consentimento pela leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Anexo 1) no ato da coleta. Além disso, foi aplicado um
guestionario para coleta de dados epidemioldgicos pertinentes a pesquisa (Anexo
2). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da UFJF
(parecer CEP/UFJF 281/2006 — Anexo 3).

Os critérios de incluséo deste trabalho foram, criancas na faixa etaria de 0
a 5 anos e que nao tinham sido tratadas com antibiéticos nos ultimos 30
dias.Sendo excluidas as criancas com idade superior a 5 anos e que nos ultimos
30 dias tenham sido tratadas com antibioticos.

As fezes, in natura, foram coletadas em frascos descartaveis esterilizados
contendo solucdo salina glicerinada tamponada pré-reduzida (NaCl 0,25%,
Glicerina 10%, L-cisteina 0,1%, agar 1%) e encaminhadas ao Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF, sob a orientacdo de que o
tempo entre a coleta e o recebimento no laboratério eram determinantes para a

pesquisa.

As amostras consideradas aptas para cultura microbiolégica (até 4 horas
entre coleta e processamento) foram codificadas para preservar o anonimato dos

voluntarios e, devidamente processadas para isolamento de linhagens
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bacterianas representativas do grupo B. fragilis. As fezes consideradas nao aptas
para cultura microbiol6gica foram codificadas para preservar o anonimato dos
voluntarios, diluidas em solucdo salina e congeladas para pesquisa direta de

espécies bacterianas do grupo B. fragilis por técnica de biologia molecular.

4.2. Isolamento das linhagens bacterianas a partir de espécimes fecais aptos

para cultura microbiolégica

Os frascos descartaveis foram pesados antes e ap0s a coleta para quantificar
o material fecal coletado. A partir desse valor, foram feitas diluicdes seriadas de 10™
a 10® com salina estéril (NaCl, 0,85%). Entretanto, observou-se que as diluicdes de
10, 10° e 10®° eram adequadas para o isolamento microbiano, de acordo com a
carga bacteriana das fezes. Assim, inoculou-se 100 pL dessas diluicbes em placas
de Petri contendo meio seletivo para anaerdbios do género Bacteroides - agar
Bacteroides Bile Esculina (BBE, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india), acrescido de
gentamicina 100 pg/mL (Schering-Plough S/A, Brasil). Apds a inoculacéo, as placas
foram incubadas anaerobicamente em dessecadores de vidro, com atmosfera de
90% de N, e 10% de CO,, a 37°C por 48/h.

Apés o periodo de incubacdo, foram escolhidas as placas que
apresentavam de 30 a 300 colbnias de aspecto caracteristico de bactérias do grupo
B. fragilis, ndo importando se apresentavam ou ndo um enegrecimento do meio na
area de crescimento bacteriano, fato este que caracteriza a hidrélise da esculina
(Figura 1).

FIGURA 1 - Aspecto caracteristico do crescimento de colénias do grupo B. fragilis
em agar BBE, evidenciando a hidrélise da esculina.
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4.3. Identificagdo presuntiva das linhagens bacterianas

O crescimento bacteriano no agar BBE de colbnias de aspecto cremoso e
translicido com hidrélise ou ndo da esculina, e o crescimento apenas em
anaerobiose (teste respiratério) associados aos aspectos morfotintoriais, permitiam a
identificacdo presuntiva da amostra como pertencente ao grupo B. fragilis de acordo

com Summanen e colaboradores (1993).

e Teste Respiratorio

De cada placa de agar BBE com crescimento bacteriano tipico, eram
selecionadas de duas a vinte colonias, dependendo da propor¢cédo de colonias
seguramente isoladas apresentadas em cada placa, com caracteristicas
macroscopicas tipicas, para posterior inoculacdo em caldo de enriquecimento —
Caldo Brain Heart Infusion (Acumedia Manufactures, EUA) suplementado com L-
cisteina, extrato de levedura, hemina e menadiona (caldo BHI-S).

O crescimento no caldo BHI-S era observado através de turvacdo do
mesmo, e entdo essas culturas eram submetidas a testes respiratorios. Neste teste,
as bactérias eram semeadas em duplicata em agar BHI, incubando-se,
posteriormente, uma das placas em anaerobiose (90% de N, e 10% de CO,), e a
outra que apresentava as mesmas bactérias em aerobiose, a 37° C por 48/h.

Somente aqueles isolados que cresciam apenas em anaerobiose eram
considerados anaerdbios estritos e, entdo, elegiveis para serem utilizados no
estudo. As linhagens entdo obtidas eram armazenadas em condicbes adequadas

para avaliacGes posteriores, criopreservadas em freezer a —20°C.

Avaliacao Microscopica

Os anaerobios estritos selecionados pelo teste respiratorio foram
submetidos a avaliacdo morfotintorial através de esfregacos corados pelo Método de
Gram, evidenciando-se a caracteristica tipica do grupo B. fragilis - bastonetes Gram

negativo, pleomorficos, com vacuolo central (Figura 2).
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FIGURA 2 - Aspecto morfotintorial de esfregaco de cultura microbiana (Bacteroides
fragilis) corado pelo método de Gram evidenciando as caracteristicas morfolégicas
de células microbianas de representantes do grupo B. fragilis.

4.4. Identificacdo bioquimica das linhagens bacterianas

A identificacdo bioquimica no nivel especifico das linhagens obtidas foi
feita segundo recomendacdes metodoldgicas propostas por Summanen et al. (1993)
e ratificadas por Diniz (1997), considerando-se os diferentes esquemas de
identificacdo bioquimica disponiveis para o grupo B. fragilis. A linhagem B. fragilis
ATCC 25285 foi incluida nos experimentos, como controle de qualidade.

Os testes utilizados permitiram verificar a producao de catalase, indol e
acido sulfidrico (H,S), a hidrélise de esculina e a fermentacao de carboidratos.

Os resultados foram interpretados de acordo com a chave de identificacao

proposta por Diniz (1997), como apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Chave de identificagdo de espécies do grupo Bacteroides fragilis, proposta por Diniz
(1997), adaptado de Sutter, Citron e Finegold (1980); Summanen et al. (1993) e Holt et a/. (1994).

ESPECIE IND | CAT | ESC | H2S | ARA | CEL | RAM | SAC | TRE | XIA | XIL | SAL
Bacteroides cacae - - + - + +- +- + + - + +-
Bacteroides distasonis - + + + +- + +- + + - + +
Bacteroides eggerthii + +- + Nd + - + - - + | + -

- + + + - - - + - - + -
Bacteroides fragilis
Bacteroides merdae - +- + + + | +- + + + -+ |+
+ +- + + + + + + + + + +
Bacteroides ovatus
Bacteroides stercoris + - + Nd +- +- + + - +- | + -
Bacteroides thetaiotamicron + +- + + + + + + + - + +-
+ +- + Nd + + +- + - +- |+ | +-
Bacteroides uniformis
- +- +- + + - + + - +- | + -
Bacteroides vulgatus

IND (indol); CAT (catalase); ESC (esculina); H2S (acido sulfidrico); ARA (arabinose); CEL (celobiose); RAM
(raminose); SAC (sacarose); TRE (trealose); XIA (xilano); XIL (xilose); SAL (salicina); nd (dados nao

disponiveis ou ndo testados).

Indol: Para pesquisar a producdo de indol, inoculou-se com alga bacteriol6gica
previamente flambada, a cultura crescida em caldo BHI por 24/h, em 5 mL de meio
sulfeto-indol-motilidade (SIM), que foi incubado por 48/h, a 37°C, em anaerobiose.
ApOs o periodo de incubacdo, a leitura foi realizada adicionando-se 3 gotas do
reagente de Erlich, que tem como principio ativo o grupo aldeido do p-

dimetilaminobenzaldeido, que forma um complexo vermelho ao reagir com o indol.

Catalase: A catalase € uma enzima intracelular que decompde o peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. O teste para verificar a producédo desta enzima foi
realizado em laminas de vidro, gotejando-se diretamente sobre fragmentos das
colonias peroxido de hidrogénio a 10%, e observando-se a formacdo de bolhas de

7

gas.

Acido Sulfidrico (H.S): A producéo de H,S foi pesquisada em meio SIM. Com auxilio
da alca bacterioldgica, a cultura crescida em caldo BHI foi inoculada em 5 mL deste
meio que entdo foi incubado em anaerobiose, por 48/h, a 37°C. A reacdo envolve a

degradacéo do tiossulfato de sédio em meio acido com producdo do gas sulfidrico.
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Este gas reage com ions férricos do meio, formando um composto negro, que é o

sulfeto ferroso.

Esculina: A esculina é um glicosideo substituido que pode ser hidrolisado por certas
bactérias para produzir glicose e esculetina, formando um complexo negro, devido a
reacao da esculetina com ions férrico presentes no meio (KONEMAN et al., 2001).
Dessa forma, para a pesquisa de hidrélise de esculina, inoculou-se 0,3 mL de cultura
crescida em caldo BHI por 24/h, em 5 mL de meio Py (Peptone Yeast) + esculina,
que foi incubado em anaerobiose, por 48/h, a 37°C. Apds o crescimento bacteriano,
o teste era revelado pela adicdo de algumas gotas de citrato férrico amoniacal. O
desenvolvimento de cor negra, e a auséncia de fluorescéncia sob luz ultravioleta

indicam reacéo positiva.

Fermentacéo de carboidratos: Foram diluidos 4 mL de cultura crescida em caldo BHI
por 24 h, em anaerobiose, em 96 mL de caldo Py. O meio foi homogeneizado e, em
seguida 3,6 mL desta diluicdo foram adicionados a tubos teste, em duplicata,
contendo 0,4 mL de solu¢do de acUcar (solucdo estoque a 10%), obtendo-se a
concentracgéo final do carboidrato de 1% (raminose, xilose, salicina, xilano, celobiose
e sacarose) e, também, 0,4 mL de solucdo dos acUcares arabinose e trealose
(solucdo estoque a 5%), onde a concentracéo final do carboidrato era 0,5%. Para o
controle da atividade fermentativa, foram inoculados, 4 mL da cultura diluida em
tubos teste sem carboidrato, em duplicata. Os tubos foram incubados a 37°C, em
anaerobiose, por 48h. Ap6s este periodo, era medido o pH em pHmetro digital
Gehaka 1800 (Industria e Comeércio Eletro-Eletrdnica Gehaka Ltda., SP), e
determinava-se o indice de Acidificacdo (IA), pela diferenca da média do pH entre as
culturas inoculadas sem carboidrato e a media do pH das mesmas culturas
inoculadas com os carboidratos. Se: |A < 0,3 — Reagao Negativa (sem fermentagao

do carboidrato); Se: IA > 0,3 — Reacao positiva (fermentagédo do carboidrato).
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4.5. Identificagcdo molecular das linhagens isoladas

Foi realizada a extracdo do DNA bacteriano para ser usado nas reacoes
em cadeia da polimerase (PCR). A suspensdo das linhagens bacterianas isoladas
gue estavam congeladas, em meio de congelamento apropriado, foram aliquotadas
(200pL) e, posteriormente, centrifugadas a 14000 rpm por 15 minutos. Em seguida,
foi desprezado o sobrenadante e o restante foi solubilizado em 50/ uL TE (Tris pH 8,
10 mM; EDTA pH 8, 1 mM) e submetido a fervura por 15 minutos. Para identificacdo
das linhagens isoladas em cultura, foi utilizada a técnica de PCR Multiplex (LIU et
al., 2003), utilizando-se diferentes iniciadores (Tabela 1), de acordo com o esquema
apresentado no Quadro 2. A técnica foi baseada na amplificacdo dos genes
codificadores para o RNAr 16S e 23S, além da regido variavel espacadora

intergénica (ISR) destes microrganismos.

A reacédo de PCR foi realizada em 35 ciclos, utilizando-se 0,5uM de cada
iniciador. Cada ciclo consistiu de 95°C por 20 s para a deshaturacdo, anelamento
por 1 min a 52°C para o PCR-G, 62°C para o PCR-I, 60°C para o PCR-Il, e 55°C
para o PCR-IIl; a extensao foi realizada a 72°C por 30 s. Um ciclo de 72°C por 5 min

foi adicionado na extensao final.

De acordo com essa técnica, as espécies foram divididas em trés
subgrupos a partir de um PCR inicial denominado PCR-G. Esta etapa direcionava as
espécies, de acordo com o tamanho da banda visualizada, para trés subgrupos de
reacoes subsequentes (PCR-1, PCR-Il, PCR-Ill) realizadas com uma mistura de
primers espécie-especifico que possibilitavam a identificacdo em nivel de espécie.

Os amplicons obtidos em cada reacdo foram visualizados apés
eletroforese em gel de poliacrilamida (5 %), em tampao Tris-borato EDTA 1X (Tris
base; Acido Bérico ; EDTA, pH8). Os géis foram analisados em transluminador de
luz ultravioleta, apos tratamento com brometo de etidio. Os perfis de amplificacéao
génica foram comparados a padrdes ja estabelecidos e entre si para deteccdo da

ocorréncia de linhagens bacterianas de interesse.

Linhagens bacterianas de referéncia representativas das 10 espécies que
compdem o grupo Bacteroides fragilis foram incluidas como controle positivo na
padronizacdo dos experimentos: Bacteroides caccae ATCC 43185, Bacteroides
distasonis VPl 4223, Bacteroides eggerthii VPl B851, Bacteroides fragilis ATCC
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25285, Bacteroides merdae ATCC 43184, Bacteroides ovatus VPI 0435, Bacteroides
stercoris ATCC 43183, Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29148, Bacteroides
uniformis VPI 0061, Bacteroides vulgatus VPI 4245

TABELA 1 - Oligonucleotideos utilizados neste estudo, de acordo com metodologia
proposta por Liu et al. (2003) para identificacdo de espécies do grupo Bacteroides
fragilis.

Oligonucleotideo Sequéncia (5" - 3")
16S-2 AGTCGTAACAAGGTARCCGTA
23R4 GGGTTBCCCCATTCGG

G235-1 GTTGGCTTAGAAGCAGC
G23S-2 CATTTTGCCGAGTTCCTT
Bfr-F CTGAACCAGCCAAGTAGCG
Bfr-R CCGCAAACTTTCACAACTGACTTA
Bfr-G2 ATCAGGTTCGACTCTTGCT
Bfr-G3 CCGTCAGCTGGCAGGA
1392A GTACACACCGCCCGT
Bth-R ACCTATGAAATCGTTGTTACG
Bvul-R GGCTTCTTACTTTCTCTCTTCCG
Bfra-R GCTAATCCCCCAATCATAC
Bcac-R TCGTTTCCCATTGCTGG
Bova-R AATAATGCGTACTCGAACAC
Begg-F GTCATATTAACGGTGGCG
Buni-F TCCGTTTTCCACTTATAAGA
Bste-F CTACGACATAGTCTTGGTGAG
Bdis-F TGATCCCTTGTGCTGCT
Bdis-R ATCCCCCTCATTCGGA
Bmer-F GAGGTATGTAGCTCTCTGGTA

Bmer-R ITTTTACCCCTTACGGAG




QUADRO 2 - Iniciadores e locais de alinhamento, com indicacdo dos tamanhos dos amplicons produzidos por cada reagédo de
PCR multiplex para identificacéo genética das diferentes espécies do grupo B. fragilis, de acordo com Liu et al. (2003).

ISR ,
168 RNA | | 23S rRNA

Bfi-F 9 Group I 230 bp 4+ Bi-R

I Group [T 450 bp < BFR-G2
Multiplex PCR=(: (52351

Group 111 400 bp 4 BFR-G3

B theialotasmicron 18() |3EJH Bth=R
B vulgatus 250 bp 4 Beac-R

Multiplex PCR-I 13074 e B fragilis 420 bp 4 Bvul-R
B. caccae 500 bp 4 Bira-R
B, ovatus 610 hp 4 Bava-R

Begg-F [ B eggerthii 250 bp
Multiplex PCR-II Buni-F FH» B. uniformiz 350 bp 1R
Bste-F F¥ B stercoris 400 bp

Bdis=F |—.* B distayonis 220 bp 4  Bdiz-R
Multiplex PCR-III
P Bmer-F B merdae 310bp 4 Bmer-R

47
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4.6. Deteccdo de representantes do grupo Bacteroides fragilis e pesquisa do

gene da enterotoxina (btf) diretamente nos espécimes fecais.

Aliquotas de 500/ul da diluicdo de 10™ das fezes solubilizadas em 1 ml de
salina esterilizada foram utilizadas para extracdo do DNA, a ser usado como molde
nas reacoes de PCR, para deteccdo de gene da enterotoxina btf , de acordo com
metodologia descrita por Diniz e colaboradores (2004), com algumas modificacoes
para clarificacdo do material fecal. As suspensdes de material fecal foram acrescidas
de 1000/ul de TES (10 mM; Tris HCI pH 7.5, 1 mM EDTA) e nova solucao foi
centrifugada a 14000/rpm por 15 minutos. Ao sedimento obtido foram adicionados
1,5ml de TES e a solugao foi novamente centrifugada a 500/rpm por 1 mim para
precipitagéo de restos alimentares e fibras. O sobrenadante foi coletado, transferido
para novo tubo e o volume ajustado para 1,5ml com TES e a nova solucao foi
centrifugada a 12000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 500/ul
de solucéo de lise fecal (200 mM NaCl, 20 mM EDTA, 20 mM Tris HCI pH 8.0, 4%
SDS) foram adicionados e as amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos em
banho- maria. Posteriormente 50/ul de SDS 20% foi adicionado e as amostras foram
incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 500ul de
fenol-tris-equilibrado pH 8.0 e cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e as amostras
centrifugadas a 14000/rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e colocada em
novo tubo, novamente 500/uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionado e
as amostras centrifugadas a 14000/ rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e
transferida para novo tubo. A esta solugéo foram adicionados 50/ ul de acetato de
potassio (5M) e 1.2 mL de etanol gelado. A solucédo foi gentiimente homogeneizada
e o sistema incubado por 30 minutos a -20°C para precipitagdo do DNA. As
amostras foram centrifugadas a 14000/ rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e 200/ ul de solucéo de TE foi adicionado para suspender o DNA.

A deteccao das linhagens bacterianas a partir do DNA total extraido das fezes
foi realizada de acordo com a metodologia escrita, segundo Liu e colaboradores
(2003).

Para pesquisa da enterotoxina de B. fragilis, foi utilizado o método descrito
por Pantosti e colaboradores (1997), com os iniciadores BF1 e BF2, e com as

seguintes condicbes de amplificagdo utilizando-se 0,5uM de cada iniciador:
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desnaturacgdo inicial 95°C, 5 min seguido de 35 ciclos de 94°C, 1min - 52°C, 1min -
72°C, 1min e extenséo final de 72°C, 5 min.

Os amplicons obtidos em cada reacdo foram separados em gel de
poliacrilamida a 6 % nas mesmas condicbes ja descritas e analisados em
transluminador de luz ultravioleta, ap6s tratamento com brometo de etidio. Apds
documentacdo, os perfis de amplificacdo génica foram comparados a padrdes ja
estabelecidos e entre si para deteccdo da ocorréncia de linhagens bacterianas de

interesse.

A linhagem bacteriana de referéncia Bacteroides fragilis enterotoxigénica

ATCC 43859 foi utilizada como controle positivo na padronizagao dos experimentos.
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4.7. Determinacgéo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, antigo
NCCLS, 2004 — norma especifica para testes com bactérias anaerébias), foram
testadas as drogas: ampicilina (Medquimica Industria Farmacéutica Ltda., Brasil),
ceftriaxona (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Brasil), clindamicina (Uniédo
Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Brasil), cloranfenicol (Medquimica Industria
Farmacéutica Ltda., Brasil), meropenem (AstraZeneca, Brasil), e as associacdes
ampicilina/sulbactam (Strides Arcolab Limited, india) e piperazilina/tazobactam
(Novafarma Industria Farmacéutica Ltda., Brasil).

Foram preparadas duas solucdes estoque de cada droga (10 mg/mL e 5
mg/mL). Para ampicilina, ceftriaxona, clindamicina, meropenem,
ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam, o diluente utlizado foi a &agua
destilada. No entanto, para o cloranfenicol, foi necessaria para a diluicgdo uma
mistura de 95% de etanol e 5% de agua (CLSI, 2007). Em seguida, as solucdes
foram esterilizadas por filtragdo com auxilio de filtro com membrana de 0,22 ym
(Milipore Industria e Comércio Ltda., Brasil).

Concentragdes crescentes (de 0,06 ug/mL a 1024 ug/mL) das drogas
foram adicionadas a frascos estéreis contendo 20 mL do meio de cultura fundido, o
agar Brucela (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., india), que foi vertido em placas de
Petri estéreis. Com o uso do Replicador de Steers (STEERS, FOLTZ e GRAVES,
1959), inéculos de cultura, previamente crescida por 24h em caldo BHI, foram
adicionados as drogas (em duplicata), em ordem crescente de concentracao. As
placas entdo foram incubadas a 37°C, em anaerobiose. Incluiram-se também placas
controle, ou seja, sem adicdo da droga, para assegurar a qualidade do teste. Usou-
se para o controle de qualidade a linhagem padrao B. fragilis ATCC 25285.

A leitura foi feita apos 48 horas de incubacédo, determinando-se a
concentracéo inibitéria minima (MIC) da droga para cada isolado, que foi definida
como a menor concentracao de cada agente antimicrobiano que foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano macroscopico, bem como a classificagdo quanto a

susceptibilidade as drogas.
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5. RESULTADOS

5.1 Populacédo estudada

Foram incluidas na investigacdo 110 criancas provenientes de servicos de
atendimento pediatrico da cidade de Juiz de Fora, MG, com manifestacéo clinica de
doenca diarréica, além de 65 criancas sem manifestacao clinica de doenca diarréica,
provenientes da comunidade, também em Juiz de Fora, MG.
Os espécimes fecais foram recebidos e processados imediatamente, no periodo de
maio de 2007 até dezembro de 2008, distribuidas aleatoriamente durante as
diferentes estacfGes do ano. As caracteristicas da populacédo estudada encontram-se
na TABELA 2.

TABELA 2 - Caracteristicas da populagdo amostrada.

Com diarréia Sem diarréia Total

n % n % N %
Grupo de estudo
Sexo masculino 64 58 41 63 105 60
Sexo feminino 46 42 24 37 70 40
Idade média (meses) 27 meses 26 meses 26,5 meses

Um total de 33% dos pacientes com diarréia e 32% das criancas do grupo
controle encontravam-se na faixa etaria de ate 12 meses (FIGURA 3).
Aproximadamente 52% das amostras foram obtidas nos meses chuvosos de
dezembro a maio, entre elas 50% de pacientes com manifestacdo de doenca
diarréica e 55% de criancas do grupo controle. Em relacdo ao saneamento basico,
100% das familias dispunham de agua tratada em seus domicilios e existéncia de

fossa asséptica ou rede de esgotos.
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FIGURA 3 — Distribuicdo por idade do grupo de criangas cujas fezes foram amostradas neste estudo,
apos consentimento dos responsaveis.

Apesar de todos os responsaveis pelas criancas doadoras de material fecal,
bem como os enfermeiros e pediatras colaboradores do estudo terem sido instruidos
da importancia do rapido processamento das amostras no laboratério para a
recuperacao in vitro de bactérias anaerdbias, houve uma grande variagdo do tempo
de coleta até o processamento.

As fezes, diarréicas ou ndo, foram processadas sempre imediatamente apdés
seu registro de recebimento, sendo que 23% das amostras foram manipuladas no
intervalo de tempo de até quatro horas da sua coleta, enquanto que 77% das
amostras foram manipuladas com mais de quatro horas apds sua coleta, num
periodo que variou de quatro horas até nove dias apoés a coleta, neste caso, as fezes
foram consideradas néo aptas para cultivo microbiologico. Assim, das 175 amostras
fecais obtidas, apenas 40 espécimes foram considerados para isolamento de

linhagens representativas do grupo B. fragilis.
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5.2 — Isolamento e identificacdo de linhagens representativas do grupo
Bacteroides fragilis

Considerando-se que apenas 40 espécimes fecais foram considerados aptos
para isolamento e identificacdo de linhagens bacterianas, divididos entre especimes
diarréicos (43) e ndo diarréicos (4), totalizando 47 linhagens bacterianas do grupo
B.fragilis. O método de caracterizacdo bioquimica permitiu a identificagcdo de oito
espécies do grupo B. fragilis entre os isolados obtidos: B. distasonis, B. fragilis, B.
vulgatus, B. caccae, B. stercoris, B. uniformis, B. merdae e B. thetaiotaomicron. O
método de biologia molecular permitiu a caracterizacdo de quatro espécies do grupo
entre os mesmos isolados: B. distasonis, B. fragilis, B. vulgatus e B. thetaiotaomicron
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 — Eletroforegramas representativos da identificagdo de Bacteroides spp. por Multiplex-PCR
isolados de amostras fecais. A — Reacdo G (230bp => Grupo I; 230 + 400bp => Grupo lll). B —
Reacao para Grupo |: 420bp => B. fragilis; 250bp => B. vulgatus. C — Reacao para Grupo lll: 220bp
=> B. distasonis. N&do foram identificadas espécies com padréo de identificagdo de Grupo Il. PM —
padrdo de peso molecular 100 pb.
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Considerando-se as duas metodologias utilizadas, os resultados indicam
diferentes situacdes encontradas: 25 amostras bacterianas foram igualmente
identificadas utilizando-se as duas metodologias (TABELA 3); 05 amostras foram
identificadas pela metodologia de biologia molecular, entretanto as mesmas
amostras nao foram corretamente caracterizadas pela metodologia bioquimico-
fisiolégica podendo ser, de acordo com esta metodologia, classificadas em
diferentes grupos taxonomicos (TABELA 4); 09 amostras bacterianas foram
identificadas pela metodologia molecular em diferentes grupos taxonémicos em
relacdo a metodologia bioquimico-fisioldgica, inclusive a linhagem controle B. fragilis
ATCC 25285 (TABELA 5); 08 amostras bacterianas foram identificadas em
diferentes grupos taxondmicos pelas duas metodologias, entretanto, pela
metodologia bioquimico-fisiolégica as amostras foram classificadas em mais de um

grupo taxonémico (TABELA 6).
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TABELA 3 — Identificacdo de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método
bioguimico-fisioldgico e metodologia de biologia molecular dos espécimes fecais, cujas metodologias
permitem identificacdo semelhante.

Cédigo do espécime Identificagdo genética Identificacdo bioquimica
FC4-1 B. distasonis B. distasonis
FCi14 B. distasonis B. distasonis
FC24 B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
FH1-2 B. distasonis B. distasonis
FH4-2 B. fragilis B. fragilis
FH4-5 B. fragilis B. fragilis
FH4-6 B. fragilis B. fragilis
FH4-9 B. fragilis B. fragilis
FH5-1 B. fragilis B. fragilis
FH5-3 B. fragilis B. fragilis
FH5-8 B. distasonis B. distasonis
FH9-1 B. vulgatus B. vulgatus
FH9-2 B. vulgatus B. vulgatus
FH9-5 B. vulgatus B. vulgatus
FH9-9 B. vulgatus B. vulgatus
FH9-17 B. vulgatus B. vulgatus
FH9-13 B. vulgatus B. vulgatus
FH10-2 B. vulgatus B. vulgatus
FH10-11 B. vulgatus B. vulgatus
B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
FH25-11
FH43 B. distasonis B. distasonis
FH49-1 B. fragilis B. fragilis
FH49-2 B. thetaitaomicron B. thetaitaomicron
FH49-3 B. distasonis B. distasonis
FH60 B. thetaitaomicron B. thetaitaomicron
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TABELA 4 - |dentificacdo de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método
bioquimico-fisiolégico e metodologia de biologia molecular dos espécimes fecais, cuja metodologia
bioguimico-fisioldgica permite identificacdo bacteriana em mais de um grupo taxonémico.

Cédigo do espécime

Identificagdo genética

Identificagdo bioquimica

FH1-1

FH4-10

FH5-6

FHO-7

FH9-15

B. distasonis

B. fragilis

B. fragilis

B. vulgatus

B. vulgatus

. distasonis

. caccae

. merdae

. thetaitaomicron

[selvs Vs vs)

. fragilis
. uniformis
. stercoris

0w w

B. fragilis
B. distasonis
B. merdae

B. stercoris
B. vulgatus

B. vulgatus
B. stercoris

TABELA 5 — Identificacdo de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método
bioguimico-fisioldgico e biologia molecular dos espécimes fecais, cujas metodologias permitem

identificacdo discordante.

Codigo do espécime

Identificagdo genética

Identificacao bioquimica

FH4-1
FHS5-5
FHO-11
FH10-1
FH10-7
FH10-12
FH10-16
FH10-4
FC4-6
ATCC 25285

. fragilis
. fragilis
. vulgatus
. vulgatus
. vulgatus
. vulgatus
. vulgatus
. vulgatus
. fragilis
. fragilis

WWWWmWWWWwWwW

. distasonis
. distasonis
. caccae
caccae
caccae
caccae

. fragilis

. uniformis
. merdae

. distasonis

WWWwWwWwwW®W W W
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TABELA 6 — Identificacdo de linhagens representativas do grupo Bacteroides fragilis, por método
bioquimico-fisiolégico e metodologia de biologia molecular dos espécimes fecais, cujas metodologias
permitem identificacdo discordante e em mais de um grupo taxonémico.

Cédigo do espécime

Identificagdo genética

Identificagdo bioquimica

FH7-6

FH7-7

FHO9-14

FH10-3

FH10-9

FH10-10

FH10-13

FH10-19

B. fragilis

B. fragilis

B. vulgatus

B. vulgatus

B. vulgatus

B. vulgatus

B. vulgatus

B. vulgatus

B. uniformis
B. vulgatus

B. caccae
B. uniformis

B. merdae
B. caccae
B. stercoris

B. caccae
B. stercoris
B. uniformis

B. fragilis
B. stercoris

B. uniformis
B. stercoris
B. fragilis

B. distasonis
B. caccae

B. stercoris
B. uniformis
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5.3 Pesquisa do grupo Bacteroides fragilis diretamente nos espécimes fecais

Quando a avaliacéo foi feita diretamente dos espécimes fecais, por biologia
molecular, sem o0 passo de cultivo e identificacdo presuntiva, espécies do grupo
Bacteroides fragilis foram detectadas em 90 (51,5%) dos espécimes avaliados

considerando-se fezes diarréicas e nao diarréicas (Figura 5).
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FIGURA 5 — Eletroforegramas representativos da identificacdo de Bacteroides spp. isolados de
amostras fecais por PCR - Multiplex. A — Reacdo G (230bp => Grupo I; 230 + 450 => Grupo II; 230 +
400bp => Grupo Ill). B — Reacéo para Grupo I: 420bp => B. fragilis; 250bp => B. vulgatus; 610bp =>
B. ovatus. C — Reacéo para Grupo lll: 220bp => B. distasonis. MM — padr&o de marcador molecular
100 pb.
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Considerando-se somente as fezes diarréicas, espécies do grupo (B. fragilis,
B. distasonis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. caccae e Bacteroides sp.) foram
detectadas em 49 (44%) dos espécimes e distribuidas como representado na figura
6.

Em 61 (56%) espécimes fecais obtidos de pacientes apresentando
manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal, representantes do grupo B. fragilis
ndo foram detectados, pela observacdo de auséncia de amplicons obtidos nas
reacoes de PCR.

Considerando-se somente as fezes nao diarréicas, espécies do grupo (B.
fragilis, B. distasonis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. ovatus e Bacteroides sp.)
foram detectadas em 41 (63%) dos espécimes e distribuidas como representado na
figura 7.

Tal como observado nas amostras provenientes de pacientes apresentando
manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal, representantes do grupo B. fragilis
nao foram detectados em 24 (37%) amostras fecais avaliadas.

Neste estudo foi considerado a deteccdo de Bacteroides sp. para 0S casos
onde foi observado amplicons sugestivos de Bacteroides na reacdo definida como
reacdo G, isso €, amplions de 230, 400 ou 450 pb, mas ndo houve amplificacao de
fragmentos esperados nas reacbes |, Il e Ill, mesmo apods repeticdo dos

experimentos,
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B. caccae
3%

B. thetaiotaomicron
5%

FIGURA 6 — Distribuicao das espécies representativas do grupo Bacteroides fragilis detectadas nos
espécimes fecais diarréicos avaliados diretamente por metodologia de biologia molecular.
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FIGURA 7 — Distribuicdo das espécies representativas do grupo Bacteroides fragilis detectadas nos
espécimes fecais néo diarréicos avaliados diretamente por metodologia de biologia molecular.
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5.4 Pesquisa de Bacteroides fragilis enterotoxigénicos

Pela metodologia empregada, Bacteroides fragilis enterotoxigénicos (ETBF)
foram detectados em 4.6% dos espécimes fecais avaliados, sendo 4 em espécimes
fecais diarréicos (3,7% neste grupo) e 4 em espécimes fecais ndo diarréicos
(6,15%), considerando-se a amplificacdo do fragmento de 294pb referente a
segmento do gene bft codificador da enterotoxina na espécie (Figura 8).

Ainda que a enterotoxina tenha sido detectada em numero reduzido de
especimes fecais, considerando-se 0 sexo dos doadores de espécime clinico para
analise, 62,5% (n=5) das fezes positivas foram obtidas de criancas do sexo feminino,
enquanto que 37,5% (n=3) foram obtidas de criancas do sexo masculino. Em relacéo
a idade dos doadores, tanto no grupo diarréico quanto no grupo controle a idade

média foi de 2 anos.
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FIGURA 8 — Eletroforegrama representativo da identificacdo de Bacteroides fragilis enterotoxigénico
(ETBF) em espécimes fecais. PM - padrao de peso molecular 100 pb; Canaleta 1 — controle negativo;
canaleta 2 — controle positivo para ETBF (banda de 294pb); canaletas 3, 5 e 7 — espécimes positivos;
canaletas 4 e 6 — espécimes negativos.
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5.5 Determinacéao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Com relagdo ao perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados do
grupo B. fragilis avaliados e as recomendacdes de interpretacdo dos resultados
segundo o manual do NCCLS (2004), observou-se resisténcia bacteriana a todos os
antimicrobianos testados, sendo que as drogas menos eficazes foram: ampicilina
(82,1% de resisténcia, embora 13,3% das linhagens tenham apresentado niveis de
resisténcia intermediaria); clindamicina (62,2% de resisténcia, embora 40% das
linhagens tenham apresentado niveis de resisténcia intermediaria); ceftriaxona
(57,7% de resisténcia, embora 37,7% das linhagens tenham apresentado niveis de
resisténcia intermediaria); cloranfenicol (48,8% de resisténcia, embora 33,3% das
linhagens tenham apresentado niveis de resisténcia intermediaria) e meropenem
(44,3% de resisténcia, embora 26,6% das linhagens tenham apresentado niveis de
resisténcia intermediaria).

Por outro lado, as drogas mais eficazes foram as associacdes
ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam, para as quais a resisténcia foi
observada em niveis de 17,7% para a associacdo ampicilina/sulbactam, sendo que
6,6% refere-se a resisténcia intermediaria e 8,8% de resisténcia a associacao
piperacilina/tazobactam , sendo que 6,6% refere-se a resisténcia intermediaria a

esta associagao (Tabelas 7 e 8, Figura 9).

TABELA 7 — Valores de referéncia para interpretacdo dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos
de bastonetes Gram negativo anaerdbios, pelo método de diluicdo em agar, segundo recomendacdes
do NCCLS (2004).

Droga Concentracéo do antimicrobiano em pg/ml
Antimicrobiana Sensibilidade Resisténcia Resisténcia
intermediaria

Ampicilina <0,5 1 >2
Ampicilina/sulbactam <8/4 16/8 >32/16

Ceftriaxona <16 32 >64

Clindamicina <2 4 >8

Meropenem <4 8 216
Piperacilina/tazobactam <32/4 64/4 >128/4

Cloranfenicol <8 16 232
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TABELA 8 - Concentracdes inibitérias minimas das drogas antimicrobianas testadas (em pg/mL),
obtidas pelo método de diluicdo em agar, para as linhagens representativas do grupo Bacteroides
fragilis availadas.

Linhagem AMP AMS CTR CLI MEM PTZ CHL
FH1-1 4 4 1 2 2 4 4
FH1-2 1 1 256 2 4 0,48 8
FH4-1 0,48 1 32 2 2 0,48 4
FH4-2 0,48 1 16 2 2 2 8
FH4-5 0,48 1 8 2 4 2 8
FH4-6 0,48 1 32 2 4 2 8
FH4-9 2 1 32 2 2 0,48 8

FH4-10 1 1 32 2 2 2 8
FHS5-1 1 1 32 2 2 2 8
FHS5-3 1 2 32 2 2 2 0,24
FHS5-5 32 2 32 4 4 2 16
FH5-6 32 32 32 4 4 1 16
FHS5-8 8 32 32 4 8 0,48 4
FH7-6 2 4 32 4 4 0,48 4
FH7-7 2 32 32 4 8 0,48 16
FHO-2 2 1 32 2 8 0,48 4
FHO-7 4 0,12 0,06 2 16 1 4

FH9-11 4 4 16 4 8 1 16

FH9-13 4 4 4 4 4 4 16

FH9-14 4 4 4 4 8 4 16

FH9-15 8 4 16 4 16 32 16

FH9-17 8 4 16 4 8 2 16

FH10-1 0,24 0,24 0,06 8 16 4 32

FH10-2 0,24 0,24 0,48 4 8 1 4

FH10-3 2 1 32 4 8 64 32

FH10-4 2 0,06 0,12 4 32 4 16

FH10-7 0,06 0,06 0,24 4 16 4 8

FH10-9 512 16 8 8 8 4 16

FH10-11 2 1 32 8 4 4 32
FH10-12 1 8 16 8 16 4 8
FH10-13 2 1 32 8 16 2 16
FH10-16 1 1 32 2 16 1 8
FH10-19 0,24 0,12 0,06 8 8 4 32
FH25-11 512 16 32 8 8 64 32

FH43-8 4 16 64 4 2 16 16

FH49-1 16 8 128 4 2 8 16

FH49-4 16 4 64 1 1 128 32

FH49-5 8 4 64 1 1 16 8

FH49-6 32 4 64 8 0.24 8 8

FH49-7 16 2 64 16 0.48 8 16

FH49-8 4 1 128 0.24 0.48 8 4

FH60-5 4 4 128 0.24 1 8 4
FC4-1 32 32 4 8 8 4 16
FC4-6 128 32 8 4 4 64 32

ATCC 25285 4 4 16 4 4 2 8

AMP, Ampicilna; AMS, Ampicilina/Sulbactam; CTR, Ceftriaxona; CLI, Clindamicina; MEM,
Meropenem; PTZ, Piperacilina/Tazobactam; CHL, Cloranfenicol.
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FIGURA 9 - Distribuicdo de linhagens bacterianas de bastonetes Gram negativo do Grupo
Bacteroides fragilis que apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria aos diferentes
antimicrobianos testados. AMP, Ampicilna; AMS, Ampicilina/Sulbactam; CHL, Cloranfenicol; CLI,
Clindamicina; CTR, Ceftriaxona; MEM, Meropenem; PTZ, Piperacilina/Tazobactam.
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6. DISCUSSAO

6.1 Doenca diarréica infantil

A diarréia infecciosa € uma condicdo clinica associada a grande morbidade e
mortalidade no mundo todo, afetando principalmente criangcas. A morbidade por
diarréia € um indicador utilizado na avaliagdo do nivel de satde de uma populagéo e
varia de acordo com as diferentes regides, localidades e grupos populacionais.
Essas variacfes regionais estdo intimamente relacionadas com a profunda
desigualdade de vida de seus habitantes referentes a renda familiar, servigcos
publicos essenciais, assisténcia a saude e a educacdo (NGUYEN et al., 2005).

A diarréia esta associada a patdgenos entéricos, que incluem virus, bactérias
e parasitas. Rotavirus e as Escherichia coli enteropatogénicas sdo consideradas os
agentes etioldogicos mais comuns, sendo as linhagens patogénicas de E. coli
especialmente importantes em paises em desenvolvimento. Os rotavirus estdo
associados a gastrenterites no mundo todo e S&80 responsaveis por
aproximadamente 20% das mortes associadas a diarréia em criancas menores de 5
anos de idade. Além disso, outros agentes bacterianos tém sido reconhecidos como
enteropatdogenos potencial como Salmonella spp, Shigella spp, Vibrio cholerae,
Campylobacter spp, e os bastonetes Gram negativo anaerobios Bacteroides fragilis,
especialmente as linhagens enterotoxigénicas (JAFARI et al.,2008;KIM et al.,2008;
PATRZALEK, 2008)

Além das condicdes de higiene sanitaria associadas a transmissdo e
persisténcia da doenca diarréica em populacdes susceptiveis, apds o nascimento,
microrganismos podem ser adquiridos de fontes ambientais, contato oral ou
microrganismos cutdneos maternos que podem ser transferidos as criangas por
varios processos como aleitamento materno (aproximadamente 10° células
microbianas por litro de leite em mées saudaveis), beijo, carinho, etc. Aléem disso, as
criancas estdo expostas a outros microrganismos que ganham acesso ao trato
gastrintestinal pela alimentacdo (THOMPSON-CHAGOYAN; MALDONADO e GIL,
2007).

Apesar do declinio do nimero de hospitalizacao por diarréia aguda em todo o

mundo com o advento da terapia de reidratacdo oral e do consequente
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decréscimo da mortalidade pela doenca em criangas menores de cinco anos, a
diarréia ainda permanece como importante causa de hospitalizacdo entre a
populacéo infantil (PONTUAL et al.,2006 ;MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

No nosso estudo, foi avaliada a microbiota fecal de criancas apresentando
manifestacdo clinica de doenca diarréia e sem manifestacédo clinica da doenca na
cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, considerando-se a ocorréncia de
representantes de anaerdbios obrigatérios do grupo Bacteroides fragilis,
enterotoxigénicos ou nao.

Da avaliagdo demogréfica dos pacientes e doadores saudaveis, observou-se
que cerca de 33% das criancas com diarréia aguda tinham até um ano de idade e
60% das criancas tinham menos de 2 anos de idade, corroborando com os dados da
literatura. A média de idade baixa da populacdo estudada reflete a frequéncia
elevada de diarréia aguda em criancas menores de dois anos de idade e a maior
gravidade da doenca nesta fase da vida, o que leva a procura de atendimento
médico (ARANHA- MICHEL& GIANELLA, 1999; ORLANDI et al., 2001; NGUYEN et
al., 2005; BALAMURUGAN et al., 2008).

A obtencao dos espécimes fecais foi distribuida homogeneamente nos meses
chuvosos e secos do ano. De acordo com a literatura, a maioria dos casos de
diarréia associados as bactérias acontece nos meses chuvosos e quentes,
possivelmente porque a temperatura mais elevada favorece a multiplicacdo
bacteriana no ambiente, e a chuva contribui na disseminacdo do agente etioldgico
nas aguas superficiais (PODEWILS et al.,2004; QUADRI et al.,2005). Apesar da
renda familiar das familias ndo ter sido investigada, todas as familias possuiam
condicbes de saneamento basico nas moradias, como agua tratada e sistema

fechado de esgoto de fezes.

6.2 Identificacdo bioquimica e molecular das linhagens do grupo

B.fragilis

O trato gastrintestinal humano alberga uma grande variedade de bactérias,
mais de 400 espécies, sendo o total de células microbianas neste sitio anatdmico
superior ao numero de células no corpo humano (TURRONI et al., 2008). A grande
maioria destas bactérias sdo importantes para saude humana produzindo e

degradando nutrientes e substancias nocivas ao hospedeiro, prevenindo a
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colonizagdo por microrganismos patogénicos e participando na modulacdo do
sistema imunoldgico (THOMPSON-CHAGOYAN; MALDONADO e GIL, 2007;
BALAMURUGAN et al., 2008).

O ecossistema intestinal pode ser definido como um érgédo microbiano dentro
do organismo do hospedeiro que atua em uma associagdo dinamica e intensa
dependente de fatores microbianos, do hospedeiro e da dieta. O estudo deste
complexo ecossistema tem sido baseado em métodos microbioldgicos classicos que
envolvem cultivo microbiano em meios de cultura especificos e técnicas bioquimicas
e fisiolégicas de identificacdo. Entretanto estas técnicas ndo permitem a
recuperacédo de todos os grupos microbianos (BOTTARI et al, 2006).

Bactérias anaerobias compreendem uma grande populacdo da microbiota da
pele, trato genital, gastrintestinal e membranas internas de mucosas. Como
microrganismos oportunistas, eles frequentemente participam de infeccdes
endégenas. Apesar do reconhecimento  clinico-epidemiologico  destes
microrganismos, muitos laboratorios de microbiologia clinica ndo percebem a
necessidade de identificar corretamente os anaerobios ou realizam tal identificacéo
de modo incorreto (BROOK, 2002; PANG et al., 2005).

Segundo a literatura disponivel, a frequéncia exata destes microrganismos €
dificil de ser determinada, devido ao uso inconsistente de métodos tradicionais
classicos para isolamento e identificacdo. Entre os pontos positivos dos métodos de
diagnéstico dependentes de cultivo destacam-se o0s custos, a possibilidade de
quantificacdo microbiana e a possibilidade de futuras investigacdes bioquimicas e
fisiolégicas das linhagens isoladas. Por outro lado, estas sé@o técnicas laboriosas e
gue demandam muito tempo e sédo dependentes do processamento das amostras
clinicas e das condi¢des de cultivo (FURRIE, 2006; BALAMURUGAN et al., 2008).

Os meétodos classicos de identificacdo realizados inicialmente neste estudo,
como o isolamento em meio seletivo e técnicas de coloracdo de Gram, sao
tradicionalmente bem estabelecidos nos manuais de bacteriologia clinica para
isolamento e identificacdo de anaerdbios. O diagnostico direto baseado no
isolamento e cultivo microbiano permite o uso dos isolados em investigacdes
posteriores com grande importancia clinico-cientifica como a determinacéo do perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos e estudos epidemioldgicos. Considera-se,
ainda, que a analise da coloragédo de Gram e informacdes preliminares de cultura da

amostra recebida podem revelar o tipo e 0 numero relativo de microrganismos, bem
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como células do hospedeiro presentes, o que pode orientar o diagnéstico clinico e a
terapia precoce (SUMMANEN et al., 1993;FINEGOLD,1995).

Alguns sistemas comerciais semi-automatizados permitem fazer a
identificacdo das diferentes espécies de anaerdbios utilizando numerosas provas
bioguimicas, por meio da acédo de enzimas bacterianas pré-formadas, podendo fazer
o diagndstico em ate 4 horas. De acordo com o Manual de Microbiologia Clinica para
Controle de Infeccdo em Servicos de Saude, publicado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004), os sistemas mais frequentemente utilizados
séo: API, Vitek e Microscan. Estes métodos séo caros e ndo sdo fundamentais para
o diagndstico dos grupos bacterianos e para uma orientacéo terapéutica adequada.
Como alternativa aos métodos microbiolégicos classicos para identificacdo de
anaerobios, testes de identificacdo rapida tém sido utilizados. Estes métodos séo
baseados ou em sorologia ou biologia molecular (ZHANG e WEINTRAUB,1997).

O desenvolvimento de métodos moleculares tem permitido alternativas para
investigacdo de comunidades microbianas, como a microbiota intestinal humana e
de outros animais, sem a necessidade de cultivo microbiol6gico. Assim, novas
técnicas tem sido propostas para diagnostico de microrganismos entéricos e
reclassificacdo de grupos microbianos previamente identificados em espécies e
géneros ja estabelecidos (FURRIE, 2006).

Entre as técnicas moleculares independentes de cultivo microbioldgico para
deteccdo e identificacdo bacteriana destacam-se métodos relacionados ao
desenvolvimento de sondas e oligonucleotideos iniciadores homoélogos a regides de
DNA que codificam RNA ribossémico microbiano (PCR, técnicas convencionais de
hibridizacdo, FISH, microarrangios de DNA), estudo de comunidades pela
associacdo de técnicas de PCR e eletroforese com gradientes de desnaturacao
(DGGE) ou temperatura (TGGE), estudos envolvendo PCR em tempo real
guantitativo ou qualitativo e metagenémica (TURRONI et al., 2008)

Como observado neste estudo, em relacdo as amostras de anaerdbios
isoladas e presuntivamente identificadas como Bacteroides, o meétodo de
caracterizagdo bioquimica permitiu a identificacdo de oito espécies do grupo B.
fragilis entre os isolados obtidos enquanto que o método de biologia molecular
(PCR- Multiplex) baseado na amplificagcdo de segmentos dos genes codificadores
para o0 RNAr 16S e 23S, conservados no grupo, além da regido variavel espacadora

intergénica destes microrganismos, utilizada na diferenciagdo especifica das
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linhagens, permitiu a caracterizacdo de quatro espécies do grupo entre 0S mesmos
isolados. Considerando-se as duas metodologias utilizadas, os resultados indicam
diferentes situacdes encontradas relacionadas a identificacdo coincidente entre as
duas metodologias, identificacdo semelhante, ou discordante.

Segundo Summanen e colaboradores (1993), algumas das espécies dentro
do grupo B. fragilis sdo muito similares bioquimicamente, o que dificulta o processo
de identificacdo das mesmas. Neste estudo, os testes de fermentacdo dos
carboidratos revelaram resultados bastante semelhantes entre as diferentes
linhagens, o que provocou a dificuldade na identificagdo microbiana de acordo com
as chaves de identificacdo disponiveis. No entanto, estas técnicas sdo ainda
utilizadas, como relata, por exemplo, Antunes e colaboradores (2002), que, apés
identificar presumivelmente coldnias de B. fragilis através de teste da esculina
positiva, realizou a coloracdo pelo método de Gram e testes para verificar a
producdo de catalase, indol, bem como a producédo de &cidos a partir de alguns
carboidratos, como trealose, raminose, manitol, glicose e sacarose.

De maneira geral, ao compararmos o0s dois métodos de identificacdo
utilizados, o método bioquimico néo identificou corretamente 46% (17) das espécies
analisadas em relacdo ao método molecular, sendo que 32.5% (13) das espécies
apresentaram caracterizacdo em diferentes grupos taxonémicos pela técnica
bioquimica. No entanto considerando-se a técnica molecular como uma técnica mais
acurada, sabe-se que o0 diagndstico genético representa um método mais
dispendioso para a aplicacdo na microbiologia clinica, o que dificulta sua realizacédo
de forma rotineira. Por outro lado a técnica molecular permitiu a deteccdo de
microrganismos em amostras fecais, para as quais 0 método de cultura
microbioldgica classica ndo pode ser aplicado ou ndo possibilitou a recuperacéo de
amostras representativas do grupo B. fragilis.

Apesar das bactérias indigenas terem um papel importante na fisiologia do
hospedeiro, quando o balanco do ecossistema intestinal for rompido, esses
microrganismos podem causar complicacdes como patdgenos oportunistas que vao
desde infeccdes intestinais a doengas em outros sitios anatomicos. As doencas
associadas aos anaerobios da microbiota residente estdo relacionadas ao seu
carater anfibiébntico no desequilibrio homeostéatico ou ao serem introduzidos em
areas nao colonizadas do corpo (TANNOCK,1988; VOLLAARD,1994;HOOPER et
al.,1998;PENDERS et al., 2006).
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O grupo B. fragilis inclui espécies bacterianas que constituem a maior parte
da microbiota residente do trato gastrintestinal de seres humanos e outros animais.
Apesar disso, sdo 0s microrganismos anaerobios mais comuns associados as
infeccbes enddgenas abaixo do diafragma, especialmente a espécie B. fragilis.
Entretanto, j& é reconhecido o potencial agressor das outras espécies do grupo, o
que sugere antibioticoterapia especifica, visto que as infeccbes causadas por
anaerobios sdo responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade
(FINEGOLD, 1990; SUMMANEN et al.,1993).

Considerando-se a importancia das doencas diarréicas na infancia e que a
etiologia de 20 a 50% das manifestacdes clinicas continua ainda sem diagndstico, o
conhecimento da populacdo de microrganismos especificos do ecossistema
intestinal poderia ajudar na compreensdo da dinamica microbiana na agressao
(NGUYEN, 2005). Segundo Thompson-Chagoyan, Maldonado e Gil (2007) a
manutencdo da microbiota intestinal € necessaria a prevencao de doencas
infecciosas neste sitio anatdbmico. Tem sido demonstrado que animais isentos de
germe s&o mais susceptiveis a infec¢cdes se comparados a animais colonizados com
microbiota. Esta informacdo permite sugerir que o balanco microbiano é necessario

para manutencdo da saude do hospedeiro.

6.3 Pesquisa do grupo B.fragilis diretamente nos espécimes fecais

Neste trabalho, as amostras fecais analisadas de criangas com doenca
diarréica através da técnica de PCR Multiplex diretamente da amostra fecal,
revelaram que 44% dos espécimes clinicos contém representantes do grupo B.
fragilis associados a sua microbiota fecal, enquanto que 63% dos espécimes
coletados de criancas sem manifestacdo clinica de doenca diarréica apresentaram
bactérias representativas do grupo B. fragilis. Tanto os microrganismos isolados e
identificados, quanto a deteccdo genética do grupo diretamente nas amostras fecais,
permitiram a identificacdo de representantes das espécies do grupo B. fragilis tais
como B. fragilis, B. distasonis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. caccae, B. ovatus,
além de 23-25% de Bacteroides sp.

As amostras identificadas confirmam os dados da literatura, onde as espécies

mais frequentemente isoladas de infec¢des clinicas ou microbiota residente de
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individuos saudaveis da espécie humana sdo descritas como B. fragilis, B.
thetaiotaomicron, B. distasonis e B.vulgatus, principalmente (LIU et al., 2003).

Considerando-se que o grupo B. fragilis compde a maior parte da microbiota
anaerobica do trato gastrintestinal, quando avalia-se a frequéncia de recuperacao ou
deteccdo destes microrganismos diretamente nos espécimes clinicos, pelo menos
duas observacbes devem ser feitas: (i) O baixo isolamento de linhagens de
Bacteroides nas fezes pode refletir as dificuldades para recuperacdo de anaerébios
em laboratério, uma vez que a coleta e o transporte adequados de espécimes séo
cruciais. A identificacdo destes microrganismos nas amostras biolégicas € um
processo dificil, pois séo fastidiosos, requerem aproximadamente 48 horas de cultivo
em cultura anaerébica e o processamento das amostras ndo pode exceder 2 horas
da coleta do material fecal. Neste trabalho, das 175 amostras de fezes recebidas,
apenas 40 foram consideradas aptas para cultura microbiolégica, apesar das
orientacdes dadas aos participantes do estudo. O transporte apropriado comeca
com o acondicionamento da amostra sob condicbes anaerdbias em meio de
transporte que garanta baixo potencial de 6xido-reducdo. Tais dificuldades podem
resultar em alteragbes nos testes convencionais de isolamento e identificagéo
fisiolégica. (ii) Considerando-se a metodologia molecular utilizada e seu fundamento
baseado na deteccdo de sequéncias de DNA pela amplificacdo em cadeia da
polimerase, é plausivel admitir que falhas metodoldgicas possam estar associadas a
amplificacdo inespecifica de segmentos génicos ou a ndo amplificacdo de
segmentos em detrimento a concentracdo do DNA alvo na amostra considerando-se
o protocolo de amplificag&o proposto, ou ainda a presenca de substancias inibidoras
da enzima DNA taq polimerase. Além disso, dever-se-a considerar os protocolos de
extracdo e purificacdo do DNA, ainda que sejam métodos ditos ja estabelecidos na
literatura disponivel.

Por outro lado, considerando-se a observagdo destes microrganismos em
maior frequéncia nas amostras fecais provenientes de doadores sem manifestacédo
clinica de doenca diarréica em comparagdo a sua observacdo nas amostras fecais
diarréicas, dados da literatura disponivel sugerem que de fato em episodios de
diarréia aguda pode ocorrer uma diminuigcéo significativa de anaerébios do grupo B.
fragilis na microbiota fecal (BALAMURUGAN, 2008).

Segundo Balamurugan e colaboradores (2008), pouca informacao encontra-

se disponivel sobre a microbiota residente durante a diarréia aguda em criancas.
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Considerando-se os métodos quantitativos de estudos moleculares, percebe-se uma
diminuicdo significativa neste momento, de anaerobios, sobretudo Bacteroides
dentre outros géneros. Estas observacdes sao atribuidas a um provavel crescimento
exacerbado de outros microrganismos e alteracdes nos potenciais de oxido-reducéo
no colon. Além disso, a observacéo é suportada pela diminuicdo na quantidade de
acidos graxos de cadeia curta (produto de metabolismos de bactérias anaerébias)
encontrada nas fezes durante a diarréia aguda. Esta diminuicdo da microbiota
anaerodbia incluindo os Bacteroides pode ser importante para a fisiopatologia da
diarréia. Cada componente da microbiota anaerdbia contribui com o metabolismo de
diferentes carboidratos no intestino. A producdo de acidos graxos de cadeia curta
como o butirato, pelo metabolismo de carboidratos ndo absorviveis pelo hospedeiro
(amido resistente a amilase, por exemplo) contribui para a manutencéo da saude do
hospedeiro. Neste sentido, acredita-se que a terapia com estes carboidratos tenha
um efeito prebidtico na evolucdo do paciente com diarréia aguda estimulando o

crescimento de microrganismos residentes benéficos como os anaerobios.

6.4 Pesquisa de Bacteroides fragilis enterotoxigénicos

Algumas linhagens de B. fragilis (ETBF) podem produzir uma enterotoxina
gue esta associada com a manifestacdo diarréica e outras doencas inflamatorias do
trato gastrintestinal em seres humanos ( WU et al., 2003; SEARS et al., 2008).
Acredita-se que esta enterotoxina, descrita em 1984 esteja associada a diarréia
aguda principalmente em pacientes na faixa etaria de zero a cinco anos, sobretudo e
nos primeiros 12 meses de vida, relacionada a perda de fluidos, esfoliacdo e
alteracdo do citoesqueleto em células intestinais. Além disso, existem evidéncias
epidemiologicas de que os ETBF estejam associados a animais domésticos como
gado, galinhas, carneiros e outros animais (CHUNG et al., 1999; NAKANO et al.,
2007).

Em nosso estudo, identificamos 4,6% de linhagens ETBF nas amostras
fecais. Considerando-se as amostras diarréicas, a deteccao de ETBF foi de 3,7% e
considerando-se as fezes nado diarréias a deteccdo de ETBF foi de 6,15%. De
maneira geral a frequéncia de deteccdo de ETBF foi baixa quando comparado com
outros paises. Estudos confirmaram a presenca de ETBF em 6 a 12% de criancas

nos EUA, 11% na lItalia e Turquia, 12% na Suica, entre 5 a 15% no Japao, 7% no
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Vietna, cerca de 6% na india e 2 a 6% em Bangladesh (ZHANG et al., 1999;
DURMAZ, DALGALAR E DURMAZ, 2005; NGUYEN et al.,, 2005; SHARMA &
CHAUDHRY, 2006; COHEN et al., 2006).

No Brasil, existe uma caréncia de dados cientificos sobre a epidemiologia da
ocorréncia de ETBF na nossa populacdo. Dados recentes mostram a ocorréncia
destes microrganismos em criancas apresentando quadro clinico de diarréia e em
criancas HIV positivo no estado de Sdo Paulo, entretanto as frequéncias nédo foram
informadas pelos autores (NAKANO et al., 2007). Além disso, 0 mesmo grupo relata
frequéncias de 3,7% de ETBF em bezerros ainda no estado de Sé&o Paulo,
avaliando-se amostras fecais diarréicas e ndo diarréicas (ALMEIDA, NAKANO E
AVILA-CAMPOS, 2007).

Segundo dados da literatura internacional cerca de 16% das criancas
menores de 2 anos de idade serdo ou foram infectadas com linhagens de ETBF em
algum momento deste periodo da vida, sem, necessariamente desenvolver
sindrome clinica, o que torna necessario estudos prospectivos sobre a frequéncia de
ocorréncia destas bactérias nas diferentes populacdes (DURMAZ, DALGALAR E
DURMAZ, 2005; NGUYEN et al., 2005;PATHELA et al.,2005).

O envolvimento de B. fragilis produtor de enterotoxina tem sido objeto de
investigacdo nos ultimos 25 anos, e estudos sugerem que ETBF pode ter um
importante papel na doenca diarréica em diferentes populacdes (DURMAZ,
DALGALAR & DURMAZ, 2005). Sua deteccao fisiologica em amostras fecais
depende, entre outros fatores, da producdo da toxina, da sensibilidade da analise e
da sua estabilidade, uma vez que a enterotoxina é susceptivel a degradacdo por
proteases (BRESSANE,2001). Condicfes de vida e diferencas geograficas também
podem afetar a frequéncia de ETBF na populacdo (FINEGOLD,1990). Estudos
futuros sdo necessarios para entender o papel do ETBF na doenca diarréica e
processos inflamatérios intestinais (SEARS et al., 2008).

De acordo com nossos resultados pode-se observar que foram detectados
linhagens ETBF em amostras fecais ndo diarréicas, o que pode indicar a presenca
de portadores saudaveis que podem servir de reservatorio destas linhagens
microbianas para populagdes susceptiveis.

Sabe-se que as condi¢cbes ambientais como a disponibilidade nutricional, o
pH, potencial redox e a presenca de outras substancias xenobiéticas podem modular

os perfis de expressao génica em bactérias anaerdbias o que poderia, nestes casos
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assegurar a nao producao de toxinas por estas linhagens bacterianas, mas sua
persisténcia na populacdo (DINIZ et al.,, 2004; SILVA, 2007; BALAMURUGAN,
2008).

6.5 Determinacgéo do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Sabe-se que as drogas antimicrobianas podem induzir alteracdes na
microbiota indigena pelo seu uso independente da participacdo destes
microrganismos em doencgas infecciosas, pela selecdo de linhagens bacterianas
resistentes que podem aparecer como patdégenos oportunistas em diferentes
situacdes (BEZIRTZOGLOU,1997).

Embora os testes de susceptibilidade a antimicrobianos na bacteriologia de
anaerébios terem sido Uteis para a terapia antimicrobiana, estes testes ainda nao
tem sido amplamente incorporados na pratica clinica. Algumas razdes apontadas,
compreendem, a dificuldade de -cultivo destes microrganismos, a hatureza
polimicrobiana associada as infeccdes anaerdbias, e a caréncia de estudos
associando os resultados laboratoriais e resultados de clinica (NGUYEN et al.,
2000).

Pelo carater anfibibntico dos microrganismos residentes e sua participacao
em infeccdes de origem enddgena, bactérias do grupo B. fragilis tém sido alvo de
diversos estudos, devido seu alto grau de resisténcia aos antimicrobianos e, ainda a
metais pesados. Estas Ultimas substancias tém sido reconhecidas como marcadores
de resisténcia multipla a drogas, geralmente mediada pela aquisicdo de novas
informacdes genéticas associada a elementos extracromossomais (SALYERS, 1984;
AVILA-CAMPOS et al.,1991).

A resisténcia bacteriana a drogas pode ser intrinseca quando € espécie ou
género especifica ou mesmo adquirida, associada a mutacdes durante a
multiplicac@o bacteriana ou eventos de recombinacdo genética como a conjugacéo,
transformacado e a transdugéo. Segundo dado da literatura j& é bem estabelecido a
transferéncia de marcadores de resisténcia bacteriana entre os anaerobios e outros
grupos microbianos como os bastonetes Gram negativo anaerdbios facultativos,
como por exemplo a transferéncia de plasmideos em Bacteroides spp que tem um
papel importante na disseminacao de resisténcia a antibiéticos (RILEY & MEE, 1982;
RUDRIK et al.,1985).
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Nos ultimos 20 anos, variacdes geograficas e aumento de resisténcia a
antimicrobianos tradicionais além de novos beta-lactamicos tém sido relatado como
um problema global. Assim monitoramento periddico dos padrbes de
susceptibilidade a drogas nestes organismos tem sido recomendado para
disponibilizar conhecimento para subsidiar a escolha de antibioticoterapia apropriada
(NGUYEN et al., 2000; LIU, 2003; SNYDMAN,2007;BETRIU et al., 2008).

Considerando-se o carater regional desse estudo, a observacdo de
resisténcia bacteriana a todos o0s antimicrobianos testados, representa dado
relevante a ser considerado na terapia empirica, sobretudo em situagfes clinicas
nas quais o aspecto da doenca possa sugerir 0 envolvimento de bactérias
anaerodbias, como representantes do grupo B. fragilis. Embora o reconhecimento das
diferentes espécies do grupo como agentes potencialmente associados a doencas
de origem enddgena, sugira antibioticoterapia especifica (BROOK,1988; BROOK &
FRAZIER,1992; ALDRIDGE,1995), nossos dados permitem sugerir homogeneidade
nos perfis de susceptibilidade a drogas entre as diferentes linhagens bacterianas
recuperadas e avaliadas neste estudo.

Entre o0s antimicrobianos disponiveis contra bactérias anaerobias,
especialmente o grupo B. fragilis, destacam-se o metronidazol, a clindamicina, os
beta-lactamicos e a associacao beta-lactamico e inibidor de beta-lactamase, drogas
nas quais aumento da resisténcia tem sido relatado em varios paises (FERNANDEZ
et al., 2007).

Observamos, entre as linhagens isoladas de espécimes fecais de criancas
com idade média de dois anos de idade considerando aquelas com e sem
manifestacdo clinica de doenca diarréica, resisténcia bacteriana a todos o0s
antimicrobianos testados como: ampicilina, ceftriaxona e meropenem, drogas
representativas dos  beta-lactamicos, além de ampicilina/sulbatam e
piperacilina/tazobactam, representativas de associacao beta-lactamico/inibidor de
beta-lactamase; clindamicina e cloranfenicol. Entre o0s niveis de resisténcia
observados, destaca-se a alta resisténcia intermediaria aos antimicrobianos o que
sugere alerta do ponto de vista clinico, sobretudo pela origem das amostras. Estes
microrganismos podem ser representativos da populacdo bacteriana circulante na
comunidade, assumindo-se a baixa diversidade de antimicrobianos a que criangas

menores de 2 anos de idade deveriam ser expostas.
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Entre os agentes beta-lactamicos testados, observa-se a baixa eficiéncia das
penicilinas (ampicilina), seguido das cefalosposrinas (ceftriaxona) e carbapenémicos
(meropenem). Considerando-se 0s baixos niveis de resisténcia observados para 0s
beta-lactamicos associados a inibidores de beta-lactamases, sugere-se que a
maioria das amostras bacterianas recuperadas sejam produtoras de enzimas beta-
lactamases, como ja bem estabelecido para o grupo B. fragilis, sendo a associacao
piperacilina-tazobactam, ainda bastante efetiva com baixos niveis de resisténcia
relatada (BETRIU et al., 2008; LIU et al., 2008). A resisténcia dos Bacteroides aos
beta-lactamicos como as penicilina, foi inicialmente observada em 1966 e a
producédo de diferentes tipos de enzimas beta-lactamases ja descritas representam o
mais importante mecanismo de resisténcia destes microrganismos a estas drogas
(FILLE et al.,2006).

O aumento da resisténcia de alguns agentes antimicrobianos, incluindo
tetraciclina, clindamicina e ceftriaxona, reflete a capacidade de B.fragilis em
desenvolver resisténcia por varios mecanismos diferentes. A resisténcia entre 0s
isolados de Bacteroides a clindamicina tem aumentado em varios paises. Onde a
vigilancia epidemioldgica € mais intensa a literatura reporta que a resisténcia a
clindamicina tem aumentado significativamente nas ultimas 2 décadas. Esta droga
foi considerada de escolha na terapia de infecgBes anaerdbias por um longo
periodo. Segundo dados da literatura as taxas de resisténcia a clindamicina variam,
hoje entre 20-48% (ALDRIDGE et al., 2001, WEXLER et al., 2001; FERNANDEZ et
al., 2007; BETRIU et al., 2008; LIU et al., 2008).

Apesar de neste estudo ter sido verificada resisténcia a clindamicina em
niveis proximos aos 35%, como esperado para realidade brasileira e de outros
paises da América do Sul como a Argentina (FERNANDEZ et al., 2007), os estudos
de vigilancia epidemiologica ndo descrevem com clareza a fonte das amostras
bacterianas. Considerando-se a fonte das amostras no nosso trabalho, este nimero
torna-se expressivo. Além disso, nossos resultados indicam altos niveis de
resisténcia intermediaria a este antimicrobiano nas linhagens isoladas de criancas,
sem historia recente de uso terapéutico do antimicrobiano ou outra lincosamida.

A taxa do uso de cloranfenicol tem reduzido em muitos paises devido a
toxicidade da droga que causa desordens intestinais, depressédo e anemia. Por outro
lado, no nosso pais, esta droga é amplamente consumida e no nosso estudo foi

observada alta taxa de resisténcia para este antimicrobiano (BETRIU et al,2008).
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De acordo com a literatura recente, nas regides que a droga ainda é utilizada
para o tratamento de infec¢cbes nas quais o grupo B. fragilis esta envolvido observa-
se niveis de até 11% de resisténcia, embora, nem todos os autores considerem a
resisténcia intermediaria, de acordo com o0s niveis de susceptibilidade observados
(BETRIU et al., 2008; LIU et al., 2008).

Apesar dos testes de susceptibilidade in vitro de bactérias anaerébias ndo ser
rotineiramente considerada para decisdes clinicas, alguns autores defendem o
monitoramento laboratorial dos niveis de resisténcia microbiana, para estes grupos
bacterianos, fundamentalmente por trés razdes: (i) jA estd bem documentado que a
resisténcia aos  antimicrobianos pelos Bacteroides tem  aumentado
significativamente, e sua participacdo em infeccdes polimicrobianas enddgenas tem
sido reconhecida; (ii) existe uma certa disparidade nos niveis e resisténcia entre as
diferentes drogas e as diferentes regifes ou instituicbes baseado nos protocolos e
regras para uso de antimicrobianos; (iii) estudos clinicos mostram que embora
existam limitacdes na extrapolagdo entre resultados de experimentos in vitro e
realidade clinica in vivo, a resisténcia a antimicrobianos de anaerdbios como o0s
Bacteroides spp. pode ser correlacionada com a falha terapéutica clinica resultando
em aumento de morbidade e mortalidade (NGUYEN et al., 2000).

Assim, considerado-se o0s resultados apresentados neste trabalho sobre a
distribuicdo e perfil de susceptibilidade de representantes do grupo B. fragilis, bem
como as dificuldades metodolégicas apresentadas para seu isolamento e
identificacdo, seja por métodos microbioldgicos dependentes de cultivo ou métodos
de genética molecular, percebe-se a necessidade de estudos prospectivos para
caracterizar melhor o papel destes microrganismos na manutencdo da saude ou
producdo de doenca em seres humanos, bem como estudos de vigilancia
epidemiologica para monitoramento constante dos seus perfis de susceptibilidade a

antimicrobianos de interesse clinico-microbiologico.
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7.CONCLUSOES

- Bactérias do grupo Bacteroides fragilis ocorrem na microbiota fecal de
criangas, em Juiz de Fora, em maior taxa naquelas sem manifestacao clinica

de doenca diarréica;

- A metodologia de biologia molecular se mostrou menos duvidosa na
identificacdo microbiana especifica, comparada as técnicas bioquimico-

fisiologicas dependente de cultivo;

- Dada a diversidade bioquimica e fisiologica bacteriana e a sua resposta a
variacbes ambientais, os métodos bioquimicos suscitam davidas na
identificacdo destes microrganismos considerando-se as chaves de

identificacdo disponiveis;

- A metodologia de biologia molecular permite a deteccdo qualitativa de
Bacteroides sp. diretamente nos espécimes fecais, minimizando a acgéo
deletéria do tempo, pela exposi¢cdo ao oxigénio, para 0 processamento das
amostras, desde sua coleta;

- Linhagens de Bacteroides fragilis enterotoxigénicas ocorrem na populacdo
amostrada, entretanto neste estudo nao foi possivel correlacionar a sua
presenca como etiologia de diarréia aguda na populacdo amostrada, uma vez

gue outros enteropatdgenos nao foram avaliados;
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A observacao de portadores saudaveis de linhagens enterotoxigénicas de B.
fragilis indica a circulacdo comunitaria destes microrganismos. Assim, seres

humanos podem atuar como reservatorios na populacdo amostrada;

As amostras bacterianas representativas do grupo B. fragilis que circulam na
nossa regido mostram-se altamente resistentes aos antimicrobianos mais

frequentemente utilizados na terapia antianaerdbica;

Associacdes de drogas beta-lactamicas e inibidores de beta-lactamase como
piperacilina/tazobactam, e mesmo ampicilina/sulbactam permanecem, ainda,
como alternativas terapéuticas, para tratamento de infeccdes envolvendo o

grupo B. fragilis, devido aos baixos niveis de resisténcia observados;

Os altos niveis de resisténcia intermediaria nas amostras bacterianas
estudadas, suscitam reflexdes sobre o uso indiscriminado de antimicrobianos
na nossa regido, especialmente considerando-se isolados de criangas com

idade média de 2 anos de idade.
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. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
M\ F CONFORME CAPITULO IV DA RESOLUCAO N°. 196 DE 10 DE OUTUBRO 1996

DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

“Investigacio epidemiolégica de patogenos virais, bacterianos e parasitas associados
a manifestacoes clinicas no trato gastrintestinal, em criancas e¢ adultos, na Zona da
Mata Minecira.”

Responsavel: Prof. Dra. Maria Luzia da Rosa ¢ Silva

Departamento de Parasitologia, Microbiologia € Imunologia — Tel : 32293213.
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFJF

Informacdes as participantes:

» O objetivo deste estudo € avaliar a ocorréncia de virus, bactérias e parasitas que possam estar associados a
doencas do trato gastrintestinal em individuos que apresentam manifestacio clinica no trato gastrintestinal,
para fins epidemiologicos. Este estudo permitira agdes voltadas para estruturacio de politicas de saade que
visem uma diminui¢do do risco de ocorréncia ¢ disseminacdo destas doencas na comunidade, além da
producio de conhecimento para educacgdo sanitaria da populagio geral.

»  Os participantes, voluntarios, ndo serio submetidos a nenhum procedimento clinico invasivo. Uma aliquota
de material fecal sera obtida através de doacdo para analise cientifica nos laboratorios do ICB/UFJF. Nao
existe contato fisico com os doadores e nem a possibilidade de qualquer risco fisico para os participantes
deste estudo.

Os resultados da pesquisa serdo sigilosos e divulgados apenas em veiculos cientificos sem nenhum tipo de
identificacdo dos participantes;

> Este Termo foi elaborado em duas vias que devem ser preenchidas e assinadas pelos responsaveis legais
dos menores e pelo pesquisador responsavel. Uma das vias sera entregue aos participantes e a outra sera
arquivada pelo pesquisador responsavel.

Termo de consentimento pés-informacio

Declaro que fui suficientemente informado a respeito dos objetivos da pesquisa e da auséncia de
contato fisico e risco biologico e constrangimento moral durante ou apos a realizacio da pesquisa.

Declaro, ainda, que concordo com a participagio do menor sob minha responsabilidade na
investigacio sobre a ocorréncia de virus, bactérias e parasitas associados a manifestagdes clinicas no trato
gastrintestinal, em Juiz de Fora, que nfo recebi qualquer tipo de pressio para que isso ocorresse € que os
custos dos experimentos para pesquisa nio serdo de minha responsabilidade.

Estou ciente de que tenho a liberdade de desistir a qualquer momento de colaborar
volontariamente com a cessio do material clinico proveniente do menor sob minha responsabilidade na
pesquisa em curso; ndo receberei qualquer pagamento ¢ nio havera qualquer prejuoizo pela colaboragio
volontaria neste estndo. Declaro, ainda, meu consentimento na utilizagio deste material para estudos
futuros no Departamento de Parasitologia, Microbiologia ¢ Imunologia do ICB/UFJF.

Responsavel: Assinatura:

RG: Endereco: Telefone:

Nome do menor:

Pesquisador responsavel: Assinatura:

CEP - Comité de Etica em Pesquisa/UFJF — Atendimento de segunda a sexta-feira, de 08:00 as 12:00
Pro-reitoria de Pesquisa — Campus Universitario, Cep: 36036-900 - Juiz de Fora. Tel. 32293784.
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Universidade Federal de Juiz de Fora
Instituto de Ciéncias Biolégicas
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia
Niicleo de Pesquisas em Doencas Infecto-Parasitarias

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS PARA INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

Responsavel

Crianga

Idade: amos Sexo: [M] [F] Cordapele:[ |Branca [ | Negra [ ] Parda

Endereco: Data deiniciodadoenga: /[

Data da coleta de fezes: /! |/  Localda coleta:

Colhidas fezes dos contactantes: [S] [N] Vacina contra rotavirus: [S] N°dedoses[ ] -[N]

Medicamentos nos altimos 30 dias:
Antibiéticos: [S] Citar [N] Antieméticos: [S] - Oral [ ] Parenteral [ ] —[N]

Sintomas: [ [Vémito [ [Diarréia [ |Febre (>37,8°C) [ ]Dor abdominal [ |Dor de cabega [ ]Coriza [ ]Tosse

1° Sintoma: [ [Vomito [ [Diarréia [ [Febre (>37,8°C) [ ]Dor abdominal [ Dor de cabega [ ]Coriza [ Tosse

Nimero de episodios de diarréiaem 24h: [ |03 [ ]3-5 [ |Maisque5

Niamero de episddios de vimitoem 24h: [ 103 [ ]3-5 [ |Maisque5

Desidrataciio: [S] [N] Hidratagiio vemosa: [S] [N] Hospitalizagiio: [S] [N]

Durante o dia a crianga freqiienta: [ | Creche piiblica | ] Creche privada [ ] Escolapiblica [ ] Escola
privada [ ] Bergario [ ] Domicilio com os pais [ | Domicilio com babas [ ] Ouiros

Contactantes com sintomas semelhantes: [ |Pai [ | Mie [ | I'mfo menorde 5 anos [ | Irmfo maior de 5
anos | |Baba [ ]Avos [ | Tios [ |Primos [ ] Cozinheira [ ] Colegas daescola [ ] Colegas dacreche

Exame complementar de fezes: [S] [N] Diagndstico etiolégico: [S] [N]

Hipotese diagnostica: [ ] Doenga viral [ ] Doenga bacteriana [ ] Doenga parasitaria [ ] Intolerfincia alimentar
[ ] Intoxicagao alimentar | | QOuiros
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