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RESUMO

Diarréia aguda € um problema de saude publica, causa importante de morbidade e
mortalidade, sobretudo, em paises em desenvolvimento. A etiologia das doencgas
diarréicas é variada e entre os patdgenos bacterianos destacam-se as linhagens
diarreiogénicas ou patotipos de Escherichia coli. Foi investigada a ocorréncia de E.
coli comensal ou diarreiogénica em 141 amostras fecais de criangas de zero até
cinco anos de idade de origem comunitaria em Juiz de Fora, MG. Dos espécimes, 84
foram provenientes de doadores com manifestagao clinica de diarréia aguda (CD) e
57 de doadores clinicamente saudaveis, sem diarréia (SD). Apds identificacdo e
caracterizagdo microbiana, foi determinado o seu perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos. As linhagens bacterianas foram identificadas fenotipica e
genotipicamente  por métodos  bioquimicos classicos e  moleculares,
respectivamente, e a caracterizacdo dos patotipos de interesse no trato
gastrintestinal foi feita por metodologia molecular. O perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos foi determinado pelo método de Kirby-Bauer, segundo
recomendagdes do CLSI (2007). Considerando-se todo o grupo amostral, 136
linhagens de E. coli foram recuperadas de fezes CD (36,8% diarreiogéncias) e 84 de
fezes SD (30,9% diarreiogénicas). A confirmagao da identificacdo bioquimica por
metodologia molecular mostrou uma correlacdo de 97,3% entre as duas
metodologias. E. coli enteroagregativa (EAEC) foi o patotipo mais freqientemente
recuperado no grupo CD (16,2%) e o unico isolado no grupo SD (30,9%). E. coli
enteropatogénica (EPEC) atipica foi o segundo patotipo mais isolado no grupo CD
(10,3%), seguido de E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) (7,4%) e E. coli
enterotoxigénica (ETEC) (2,9%). Nenhuma linhagem de EPEC tipica e E. coli
enteroinvasiva (EIEC) foi recuperada. A investigacdo do perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos demonstra elevada resisténcia a farmacos, como ampicilina,
tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim, enquanto que resisténcia intermediaria foi
observada contra a ampicilina/sulbactam, cefalotina, tetraciclina e amicacina e
gentamicina. Os antimicrobianos mais eficazes foram ceftazidima, ceftriaxona,
imipenem e piperacilina/tazobactan, para os quais nao foi verificada resisténcia
bacteriana. A diferenciagcdo entre os patotipos de E. coli é de grande importancia,

uma vez que estes microrganismos estdo implicados em diarréias agudas em



criangas e, quase sempre, necessitardo de tratamento medicamentoso. De maneira
geral, nossos resultados indicam a relevancia da participagcdo de agentes
bacterianos diarreiogénicos na génese da diarréia aguda na infancia, em criangas de
0 a 5 anos. A alta resisténcia a antimicrobianos observada em nosso trabalho
suscita uma ampla discussio sobre uso indiscriminado/indevido de antibiéticos e os
riscos inerentes da automedicacéo.

PALAVRAS CHAVES: Diarréia aguda. E. coli. Resisténcia a drogas. Microbiota

fecal.



ABSTRACT

Acute diarrhea is a public health problem, important cause of morbidity and mortality,
especially in developing countries. The etiology is varied and considering the
bacterial pathogens, the diarrheagenic Escherichia coli pathotypes are among the
most important. In this study we have investigated the occurrence of commensal or
diarrheagenic E. coli in 141 fecal samples from children of zero to five years of age in
Juiz de Fora, MG. Of the specimens, 84 were obtained from clinically injured donors
with acute diarrhea (CD) and 57 from clinically healthy donors without diarrhea (SD).
After microbial identification and characterization the bacterial antimicrobial
susceptibility patterns were determined. The bacterial strains were phenotipically and
genotipically indentified by conventional biochemical methods and molecular
approach, respectively. The E. coli pathotypes were also genetically characterized by
molecular methodology. The antimicrobial susceptibility patterns were determined by
the Kirby-Bauer method, according to the CLSI guidelines (2007). Considering all
fecal specimens, 136 E. coli strains were isolated and identified (36.8%, CD) and 84
(30.9%, SD). Confirmation of identification by molecular approach showed 97,3% of
correlation between the two methodologies. Enteroaggregative E. coli (EAEC) was
the most frequently recovered pathotype identified in the acute diarrhea group
(16.2%) whereas the only recovered pathotype identified in the feces from healthy
donors (30.9%). Enteropathogenic E. coli (EPEC) was the second most isolated
pathotype group (10.3%), followed by STEC (7.4%) and ETEC (2.9%). No typical
EPEC or EIEC strains were recovered. The antimicrobial susceptibility patterns
shown high antimicrobial resistance rates against ampicillin, tetracycline, and
sulfamethoxazole-trimethoprim. Intermediary resistance was observed against
ampicillin/sulbactam, cefalotin, tetracycline, amikacin and gentamicin. The most
effective  antimicrobials were ceftazidime ceftriaxone, imipenem and
piperacillin/tazobactam, for which no bacterial resistance was observed. The
differentiation between the diarrheagenic E. coli pathotypes is of great importance,
since they are involved in acute diarrheal diseases in children and, almost often will
require antimicrobial chemotherapy. Overall, our results may indicate the importance

of the bacterial agents in the etiology of diarrheic diseases in childhood, mainly



considering children of 0 to 5 years. The high antimicrobial resistance observed in
our study raises a broad discussion on the indiscriminate or improper use of
antimicrobials, besides the risks of self-medication.

KEYWORDS: Acute diarrhea. E. coli. Drug resistance. Fecal microbiota.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As doengas do trato gastrintestinal tém uma distribuicdo global, afetando
milhdes de individuos em todo mundo. A sua etiologia é variada e inclui organismos
de grande relevancia na medicina humana, como parasitas, virus e bactérias, dentre
outros agentes. Nos paises em desenvolvimento, estas doengas figuram como uma
das mais importantes causas de morbidade e mortalidade em individuos de todas as
faixas etarias e especialmente em criangas de pouca idade, ao considerar-se a
etiologia bacteriana. A maioria dos patégenos é encontrada em todo mundo,
entretanto, tais doengas podem ser adquiridas por viajantes e importadas para os
seus paises de origem, sobretudo considerando-se o0s processos de globalizagéo.
Neste sentido, observa-se a necessidade do mapeamento epidemiologico das areas

de ocorréncia, bem como a definigao dos agentes etiolégicos envolvidos.

Muitos casos de doencgas do trato gastrintestinal ndo sao diagnosticados por
caréncia de solicitacdo médica de coprocultura, uma vez que este procedimento nao
faz parte da rotina clinica, isto pode ser justificado pelo fato das manifestacoes
serem brandas e auto-limitadas, em que os pacientes ndo procuram atendimento
meédico, ou porque existe uma sobrecarga na saude publica que dificulta a utilizagdo
dos recursos médicos e laboratoriais disponiveis. Além disso, existe uma caréncia
de dados cientificos sobre a ocorréncia e a epidemiologia destas doencgas, o que
pode interferir com as politicas de gerenciamento de recursos humanos e de infra-

estrutura.

Manifestagdes clinicas no trato gastrintestinal de etiologia bacteriana, como
doencgas diarréicas e doengas inflamatoérias agudas figuram como um problema para
milhdées de seres humanos no mundo inteiro. 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. Apesar dos avangos da
microbiologia clinica, o diagnodstico e a epidemiologia dessas doengas ainda € um
grande problema e permanece como uma importante meta para o desenvolvimento
de politicas de saude publica.

E reconhecida a importancia das enterobactérias na etiologia das infeccdes

do trato gastrintestinal de seres humanos e de outros animais. Entre estes
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microrganismos, destacam-se os bastonetes Gram negativo entéricos da familia
Enterobacteriaceae, principalmente a espécie Escherichia coli e seus patotipos, que

podem estar associadas a diversas manifestacdes clinicas do trato gastrintestinal.

Considerando-se a variabilidade genética dos microrganismos, a resisténcia
as drogas tem se tornado um problema grave dos pontos de vista ecologico e
clinico. A cada dia, surgem relatos da crescente resisténcia de bactérias isoladas
tanto de individuos sadios ou apresentando quadros clinicos diversos. A contengao
do fendbmeno da resisténcia as drogas figura como um dos grandes desafios da
ciéncia no século XXI, e varios séo os apelos dos Orgdos de Saude Internacionais,
que preconizam estudos regionais sobre os perfis de susceptibilidade bacteriana aos
antimicrobianos.

Assim, dando sequéncia a linha de pesquisa “Epidemiologia das doengas
infecto-parasitarias do trato gastrintestinal”, em colaboragdo com a Secretaria de
Saude, Saneamento e Desenvolvimento Ambiental de Juiz de Fora, MG, pretende-
se contribuir para o conhecimento dos patotipos de E. coli associados a diarréia
aguda infantil e seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. Os dados obtidos
neste estudo poderdo servir como base ou de maneira complementar a agdes
voltadas para educacao sanitaria, além de estimulo para uma reflexdo sobre a

crescente resisténcia a drogas e o uso racional de antimicrobianos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Manifestagoes clinicas das infecgoes do trato gastrintestinal de etiologia

bacteriana

A diarréia € um das causas principais de morte em criangas menores de
cinco anos nos paises em desenvolvimento, respondendo por, aproximadamente
dois milhdes de mortes por ano no mundo (BRYCE et al, 2005; MENDEZ-
ARANCIBIA et al., 2008). E uma doenca infecciosa que pode ser resultado de
infeccbes sucessivas multiplas, infecgdo néo resolvida ou secundaria a problemas
de ma-absor¢do ou ainda a uma sindrome gastrintestinal. Embora muitos virus,
bactérias e parasitas possam produzir diarréia persistente, Giardia sp,
Cryptosporidium e patotipos de Escherichia coli estdo entre os agentes mais
importantes (OCHOA et al., 2004).

A doenca diarréica ocorre quando aumenta a propor¢ao de agua contida nas
fezes, e pode ser classificada em aguda ou persistente. A diarréia aguda é definida
como um processo sindrébmico de duragao igual ou inferior a 14 dias, de etiologia
presumivelmente infecciosa (viral, bacteriana ou parasitaria) que provoca ma
absorgao de agua e eletrdlitos, aumento do niumero de evacuacoées (trés ou mais em
um periodo de 24 horas) e aumento do volume do fluido fecal. O inicio da diarréia
geralmente é subito com duragao curta, e a grande maioria resolve-se em menos de
trés a cinco dias. A diarréia persistente representa um episodio de inicio abrupto
com duracgao superior a 14 dias (MITRA et al.,1991; TEKA et al., 1996; ANDRADE et
al., 1999; NAKANO et al., 2006).

Muitos casos de doenga diarréica ndo sdo diagnosticados, seja porque sao
brandos e auto-limitados, em que o paciente ndo procura atendimento médico, ou
porque, sobretudo nos paises em desenvolvimento, os recursos meédicos ou
laboratoriais n&o estao disponiveis satisfatoriamente (KOSEK et al., 2003; QADRI et
al., 2005)
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Segundo dados da literatura, a diarréia é a segunda causa mais importante
de morte no mundo. Apesar das diversas técnicas microbiolégicas disponiveis,
aproximadamente metade dos casos de diarréia permanecem sem definicdo da
etiologia, o que dificulta a implantagdo de politicas e estratégias de mapeamento e
controle das areas endémicas de ocorréncia destes patégenos (DURMAZ et al.,
2005).

Além das manifestagdes de doenca bacteriana no trato gastrintestinal, ha
processos inflamatorios intestinais de grande relevancia na medicina humana, como
doenga de Crohn e colites ulcerativas, estes processos patolégicos podem ser
diferenciadas, do ponto de vista clinico, pela aparéncia endoscopica e histologia
(BASSET et al.,, 2004). Segundo a literatura, ha de se considerar, também, o
envolvimento de processos ou produtos bacterianos na etiologia de cancer de colo
retal em seres humanos, como uma manifestagdo clinica no trato gastrintestinal
associada a estes microrganismos (TOPRAK et al., 2006).

Manifestagdes clinicas no trato gastrintestinal de etiologia bacteriana, como
doengas diarréicas e doencgas inflamatérias agudas permanecem um problema para
milhdes de seres humanos no mundo inteiro (DURMAZ et al., 2005). Em paises em
desenvolvimento essas doencgas contribuem para a severidade de deficiéncias
relacionadas a desnutricado (PATHELA et al.,, 2005). Apesar dos avangos da
microbiologia clinica, o diagnostico e a epidemiologia dessas doengas ainda € 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).

2.2 Microbiota associada aos seres humanos e outros animais

Os microrganismos encontrados nos diversos sitios anatdomicos do corpo
humano e de outros animais sadios podem ser dispostos em dois grupos: microbiota
residente e microbiota transitoria. A microbiota residente € composta por certos tipos
microbianos relativamente fixos, encontrados com regularidade numa determinada
area, em uma determinada condigdo fisiolégica, com diversificada habilidade

metabdlica, que inclui o grau de sensibilidade ao oxigénio e outros fatores, que
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permitem tanto sua colonizagdo em sitios especificos como a sua coexisténcia
(SUMMANEM et al., 1993). A microbiota transitoria € 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 tem pouca importancia, desde que a
microbiota residente esteja em equilibrio, mas, havendo alteragdo nesse equilibrio,
tanto os microrganismos transitérios quanto os residentes podem proliferar-se e
causar doenga (ROSEBURY, 1962; ELHAG et al., 1986; VOLLAARD & CLASENER,
1994).

Estes microrganismos quando em contato com seus hospedeiros, em sitios
anatdmicos especificos, como, por exemplo, os intestinos, 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 diversificagdo de nutrientes, drogas antimicrobianas, agentes
quimicos e seus residuos, que interferem nas interagcbes microbianas, no pH e no
potencial de oxido-redugao (Eh) do meio, que passa a atuar como fator critico para a
selecao de bactérias (SALYERS, 1984).

Em termos populacionais, € valido supor que a sobrevivéncia bacteriana nos
diversos sitios anatdmicos dos seus hospedeiros esteja relacionada a sua
capacidade de adaptacéo, incluindo a disseminagao ou aquisigdo de genes como 0s
que codificam, por exemplo, a producio de toxinas, ou resisténcia a antimicrobianos,
isto garante um reservatério de patégenos putativos de hospedeiros animais, visto
que qualquer agente ou condicdo que possa alterar os padrdes bioquimicos,
fisiologicos e genéticos de individuos de uma populagédo poderia alterar os padrdes
de viruléncia dessa populagdo (WITTE, 2000; LORIAN & GEMMELL, 1994).

Define-se viruléncia ou patogenicidade como a capacidade de uma bactéria
agredir um hospedeiro vivo, na maioria das vezes, em situagao de infec¢ao. Fator de
viruléncia é 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 colonizagédo e invasao bacteriana e aqueles que
causam danos ao hospedeiro. No primeiro caso, citam-se capsula, fimbrias e

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

2.3 Bastonetes Gram negativos da familia Enterobacteriaceae

E reconhecida a importancia das bactérias anaerdbias facultativas na etiologia
das infecgdes humanas do trato gastrintestinal e de outros animais, dentre outras
bactérias e grupos microbianos (KAPER et al., 2004; BARRETO et al., 2006). Destes
microrganismos, representantes das espécies Escherichia coli, Salmonella sp. e
Shigella sp. sdo de grande importancia clinica (VARGAS et al., 1999; ARANDA et
al., 2004; ORLANDI et al., 2006; BRANDAL et al., 2007).

As bactérias aerdbias anaerodbias facultativas sdo caracterizadas por sua
habilidade de apresentar atividade de metabolismo energético na presenga ou na
auséncia de oxigénio. Estes microrganismos podem, em condi¢des nutricionais e
ambientais favoraveis, exibir metabolismo fermentativo, o que lhes permite uma
grande versatilidade na colonizagdo e coexisténcia com outros microrganismos e
com o seu hospedeiro ou, ainda, sua sobrevivéncia no ambiente (JARLOV, 1999;
SCANVIC et al., 2001).

A familia Enterobacteriaceae constitui o maior e mais heterogéneo grupo de
bastonetes Gram negativo clinicamente importantes e isolados com mais frequéncia
de amostras clinicas (KAPER et al., 2004). Segundo a literatura atual, mais de 40
géneros e 150 espécies e subespécies foram descritos. Estes géneros foram
classificados de acordo com propriedades bioquimicas, antigénicas e caracteristicas
moleculares. Apesar da complexidade da familia, menos de 20 espécies sao

responsaveis por mais de 95 % das infec¢des (VIDAL et al., 2005).

As enterobactérias sdo microrganismos ubiquos, encontrados na agua, no
solo e na vegetagao, e compdem a microbiota anfibiéntica do trato gastrintestinal de
seres humanos e outros animais e, por esta razdo, estdo associados a diversas
doengas humanas neste sitio (SHELTON et al., 2006). Espécies dos géneros

Shigella e Salmonella sdo consideradas patégenos primarios, enquanto que outras
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como E. coli, dado o seu carater anfibiéntico, podem associar-se a doengas
oportunistas (SMITH et al.,2007).

Infeccbes por enterobactérias podem originar-se a partir de reservatorios
animais, como, por exemplo, por Salmonella, de um portador assintomatico humano,
por exemplo, por Shigella e Salmonella typhi ou da disseminagdo enddgena de
microrganismos em um paciente susceptivel, por exemplo, E. coli (VIDAL et al.,
2005).

2.3.1 Género Escherichia

O género Escherichia compreende cinco espécies, das quais a Escherichia
coli € a mais comum e clinicamente a mais importante. Este microrganismo esta
associado a diversas doencas, e entre elas, manifestacbes clinica no trato
gastrintestinal (PRERE & FAYET, 2005). A habilidade destes microrganismos na
producao de doencgas esta associada a sua diversidade antigénica. Muitos antigenos
foram descritos e sdo usados para classificar as linhagens para fins epidemiolégicos
(SHELTON et al., 2006). Este € um dos patdgenos bacterianos mais versateis.
Algumas linhagens s&o membros importantes da microbiota intestinal em seres
humanos e animais, enquanto outras possuem fatores de viruléncia que as permite
provocar infecgdes no trato gastrintestinal ou em outros locais do organismo
(KAHLMETER et al., 2003; STURMER et al.,2004; SMITH et al., 2007). As linhagens
que causam doenga diarréica apresentam varios mecanismos patogénicos distintos,
e diferem com relagdo as suas caracteristicas epidemioldgicas (KAPER et al., 2004;
ERB et al., 2007, RASKO et al., 2008).

Entre os fatores de viruléncia das E.coli destacam-se principalmente,
elementos estruturais (LPS, capsula), aqueles associados a adesao (adesinas),
relacionados a invaséo (exotoxinas), além de enterotoxinas. Entre as exotoxinas
produzidas por estes microrganismos incluem-se a toxina Shiga (STX-1 e STX-2),
toxinas termoestaveis (STA e STB) e toxinas termolabeis (LT-I e LT-Il). Além destas,
citam-se as hemolisinas (HlyA) importantes para captagcdo de ferro necessario ao

crescimento in vivo destes microrganismos (VIDAL et al., 2005).
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Um grande numero de E. coli esta presente no trato gastrintestinal humano.
Estas bactérias sdo comumente causadoras de sepse, meningites neonatais,
infeccbes de trato urinario e gastrenterites. A maioria das infecgdes € endégena
(PRERE & FAYET, 2005). At¢ o momento, tem sido proposto seis grupos
patogénicos de E. coli associados as gastrenterites em seres humanos e outros
animais: E.coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli
produtora de toxina Shiga (STEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderéncia difusa (DAEC) (SONG et al., 2005,
VIDAL et al., 2005; SHELTON et al., 2006).

2.3.1.1 EPEC

E. coli enteropatogénica (EPEC) foi a primeira associada a doenga diarréica e
permanece como causa importante da doenga em recém-nascidos, sobretudo em
paises em desenvolvimento. A doenca ndo € comum em criancas mais velhas e em
adultos, provavelmente devido a sua imunidade protetora. A prevaléncia de EPEC
esta relacionada a diferengas na populacao de estudo, na faixa etaria, e a critérios e
meétodos utilizados no diagnostico (OCHOA et al., 2008). As EPECs produzem
fimbrias formadoras de feixes (Bfp), intimina (uma adesina) e seu receptor, uma
proteina translocada denominada Tir. Estes fatores de viruléncia permitem a ligagao
da bactéria as células epiteliais do intestino delgado, levando a destruicdo das
microvilosidades, esta destruicdo causa ma-absor¢ao resultando em diarréia aquosa
(KAPER et al., 2004; VIDAL et al., 2005; RASKO et al., 2008). Os genes
responsaveis por este processo se localizam em uma ilha de patogenicidade, com
mais de 40 genes associados a adesdo e destruicdo da superficie mucosa do
hospedeiro (ARANDA et al., 2004; SHELTON et al., 2006).

O mecanismo central de patogenicidade de EPEC é a lesdo A/E, que se
caracteriza por destruicdo das microvilosidades, intima aderéncia da bactéria ao
epitélio intestinal, formacao de um pedestal e agregacao por polimerizagao de actina
e outros elementos do citoesqueleto celular. Determinantes genéticos para produg¢ao

de lesdo A/E estao localizados no I6cus LEE. A intimina é uma proteina codificada
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pelo gene eae que é responsavel pela intima aderéncia entre a bactéria e a
membrana do enterdcito (TRABULSI et al., 2002).

Muitas linhagens de EPEC apresentam uma capacidade de aderéncia nas
células do epitélio intestinal, fomando microcolénias compactadas que pode ser
visualizadas depois da bactéria ter entrado em contado com a célula, este fenbmeno
estd associado com a presenga do fator de aderéncia (EAF). O plasmideo EAF
também carreia os genes bfpA que codificam para fimbrias formadoras de feixes
(BFP), promovendo a estabilizagdo das bactérias ao epitélio intestinal (TRABULSI et
al., 2002; KAPER et al., 2004; VIDAL et al., 2005; RASKO et al., 2008). O plasmideo
EAF nao é essencial para lesdo A/E. De acordo com a presenca ou auséncia do
plasmideo EAF e consequente expressao do gene bfpA, as linhagens de EPEC
podem ser caracterizadas como tipicas ou atipicas respectivamente.(TRABULSI et
al.,2002).

2.3.1.2 ETEC

A doenca causada por E. coli enterotoxigénica (ETEC) é mais comum em
paises em desenvolvimento (aproximadamente 650 milhdes de casos por ano). Sao
observadas infecgdes em criangas pequenas em paises em desenvolvimento ou em
pessoas que viajam para estas areas. O inéculo microbiano necessario para o
desenvolvimento da doenga € alto, portanto, as infecgdes sao adquiridas através do
consumo de alimentos e agua contaminados, nao ocorrendo disseminagédo pessoa-
pessoa (VIDAL et al., 2005; JOHNSON et al., 2009).

A aderéncia da ETEC as células do intestino € mediada por proteinas e
fatores de colonizagdo espécie-especificos, que se ligam aos receptores na
membrana plasmatica das células do intestino delgado, induzindo a perda de agua e
eletrolitos através da atividade de enterotoxinas. Estes microrganismos produzem
duas classes de enterotoxinas, termolabeis (LT-lI e LT-Il) que sdo codificadas pelo
operon elt e termoestaveis (ST-A e ST-B) codificadas por genes localizados no
operon est (NATARO & KAPER, 1998; NAGY & FEKETE, 2005; TURNER et al.,
2006; SHELTON et al., 2006).
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A toxina LT-I é funcional e estruturalmente semelhante a toxina colérica e
esta associada a doenga humana. O efeito da interagcao desta toxina com o epitélio
do intestino delgado promove aumento dos niveis de AMPc que provoca alteragao
na absor¢cdo de sddio e cloreto levando a manifestacbes de diarréia aquosa
(CHENG et al., 2006). Além disso, a presenga da toxina estimula também a
secrecgao de prostaglandinas e produgao de citocinas inflamatérias, que resultam na
maior perda de liquidos. A ST-A esta associada a doengca humana e sua agao
resulta em um aumento nos niveis de monofosfato de guanosina ciclico e a
subsequente secrecio de liquidos. LT-1l e ST-B ndo estdo associadas a doencas em
humanos (ARANDA et al., 2004; VIDAL et al., 2005; ALLEN et al., 2006).

A diarréia secretéria causada por ETEC se desenvolve apds um periodo de
incubacdo de um a dois dias e persiste por trés a quatro dias em média. Os
sintomas s&o semelhantes aos da coélera, porém mais leves (CHENG et al., 2006).
Nao sao observadas alteragdes histolégicas e nem inflamagao da mucosa intestinal.
Nao é possivel distinguir se a doengca é causada pela toxina termolabil ou
termoestavel (ARANDA et al., 2004; SHELTON et al., 2006).

2.3.1.3 STEC

As linhagens de E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC), representam um
grupo de E. coli diarreiogénica caracterizado pela expressao de Stx, que codifica
para stx1 e stx2, englobam uma variedade de microrganismos que inicialmente eram
destacados pela producdo de toxina Shiga. Mais recentemente, outros marcadores
de viruléncia tem sido associados a estas bactérias (OLIVEIRA et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2008). Dependendo do seu padrao de viruléncia, foi sugerido um
subgrupo destes microrganismos também chamado de E. coli enterohemorragica
(EHEC), que sao conhecidas pela frequente associagao com formas mais graves de
manifestagdes clinicas (ARANDA et al., 2004). As linhagens de EHEC sao
caracterizadas pela expressao do gene eae que caracteriza a lesdao A/E e pela
presenca do gene stx (NATARO et al., 1998; TRABULSI et al., 2002).
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A ingestdo de menos de 100 bactérias pode causar doenga. A gravidade
destas doengas varia de uma diarréia leve a uma colite hemorragica com dor
abdominal severa e diarréia sanguinolenta, com pouca ou nenhuma febre
(SHELTON et al., 2006). Apesar da diversidade sorologica, acredita-se que a
maioria dos casos clinicos em humanos esteja relacionada com o sorotipo O157: H7
que foi identificado como patégeno humano em 1982 (BANATVALA et al., 2001;
SONG et al.,, 2005; CAPRIOLI et al., 2005; GILMOUR et al., 2006). Embora,
0O157:H7 seja considerado o sorotipo mais importante de STEC em muitos paises
industrializados, centenas de distintos sorotipos tem sido isolados de doencas em
humanos em diferentes areas geograficas, incluindo o Brasil (GUTH et al., 2002;
IRINO et al., 2002; VAZ et al., 2004; IRINO et al., 2007)

A STEC representa um importante patdégeno emergente que pode ser
transmitido por alimentos, principalmente por carne bovina. Animais domésticos,
bovinos e outros mamiferos tem sido reportados como reservatorios naturais de
STEC em todo mundo (CONEDERA et al., 2004). Estudo recente, desenvolvido em
Minas Gerais, com amostras fecais de bufalos, demonstrou alta prevaléncia de
STEC nas fezes destes animais (OLIVEIRA et al., 2007).

O quadro infeccioso causado por STEC envolve diarréia ndo sanguinolenta
com dor abdominal podendo apresentar vémito. Algumas pessoas, entretanto,
apresentam sintomas que podem evoluir para diarréia sanguinolenta com dor
abdominal intensa. A regresséo dos sintomas ocorre tipicamente apds quatro a dez
dias, porém, a sindrome hemolitico-urémica € uma complicagao particularmente em
criangas pequenas e esta associada a produgao da toxina stx-2 (VIDAL et al., 2005).
Esta sindrome (transtorno caracterizado por insuficiéncia renal aguda,
trombocitopenia e anemia hemolitica microangiopatica) € uma complicagdo que
pode ocorrer em 5 a 10 % de criangas infectadas com menos de dez anos de idade.
A doenca é adquirida através do consumo de alimentos (principalmente carnes mal-
passadas, leite ou sucos néo pasteurizados, vegetais e frutas) e agua contaminados
(SONG et al., 2005; VIDAL et al., 2005; DUMKE et al., 2006; SHELTON et al., 2006),
causada por STEC O157:H7, porém casos de nao O157 tem sido reportados (IRINO
et al., 2002; VAZ et al., 2004; SOUZA et al., 2007).

Estas linhagens bacterianas expressam uma toxina Shiga (STX-1, STX-2 ou

ambas). STX-1 & semelhante a toxina Shiga produzida por Shigella dysenteriae,
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enquanto que a STX-2 apresenta uma homologia de 60%. Ambas sdo adquiridas
através de bacteriéfagos lisogénicos (ARANDA et al.,2004, SONG et al., 2005).
Além da associacdo da STX-2 a sindrome hemolitico-urémica, as toxinas Shiga
também estimulam a expresséo de citocinas inflamatdrias, que, entre outros efeitos,
estimulam a expressdo do glicolipideo alvo da toxina na célula do hospedeiro
(VIDAL et al., 2005; GILMOUR et al., 2006; SHELTON et al., 2006).

2.3.1.4 EAEC

Linhagens de E. coli enteroagregativa (EAEC) tem sido identificadas como
patogeno emergente causadoror de diarréia aquosa persistente em criangas, com
desidratacdo de recém-nascidos em paises em desenvolvimento e pessoas que
viajam para estas areas. A persisténcia destas bactérias estd associada a diarréia
crbnica e atraso no desenvolvimento infantil, e sdo caracterizadas pela aderéncia
agregativa (AA) auto-aglutinacao em uma disposi¢cao semelhante a pilhas de tijolos
(VIDAL et al., 2005; MOHAMED et al., 2007). Este processo é mediado por fimbrias
formadoras de feixes (AAF | e AAF Il), que sdo codificadas por genes plasmideais
(aggR). Estes microrganismos depois de aderidos a superficie do epitélio estimulam
a secregao de muco e agregam-se a um biofilme que recobre o epitélio do intestino
delgado (SCHEMBRI et al., 2003; ARANDA et al., 2004; MENDEZ-ARACIBIA et al.,
2008). Fatores de viruléncia carreados pelos genes aggR, aap, aatA (gene que
transporta a proteina CVD432) sao importantes para aderéncia da bactéria a
mucosa intestinal e formacdo do biofiime. Apdés adesédo ao epitélio intestinal
linhagens de EAEC podem secretar enterotoxinas e citotoxina coficadas pelos genes
que incluem pet, irp2, shf, além de outros que também estdo envolvidos na
patogénese de EAEC (SHEIKH et al., 2001; MOHAMED et al., 2007).

2.3.1.5 EIEC

Linhagens de E.coli enteroinvasiva (EIEC) sdo menos comuns. Estas

linhagens apresentam similaridades a Shigella devido a propriedades fenotipicas e
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patogénicas que estdo associadas a alguns poucos sorotipos. Utilizando os genes
associados aos plasmideos (genes plnv), como a sequéncia de ipaH, as linhagens
de EIEC invadem as células do intestino grosso, por endocitose, no interior das
células, provocam lise do vacuolo endocitico, multiplicam-se e disseminam-se para
outras células adjacentes (NATARO & KAPER, 1998; ARANDA et al., 2004; VIDAL
et al., 2005; VIEIRA et al., 2007). Um pequeno numero de pacientes pode
apresentar sintomas clinicos que progridem para a forma disentérica da doenca
associada a febre, colicas abdominais e leucécitos nas fezes. Este processo de
destruicdo de células epiteliais com infiltragdo inflamatdria pode, por sua vez,

progredir para ulceragédo no colon (SONG et al., 2005).

2.4 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

Um aspecto importante da biologia dos microrganismos, principalmente das
bactérias que habitam e coexistem no trato gastrintestinal, como os facultativos da
familia Enterobacteriaceae; e nao diretamente ligados a producdo de doencgas de
natureza infecciosa, mas ligado a sua persisténcia, € a crescente resisténcia a
drogas. Este crescente fendbmeno, tido com um dos grandes desafios do século XXI
para ciéncia e para a medicina (sua cotencdo), observado neste e em outros grupos
microbianos apresenta algumas consequéncias ja estabelecidas para a relagao
bactéria-hospedeiro (LORIAN & GEMMELL, 1994; DINIZ et al., 2000; DINIZ et al.,
2004).

A medida que as drogas antimicrobianas s&o introduzidas no ambiente, os
microrganismos respondem, tornando-se resistentes. Em regra, os mecanismos de
resisténcia adquiridos resultam de alteragdes na fisiologia celular e na estrutura
microbiana devido a alteragbes no padrédo genético normal ou regulagdo da
expressdo de algumas habilidades ja presentes no seu genoma (WITTE, 2000).
Varias evidéncias mostram que as drogas antimicrobianas podem interferir com a
expressao de determinantes de viruléncia microbianos (DINIZ et al., 2003; DINIZ et
al., 2004).
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Agentes antimicrobianos sdo utilizados no tratamento de infeccdes
bacterianas no mundo todo, nos ultimos anos sua utilizacdo tem crescido
notavelmente, tanto na medicina humana quanto na veterinaria e como
consequéncia a este uso indiscriminado a resisténcia tem surgido como um
problema de preocupacdao mundial (TENOVER & HUGHES, 1996; DUNNE et al,
2000; DEMAN et al., 2000; MOREDO et al., 2007), além de outros fatores como o
uso de antibidticos em alimentos de animais (SINGER et al., 2003), condicdes
higiénicas precarias e regides superpovoadas (LESTER et al., 1990; BARTOLONI et
al., 2004)

O problema de resisténcia as drogas antimicrobianas nao esta restrito a
bactérias patogénicas, também envolve bactérias da microbiota que podem se tornar
um reservatoério principal de resisténcia de algumas espécies bacterianas. E. coli é
uma bactéria comensal presente no intestino dos homens e animais, esta presente
na uretra anterior e € o principal agente responsavel pelas infec¢gées urinarias
(KAHLMETER, 2003). E.coli adquire resisténcia com facilidade e é comumente
encontrada em diferentes espécies de animais (von BAUM & MARRE, 2005).

A resisténcia aos antimicrobianos pode aparecer em amostras clinicas
previamente sensiveis em decorréncia da transferéncia de plasmideos, conhecidos
como fatores R ou plasmideos R. As bactérias entéricas Gram negativo possuem
comumente um unico plasmideo R grande, que codifica para a resisténcia a varios
antibioticos. Algumas linhagens de E. coli resistentes as cefalosporinas, possuem [3-
lactamases induziveis que conferem resisténcia cruzada a muitos antibiéticos beta-
lactamicos (ALANIS, 2005).

2.5 Consideragoes sobre as metodologias de estudo bacteriano

Considerando-se a metodologia de estudo e investigagdo em microbiologia,
percebe-se que a identificagdo convencional dos patégenos do trato gastrintestinal,
a partir de amostras fecais, por cultura seletiva e caracteristicas bioquimicas, é
complexa e dispendiosa. Desta maneira, métodos moleculares tém sido

desenvolvidos para detecgdo rapida destes microrganismos, principalmente em
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espécimes clinicos fecais, cuja diversidade bacteriana é alta (CHIU et al., 2004;
DURMAZ et al., 2005; SHELTON et al., 2006).

Estes métodos, na maioria das vezes utilizados em investigacdes
epidemioldégicas em todo o mundo, s&o baseados na deteccdo de genes
relacionados a componentes especificos da viruléncia destes microrganismos
associados a adeséo, invasao e producao de enterotoxinas, dentre outros, com a
utilizacao de técnicas como a da reacdo em cadeia da polimerase (CHIU et al.,
2004; DURMAZ et al., 2005; VIDAL et al., 2005).

Dada a importancia de estudos cientificos de investigacdo epidemioldgica de
prevaléncia e ocorréncia de surtos, epidemias e mesmo de mapeamento de
reservatorios microbianos que possam atuar como fonte potencial para
disseminacdo de novos casos em populagdes susceptiveis, o uso de meétodos
moleculares é, muitas vezes, associado aos métodos convencionais de isolamento e
identificacdo bacteriana baseados em cultura para confirmacdo e validagdo dos
resultados (VARGAS et al., 1999; CHIU et al., 2004; SONG et al., 2005; SHELTON
et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia e distribuicdo de linhagens de Escherichia coli comensais
e diarreiogéncias na microbiota fecal de criangas apresentando ou né&o
manifestacdo clinica de diarréia aguda em Juiz de Fora e seu perfil de

susceptibilidade aos antimicrobianos.

3.2 Objetivos Especificos

Isolar e identificar, por provas bioquimico-fisioldégicas e por biologia molecular,
linhagens bacterianas de Escherichia coli de espécimes fecais obtidos de
criancas com e sem manifestacdo clinica de doenca diarréica em Juiz de
Fora, MG;

Comparar a identificacdo das linhagens bacterianas de Escherichia coli por

meétodo bioquimico-fisioldgico e por método molecular;

Identificar linhagens patogénicas pela detecgcdo de genes associados aos
fatores de viruléncia nas amostras de Escherichia coli obtidas de espécimes

fecais de criangas com e sem manifestacao clinica de doenca diarréica;

Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas de interesse clinico-microbio-

l6gico das linhagens bacterianas de Escherichia coli isoladas e identificadas.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Espécimes clinicos:

Foram avaliadas 141 amostras fecais provenientes de criangas apresentando
(n=84) ou nao (n=57) doenga diarréica de 0 a 5 anos de idade, as amostras
diarréicas foram fornecidas por consultérios médicos pediatricos e as amostras sem
diarréia de creches e escolas da cidade de Juiz de Fora, MG, durante o periodo de
maio de 2007 a dezembro de 2008 e encaminhadas ao Laboratério de Fisiologia
Bacteriana e Biologia Molecular do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, vinculadas ao projeto “Investigagdo
epidemiologica de patégenos virais e bacterianos associados a manifestagbes
clinicas no trato gastrintestinal em criangas e adultos na Zona da Mata Mineira”. As
amostras foram codificadas para preservar o anonimato dos doadores cujos
responsaveis apresentaram consentimento pela leitura e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo B) no ato da coleta. Além disso,
foi aplicado um questionario para coleta de dados epidemiolégicos pertinentes a
pesquisa (Anexo C). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana da UFJF (parecer CEP/UFJF 281/2006 — Anexo A).

Os critérios de exclusao deste trabalho foram criangas na faixa etaria superior
a 5 anos de idade, criancas de 0 a 5 anos que haviam relizado tratamento com
antimicrobianos ou que tenha sido submetida a internagao nos ultimos 30 dias.

As fezes, in natura, foram coletadas em frascos descartaveis esterilizados
contendo solugao 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.
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4.2 Isolamento e identificagao bioquimica das linhagens bacterianas a partir

dos espécimes fecais humanos:

Para o isolamento e identificacdo das linhagens de Escherichia coli, foi
utilizado o meio de cultura Eosina Azul de Metileno (EMB). Apés diluigao seriada das
fezes até 10 e semeadura no meio EMB, as placas foram incubadas em aerobiose
por 24-48hs, a 35,5°C. Colbnias sugestivas (pelo menos 2 macroscopicamente
semelhantes) lactose positivas ou lactose negativas, foram submetidas a
identificacdo presuntiva por métodos bioquimico-fisiolégicos convencionais, apoés

obtencgao de culturas puras (Figura 1).

FIGURA 1 - Aspecto caracteristico do crescimento de colonias de enterobactérias em agar
Eosina Azul de Metileno (EMB), evidenciando coldnias lactose poitivas (verde metalico ou
rosa escuro) e lactose negativas (transparentes a rosa claro).

A triagem das colbnias foi realizada utilizando o meio de Rugai modificado por
Pessoa e Silva (IAL) (Figura 2). Este meio € utilizado para identificar as principais
espécies de enterobactérias, e fornece oito provas bioquimicas: indol, L-triptofano,
sacarose, glicose, glicose com producao de gas, uréia, producdo de H,S e lisina,
além da prova da motilidade (PESSOA & SILVA, 1974; OPLUSTIL et al., 2004).
Quando necessario, foi utilizado o teste do citrato, como prova bioquimica
complementar (HOLDEMAN et al., 1977 ).
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FIGURA 2: Meio IAL para identificacdo presuntiva de microrganismos da Familia
Enterobacteriaceae.

As colbnias bacterianas isoladas foram submetidas a avaliagdo morfotintorial
através de esfregacos corados pelo Método de Gram, evidenciando-se a

caracteristica tipica de bastonetes Gram negativo (Figura 3).

FIGURA 3 - Aspecto morfotintorial de esfregaco de cultura microbiana corado pelo método
de Gram evidenciando as caracteristicas morfolégicas de linhagens presuntivamente
identificadas como Escherichia coli. Aumento: 1000X

As colbnias identificadas presuntivamente no meio IAL como E. coli foram
criopreservadas em meio de congelamento, acrescido de gilcerol a 10% e
armazenadas em freezer a — 20° C, para posterior realizagdo da identificagdo dos

patotipos entéricos, por biologia molecular.
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4.3 Extracao de DNA gendémico, confirmagao da identificagdo da espécie E.

coli e detecgao dos patotipos de E. coli:

A extragdo do DNA gendmico das amostras bacterianas isoladas foi realizada
de acordo com metodologia ja estabelecida (ARANDA et al., 2004; CHOTAR et al.,
2006), que consiste na fervura em banho-maria, durante 15 minutos, a partir de 1ml
de suspensdo das células bacterianas em &agua ultra pura. Os tubos foram
centrifugados por 10 min a 14.000 rpm em centrifuga de mesa e o sobrenadante foi
coletado e estocado em freezer a —20°C, para posteriormente ser utilizado como
DNA molde em reagdes em cadeia da polimerase (PCR).

A identificacdo molecular de E. coli foi realizada a partir da amplificacao dos
genes codificadores para o RNA ribossomal 16S, utilizando os seguintes
oligoiniciadores: ECOLI 1 (5- GCTTGACACTGAACATTGAG-3") e ECOLI 2 (5°-
GCACTTATCTCTCTTCCGCATT-3"), descritos por Chotar e colaboradores, 2006.
As reacgoes foram feitas em um volume final de 25uL, contendo 25uM dos iniciadores
ECOLI 1 e ECOLI 2, 2uL do DNA molde e 12,5uL de PCR Master Mix® (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), contendo Tag DNA polimerase, dNTPs, MgCl, e
tampdes em uma concentragdo otima para eficiente amplificacdo do DNA. As
condi¢cbes de amplificacdo da reagao foram: desnaturacio inicial a 96°C por 5min,
seguida de 30 ciclos de 96°C por 1min, 55°C por 1min, 72°C, por 2 min, e extensao
final de 72°C por 8min. Como controle positivo das reag¢des de PCR, foi utilizado a
amostra de referéncia E. coli ATCC 25922. As reagdes foram realizadas em
duplicata, em termociclador automatizado (Techne® TC-412 Thermal Cycler,
Southam Warwickshire, UK).

Para pesquisa dos patotipos entéricos de E. coli foram realizados ensaios de
PCR Multiplex. Os oligoiniciadores utilizados, o tamanho dos fragmentos gerados e
as concentragbes utilizadas estédo listados na Tabela 1, segundo metodologia ja
estabelecida na literatura (ARANDA et al., 2004).

O primeiro ensaio discriminou as linhagens de EPEC e EAEC, baseando-se
na pesquisa dos genes eae, bfpA e no produto do par de iniciadores CVD432. As

reacdes foram feitas em um volume final de 25uL, contendo os oligoiniciadores
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eael, eae2; BFP1, BFP2; e EAEC1, EAEC2, 5uL do DNA molde e 12,5uL de PCR
Master Mix® (Promega Corporation, Madison, WI, USA), contendo Taq DNA
polimerase, dNTPs, MgCI2 e tampdes em uma concentragdo 6tima para eficiente
amplificacdo do DNA. As condi¢cdes de amplificacdo da reacao foram: desnaturacao
inicial de 50°C, 2 min; 95°C, 5 min, seguido de 40 ciclos de 95°C, 40 s; 58°C, 1 min;
72°C, 2 min e extensao final de 72°C, 7 min. As reacdes de PCR foram realizadas
em duplicata, em termociclador automatizado (Techne® TC-412 Thermal Cycler).

O segundo ensaio discriminou as linhagens ETEC, STEC e EIEC/Shigella. As
reacdes foram feitas em um volume final de 25uL, contendo os oligoiniciadores LTf,
LTr; STf, STr; IpaH1, IpaH2; Stx1f, Stx1r; e Stx2f, Stx2r, 5uL do DNA molde e 12,5uL
de PCR Master Mix® (Promega Corporation, Madison, WI, USA), contendo Tag DNA
polimerase, dNTPs, MgCl, e tampdes em uma concentragcdo 6tima para eficiente
amplificacdo do DNA. As condi¢cdes de amplificacdo da reacao foram: desnaturacao
inicial de 50°C, 2 min; 95°C, 5 min; seguido de 40 ciclos de 95°C, 45 s; 50°C, 1 min;
72°C, 1 min e extensao final de 72°C, 7 min. As reagdes de PCR foram realizadas
em duplicata, em termociclador automatizado (Techne® TC-412 Thermal Cycler).

Como controle positivo das reagbes de PCR, foi utilizado a amostra de
referéncia E. coli ATCC 25922, além de amostras de referéncia dos patotipos de E.
coli: EPEC CDC 086:H35; EHEC CDC EDL-933 e EIEC CDC EDL-1284. Os
patotipos de E. coli foram obtidos do INCQS (Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude), da Fundagao Osvaldo Cruz — Rio de Janeiro (FIOCRUZ/RJ).
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TABELA 1 - Oligoiniciadores utilizados neste estudo

Nome Oligoiniciadores (5'para 3°) Gene Tamanho do Oligoiniciadores
fragmento concentracao
(pb) (pmol)

eae 1 CTGAACGGCGATTACGCGAA eae 917 10

eae 2 CCAGACGATACGATCCAG

BFP1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC bfpA 326 10

BFP2 GCCGCTTTATCCAAACCTGGTA

EAECA1 CTGGCGAAAGACTGTATCAT CVvD432 630 5

EAEC2 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

LTf GGCGACAGATTATACCGTGC LT gene 450 5

LTr CGGTCTCTATATTCCCTGTT

STF ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT ST gene 190 6.47

STr CACCCGGTACARGCAGGATT

IpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC  ipaH 600 10

IpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

Stx1f ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC stx1 180 3.88

Stx1r AGAACGCCCACTGAGATCATC

Stx2f GGCACTGTCTGAAACTGCTCC stx2 255 2.5

Stx2r TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

Os amplicons obtidos em cada reagao foram visualizados em gel de agarose
1,5% ou 2% em TBE 1X, apds eletroforese em voltagem constante de 120V, por
aproximadamente 1h e 30 min. Os géis foram analisados em transluminador de luz
ultravioleta (GE Healthcare, United Kingdon), apés tratamento com brometo de etidio
(Promega Corporation). Apdés documentagdo, foram avaliados os perfis de
amplificagdo génica, de acordo com o tamanho esperado dos fragmentos para cada
grupo de reagdes. Como padrdo de peso molecular, foi utilizado o marcador de
100bp ou 1Kb DNA ladder (Life Technologies Inc.,Gathersburg, MD, EUA).



41

4.4 Avaliacao do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

Foi determinado o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas pelo
método de disco-difusdo, segundo recomendagbdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (2007), utilizando-se discos impregnados com a droga
(Laborclin Produtos para Laboratério, Parana, Brasil). Foram utilizadas as seguintes
drogas: amicacina, ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefalotina, ceftazidima,
ceftriaxona, levofloxacina, gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprina,
imipenem, piperacilina-tazobactam.

As linhagens bacterianas foram inoculadas em agar TSA e incubadas a 37°C,
por 24 horas em estufa bacteriologica. Apos crescimento bacteriano, com auxilio de
uma alga de platina, foram obtidas suspensbdes bacterianas em solugao salina estéril
(NaCl 0,9%), com turbidez ajustada a 0,5 na escala McFarland (~10® UFC/ml). Com
o auxilio de um swab estéril, foi realizado indculo por esgotamento na superficie de
uma placa de agar Mueller-Hinton (HiMedia Laboratories, Mumbai, india) de forma a
obter um crescimento confluente. Os discos foram depositados sobre o meio e a
leitura dos halos de inibicao foi realizada apdés 18 horas de incubacido a 35°C,
determinando-se o diametro do halo de inibicdo do crescimento bacteriano e
comparando a tabela de referéncia. Para controle de qualidade, foi incluida a
amostra de referéncia E. coli ATCC 25922.
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5 RESULTADOS

5.1 ldentificacao de E. coli e caracterizagao dos patotipos

Foram incluidas, nesta investigagdo, 141 amostras fecais de criangas de 0 até
5 anos de idade, apresentando ou ndo manifestacdes clinicas de doencga diarréica,
provenientes da comunidade, 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 estacdes do ano. As

caracteristicas da populacao estudada encontram-se na TABELA 2.

TABELA 2 - Caracteristicas da populagao amostrada.

Com diarréia Sem diarréia Total
0, () ()
Grupo de estudo n Yo n o N o
Sexo masculino 45 53,6 36 63,1 81 574
Sexo feminino 39 46,4 21 36,9 60 42,6
Idade média (meses) 24,7 meses 25,8 meses 25,3 meses

Um total de 56,2% das criangas apresentando manifestagdo clinica de
diarréia e 56,6% das criangas do grupo controle encontrava-se na faixa etaria de até
24 meses (FIGURA 4). Aproximadamente 52% das amostras foram obtidas nos
meses chuvosos de dezembro a maio, entre elas, 50% de criangas com
manifestacao clinica de diarréica e 55% de criangas sem manifestagao clinica de
diarréia (grupo controle). Em relagdo ao saneamento basico, 100% das familias
dispunham de agua tratada em seus domicilios e existéncia de fossa séptica ou rede

de esgotos.
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FIGURA 4 — Distribuicdo por idade do grupo de criangas cujas fezes foram amostradas
neste estudo, apds assinatura do termo de consentimento pelos responsaveis.

Representantes bacterianos da espécie Escherichia coli foram detectados em
68 (80,9%) espécimes fecais provenientes de criangas apresentando diarréia aguda,
enquanto que estes microrganismos foram detectados em 42 (73,7%) das amostras
provenientes de criangas sem manifestacdo clinica de diarréia (grupo controle).
Foram excluidas do estudo todas as linhagens bacterianas n&o identificadas como
E. coli. Apesar da deteccdo bacteriana em espécimes fecais de criangas em todas
as faixas etarias avaliadas, observou-se frequéncia de recuperagdo aumentada (40
e 46%) na faixa etaria entre 13 a 24 meses, nos dois grupos amostrados (FIGURA
5).
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[ Com manifestacdo clinica de doenga diarréica I Sem manifestagdo clinica de doenga diarréica

FIGURA 5: Relagcado entre faixa etaria e distribuicdo de Escherichia coli nos grupos de
criancas com e sem manifestagao clinica de diarréia, isolados de amostras fecais de
criangas de 0-5 anos em Juiz de Fora, MG
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Considerando-se todo o grupo amostral, foram isoladas e identificadas
presuntivamente 226 linhagens bacterianas, a confirmagcdo da identificagdo
bioquimica por metodologia molecular mostrou que o segmento de DNA codificador
da regidao de RNAr 16S de E. coli foi amplificado em 220 linhagens (FIGURA 6), 136
recuperadas de fezes diarréicas e 84 de fezes de criangas sem manifestacbes
clinicas de diarréia. Assim, considerando-se a metodologia molecular como mais
sensivel e acurada, foi observada uma correlagdo de 97,3% entre as duas

metodologias.

el I T I WS «— 660 bp

FIGURA 6: Eletroforegrama representativo da identificagdo especifica (RNA Ribossomal
16S) de E. coli por PCR das linhagens caracterizadas presuntivamente por métodos
bioquimico-fisiolégicos. Fragmento esperado: 660 bp. Padrao de peso molecular: 1 Kb DNA
ladder.

Da pesquisa de marcadores genéticos de viruléncia bacteriana associados as
linhagens diarreagénicas ou patotipos de E. coli, foi verificado a ocorréncia destes
microrganismos em 36,8% dos espécimes fecais provenientes de criancas
apresentando manifestacao clinica de diarréia (grupo CD). Entre as amostras fecais
das criangas do grupo controle (SD), observou-se a ocorréncia de linhagens
diarreagénicas em 30,9% dos espécimes fecais. Na analise dos experimentos de
identificacdo dos patotipos foram considerados os seguintes genétipos, de acordo
com os pares de oligonucleotidios iniciadores utilizados: E. coli enteroagregativa
(EAEC), linhagens CVD432* (16,2% no grupo CD e 30,9% no grupo SD); E. coli
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enteropatogénica (EPEC), linhagens eae® bfpA" (10,3% no grupo CD); E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC), linhagens stx1- stx2* ou stx1* stx2" (7,4% no
grupo CD); E. coli enterotoxigénica (ETEC), linhagens elt est’ (2,9% no grupo CD)
(TABELA 3, FIGURA 7).

Tabela 3 - Distribuicdo percentual das linhagens de Escherichia coli isoladas de criangas
com e sem manifestacao de doencga diarréica.

Linhagem bacteriana CD % (n=136) SD (n=84)

E. coli ndo patogéncia 63,2 (n=86) 69,1 (n=58)

E. coli enteroagregativa 16,2 (n=22) 30,9 (n=26)
E. coli enteropatogénica 10,3 (n=14) -
E. coli produtora de toxina Shiga 7,4 (n=10) -
E. coli enterotoxigénica 2,9 (n=04) -

CD - Espécimes fecais de criangas com manifestagao clinica de doenca diarréica;
SD - Espécimes fecais de criangas sem manifestagao clinica de doenga diarréica

FIGURA 7- Eletroforegrama representativo da identificagdo dos patotipos Escherichia coli
por PCR Multiplex entre os microrganismos isolados e identificados. A — Primeira reagao
(917/326bp, EPEC tipica; 917bp EPEC atipica; 630bp, EAEC). B — Segunda reagao
(180/255pb, STEC; 190/450bp, ETEC). Padrao de peso molecular: 100bp DNA ladder.

Entre os patotipos detectados em espécimes fecais provenientes de criangas

apresentando manifestacédo clinica de doenga diarréica aguda, sendo o patotipo
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EAEC foi o mais frequente. Linhagens de E. coli enteroinvasivas (EIEC) ndo foram
identificadas. O patotipo EAEC nao foi observado na faixa etaria de 25 a 36 meses,
considerando-se espécimes fecais provenientes de criancas apresentando
manifestagédo clinica de doenca diarréica aguda. ETEC so6 foi observada na faixa
etaria de 24 a 36 meses, EPEC foi encontrada na faixa etaria de zero a 36 meses e
STEC foi igualmente distribuida no grupo amostrado. Considerando a ocorréncia de
linhagens de E. coli diarreagénicas nos espécimes fecais das criangas sem
manifestagéo clinica da doenga diarréica (grupo controle), EAEC foi o unico patotipo
encontrado, distribuido em todas as faixas etarias, com maior frequéncia entre 13 e
24 meses (TABELA 4).

TABELA 4 - Distribuigéo (%) dos patotipos de Escherichia coli isolados de criangas com e
sem manifestacado de doenca diarréica em relacéo a sua faixa etaria.

Patotipo de 0 a 12 meses 13 a 24 meses 25 a 36 meses 37 a 48 meses 49 a 60 meses
E. coli CD SD CD SD CD SD CD SD CD SD
EAEC 18,2 23,1 54,5 46,1 - 15,4 18,2 7,7 9,1 7,7
EPEC 42,9 - 42,9 - 14,2 - - - - -
STEC 20 - 20 - 20 - 20 - 20 -
ETEC - - - - 100 - - - - -

CD - Espécimes fecais de criangas com manifestagao clinica de doencga diarréica;
SD - Espécimes fecais de criangcas sem manifestacao clinica de doenca diarréica

5.2 Avaliagao do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

A avaliagdo do perfil de susceptibilidade das linhagens isoladas e
identificadas, representativas da populagcdo bacteriana amostrada em todos os
espécimes fecais mostrou que, considerando-se fezes diarréicas, 39,7% foram
resistentes a tetraciclina, 30,9% a ampiciina e 8,8% a associagao
ampicilina/sulbactam, 30,9% ao sulfametoxazol/trimetropin, 5,9% a cefalotina e 3%
ao levofloxacin. Resisténcia intermediaria foi observada contra a
ampicilina/sulbactam (5,9%), cefalotina (4,4%), tetraciclina (3%) e amicacina,

ampicilina e gentamicina (1,5%). Os antimicrobianos mais eficazes foram
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ceftazidima, ceftriaxona, imipenem e piperacilina/tazobactan, para os quais nao foi
verificada resisténcia bacteriana.

Das linhagens representativas de E. coli isoladas de criangas sem
manifestacdo clinica de diarréia 34,9% mostraram-se resistentes a tetraciclina,
30,2% a ampicilina e 2,3% a associagcdo ampicilina/sulbactam, 25,6% ao
sulfametoxazol/trimetropin, 4,6% a cefalotina e levofloxacin. Resisténcia
intermediaria  foi observada contra cefalotina (9,3%) e ampicilina,
ampicilina/sulbactam e tetraciclina (2,3%). Os antimicrobianos mais eficazes foram
amicacina, ceftazidima, ceftriaxona, gentamicina, imipenem e
piperacilina/tazobactan, para os quais nao foi verificada resisténcia bacteriana
(TABELA 5).

TABELA 5 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de amostras de Escherichia coli
isoladas de espécimes fecais de criangas de 0-5 anos, com diarréia (n = 68) e sem diarréia
(n=43) em Juiz de Fora, MG.

Drogas testadas Com diarréia Sem diarréia

R(%) | (%) S(%) R(%) (%) S(%)
Amicacina - 1,5 98,5 - - 100
Ampicilina 30,9 1,5 67,6 30,2 2,3 67,5
Ampicilina/Sulbactan 8,8 5,9 85,3 2,3 2,3 95,4
Cefalotina 59 44 89,7 4,6 9,3 86,1
Ceftazidima - - 100 - - 100
Ceftriaxona - - 100 - - 100
Levofloxacin 3 - 97 4,6 - 95,4
Gentamicina - 1,5 98,5 - - 100
Tetraciclina 39,7 3 57,3 34,9 2,3 62,8
Sulfametoxazol/trimetropin 30,9 - 69,1 25,6 - 74,4
Imipenem - - 100 - - 100
Piperacilina/Tazobactan - - 100 - - 100

Avaliando-se apenas as linhagens de E. coli diarreiogénicas isoladas
representativas da populagcdo bacteriana total amostrada, observou-se grande

heterogeneidade nos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos:
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EAEC: (i) 63,6% das linhagens recuperadas de espécimes fecais diarréicos
mostraram-se resistentes a ampicilina, 45,5% a combinacéao
sulfametoxazol/trimetropim e 36,4% a tetracicina e a combinagao
ampicilina/sulbactam. Resisténcia intermediaria foi observada para o
antimicrobiano cefalotina e a combinagdo ampicilina/sulbactam (9,1%). N&o foi
observada resisténcia bacteriana para os antimicrobianos amicacina, ceftazidima,
ceftriaxona, levofloxacin, gentamicina, imipenem e a combinagao
piperacilina/tazobactam. (ii) com relagdo aos isolados de EAEC de criangas do
grupo controle (sem diarréia), 38,5% das linhagens mostraram-se resistentes a
tetraciclina, 23,1% a ampicilina e a combinacdo sulfametoxazol/trimetropin e
15,5% a levofloxacin. Resisténcia intermediaria foi observada para a tetraciclina,
ampicilina e a combinagao ampicilina/sulbactam (7,7%). Os antimicrobianos mais
eficazes foram amicacina, ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefalotina,
ceftazidima, ceftriaxona, gentamicina, imipenem e piperacilina/tazobactan, para
os quais nao foi verificada resisténcia bacteriana.

EPEC: 42,8% mostraram-se resistentes a tetraciclina e 28,6% a combinagao
sulfametoxazol/trimetropin. Resisténcia intermediaria foi observada para os
antimicrobianos amicacina, ampicilina e cefalotina (14,3%). Nao foi observada
resisténcia bacteriana para os antimicrobianos ampicilina/sulbactam, ceftazidima,
ceftriaxona, levofloxacin, gentamicina, imipenem e piperacilina/tazobactan, para
0s quais nao foi verificada resisténcia bacteriana.

STEC: 40% mostraram-se resistentes a tetraciclina e a combinagao
sulfametoxazol/trimetropin, 20% mostraram-se resistentes a ampicilina,
ampicilina/sulbactam, cefalotina e levofloxacin. Resisténcia intermediaria foi
observada contra a gentamicina (20%). Os antimicrobianos mais eficazes foram
amicacina, ceftazidima, ceftriaxona, imipenem e piperacilina/tazobactan, para os
quais nao foi verificada resisténcia bacteriana.

ETEC: 50% mostraram-se resistentes a tetracicina e a combinacao
sulfametoxazol/trimetropin. Os antimicrobianos mais eficazes foram amicacina,
ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefalotina, ceftazidima, ceftriaxona, levofloxacin,
gentamicina, imipenem e piperacilina/tazobactan, para os quais nao foi verificada
resisténcia bacteriana. N&o foi observada resisténcia intermediaria a nenhum

antimicrobiano nestre grupo bacteriano.
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Das linhagens de E. coli isoladas de criangas sem manifestagdo clinica de
diarréia, 50% foram susceptiveis a todas as drogas testadas, enquanto que 23,2%
foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Resisténcia simultanea a dois
antimicrobianos foi observada em 6,8% dos microrganismos, sendo também
observado resisténcia a trés (3,4%), quatro (13,2%) e cinco drogas (3,4%). Entre os
patotipos de EAEC isolados de criangas sem manifestagao clinica de diarréia, 38,4%
foram susceptiveis a todas as drogas testadas, enquanto que 23,1% foram
resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Resisténcia simultdnea a dois
antimicrobianos foi observada em 23,1% dos microrganismos, sendo também
observado resisténcia a trés (7,7%) e quatro drogas (7,7%) (TABELA 6).

TABELA 6 - Distribuicdo dos fenétipos de resisténcia a um ou mais antimicrobianos entre as
amostras de Escherichia coli isoladas de criangas sem manifestagdo clinica de diarréia na
cidade de Juiz de Fora, MG.

Linhagem bacteriana Resisténcia Susceptibilidade a
todas as drogas
EAEC (n=13) AMP (n=1, 7,7%) n=5, 38,4%

TET (n=2, 15,4%)
TET/STX (n=2, 15,4%)
AMPILEV (n=1, 7,7%)
AMP/AMS/TET (n=1, 7,7%)
AMP/TET/STXILEV (n=1, 7,7%)

E. coli ndo patogénica (n=30) AMP (n=3, 10%) n=15, 50%
TET (n=4, 13,2%)
TET/STX (n=1, 3,4%)
AMP/STX (n=1, 3,4%)
AMP/CEF/STX (n=1, 3,4%)
AMP/CEF/TET/STX (n=4, 13,2%)
AMP/AMS/CEF/TET/STX (n=1, 3,4%)

AMP (ampicilina); TET (tetraciclina); STX (sulfametoxazol/trimetropin); AMS (ampicilina-sulbactam);
CFL (cefalotina); GEN (gentamicina); LEV (levofloxacin)

Das linhagens de E. coli ndo patogénicas isoladas de criangas com
manifestagdo clinica de diarréia, 37,2% foram susceptiveis a todas as drogas
testadas, enquanto que 37,3% foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano.

Resisténcia simultdnea a dois antimicrobianos foi observada em 4,6% dos
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microrganismos, sendo também observado resisténcia a trés (9,3%), quatro (7,0%),
cinco (2,3%) e seis drogas (2,3%).

Entre os patotipos de EAEC isolados de criangas com manifestagao clinica de
diarréia, 18,1% foram susceptiveis a todas as drogas testadas, enquanto que 9,1%
foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Resisténcia simultdnea a dois
antimicrobianos foi observada em 27,3% dos microrganismos, sendo também
observado resisténcia a trés drogas (36,4%).

Entre os patotipos de EPEC isolados de criangas com manifestagdo clinica de
diarréia, 28,6% foram susceptiveis a todas as drogas testadas, enquanto que 42,9%
foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Resisténcia simultdnea a quatro
antimicrobianos foi observada em 14,3% dos microrganismos.

Entre os patotipos de STEC isolados de criangas com manifestagao clinica de
diarréia, 60% foram susceptiveis a todas as drogas testadas. Resisténcia simultanea
a dois antimicrobianos foi observada em 20% dos microrganismos, sendo também
observado resisténcia a sete drogas (20%).

Das linhagens de ETEC isolados de criangas com manifestagcéo clinica de
diarréia, 50% foram susceptiveis a todas as drogas testadas, enquanto que 50%

foram resistentes a duas drogas testadas (TABELA 7).
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TABELA 7 - Distribuicdo dos fenétipos de resisténcia a um ou mais antimicrobianos entre as
amostras de Escherichia coli isoladas de criangas com manifestacdo clinica de diarréia (n =
68) na cidade de Juiz de Fora, MG.

Linhagem bacteriana Resisténcia Susceptibilidade a
todas as drogas
EAEC (n=11) AMP (n=1, 9,1%) n=2, 18,1%

TET (n=1, 9,1%)

TET/STX (n=1, 9,1%)
AMP/AMS (n=1, 9,1%)
AMP/STX (n=1, 9,1%)
AMP/AMS/TET (n=1, 9,1%)
AMP/AMS/STX (n=1, 9,1%)
AMP/CFL/STX (n=1, 9,1%)
AMP/TET/STX (n=1, 9,1%)

EPEC (n=7) AMI (n=1, 14,3%) n=2, 28,6%
TET (n=2, 28,5%)
STX (n=1, 14,3%)
AMP/CFL/TET/STX (n=1, 14,3%)

STEC (n=5) TET/STX (n=1, 20%) n=3, 60%
TET/STX/AMP/AMS/CFL/GEN/LEV (n=1, 20%)

ETEC (n=2) TET/STX (n=1, 50%) n=1, 50%

E.coli ndo patogénica (n=43) AMP (n=3, 6,9%) n=16, 37,2%

TET (n=11, 25,7%)

STX (n=2, 4,7%)

TET/STX (n=1, 2,3%)

TET/AMP (n=1, 2,3%)
AMP/TET/STX (n=2, 4,7%)
AMP/AMS/CEF (n=1, 2,3%)
AMP/AMS/STX (n=1, 2,3%)
AMP/TET/STX/CFL (n=1, 2,3%)
AMP/AMS/STX/TET (n=2, 4,7%)
AMP/AMS/STX/TET/CFL (n=1, 2,3%)
AMP/AMS/STX/TET/CFL/LEV (n=1, 2,3%)

AMP (ampicilina); TET (tetraciclina); STX (sulfametoxazol/trimetropin); AMS (ampicilina-sulbactam);
CFL (cefalotina); GEN (gentamicina); LEV (levofloxacin)
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6 DISCUSSAO

6.1 Doencga diarréica infantil.

A doenca diarréica € considerada problema de saude mundial, especialmente
em paises em desenvolvimento, onde é responsavel por cerca de 2,5 milhdes de
mortes infantis por ano, com uma taxa de mortalidade de 4,9 para 1000 criangas e
uma incidéncia de 3,2 episddios por criancas, abaixo de cinco anos, por ano
(KOSEK et al., 2003, PULSENET USA, 2004). A morbidade por diarréia é um
indicador utilizado na avaliacdo do nivel de saude de uma populagdo e varia de
acordo com as diferentes regides, localidades e grupos populacionais. Essas
variagdes regionais estdo intimamente relacionadas com a desigualdade de vida de
seus habitantes referentes a renda familiar, servigos publicos essenciais e a
assisténcia a saude e a educacéao. A diarréia esta associada a patogenos entéricos,
que incluem virus, bactérias e parasitas. Rotavirus e as Escherichia coli
enteropatogénicas sdo consideradas os agentes etioldgicos mais comuns, e causam
doengas diarréicas em paises em desenvolvimento (DAVIDSON et al., 2002;
NGUYEN et al., 2005; JAFARI et al., 2008; PATRZALEK , 2008, KIM et al., 2008).

Além das condicbes higiene sanitarias associadas a transmissdo e
persisténcia da doencga diarréica em populacdes susceptiveis, apés o nascimento,
microrganismos podem ser adquiridos de fontes ambientais, contato oral ou
transferéncia materna através da pele, 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. Além disso, as
criangas estdo expostas a outros microrganismos, que ganham acesso ao trato
gastrintestinal pela alimentacdo (THOMPSON-CHAGOYAN et al., 2007)

Em nosso estudo, avaliou-se a microbiota fecal de criangas entre 0 € 5 anos
de idade com apresentacao de sintomas clinicos de doencas diarréia e criancas na
mesma faixa etaria sem manifestacdes clinicas da doenga na cidade de Juiz de

Fora, Minas Gerais, considerando-se a ocorréncia de representantes das linhagens
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diarreiogénicas de E. coli. A obtengcdo das amostras fecais foi distribuida
homogeneamente durante todo o ano, nos meses secos e chuvosos.

De acordo com a literatura, a maioria dos casos de diarréia associados as
bactérias ocorre nos meses quentes e chuvosos, provavelmente porque a
temperatura mais elevada favorece a multiplicacdo bacteriana no ambiente e a
disseminagao do agente etiolégico é favorecida pela chuva, contaminando aguas e
alimentos (PODEWILS et al., 2004; QADRI et al., 2005). Em relagdo as condi¢bes
sécio-econdmicas das familias das criangas com diarréia e sem diarréia, a renda
familiar ndo foi avaliada, porém as condi¢des sanitarias foram favoraveis em todas
as moradias, com saneamento basico satisfatério, agua tratada e sistema de esgoto

fechado.

6.2 Identificagao de linhagens comensais e enteropatogénicas de E. coli

O trato gastrintestinal humano alberga uma grande variedade de bactérias,
mais de 700 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 € importante para saude humana produzindo e degradando
nutrientes e substancias nocivas ao hospedeiro, prevenindo a colonizagdo por
microrganismos patogénicos e participando na modulagdo do sistema imunoldgico
(THOMPSON-CHAGOYAN et al., 2007; BALAMURUGAN et al., 2008).

O ecossistema intestinal pode ser definido como um 6rgéo microbiano dentro
do organismo do hospedeiro que atua em uma associagdo dindmica e intensa
dependente de fatores microbianos, do hospedeiro e da dieta. O estudo deste
complexo ecossistema tem sido baseado em métodos microbiologicos classicos que
envolvem cultivo microbiano em meios de cultura especificos e técnicas bioquimicas
e fisiologicas de identificacdo. Entretanto estas técnicas ndo permitem a
recuperacao de todos os grupos microbianos (BOTTARI et al., 2006).

Os métodos classicos de identificagdo realizados inicialmente neste estudo,
como o isolamento em meio seletivo e técnicas de coloracdo de Gram, sé&o

tradicionalmente bem estabelecidos nos manuais de bacteriologia clinica para
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isolamento e identificagdo de representantes da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli. O diagnéstico direto baseado no isolamento e cultivo microbiano
permite o uso dos isolados em investigagdes posteriores com grande importancia
clinico-cientifica como a determinagao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
e estudos epidemioldgicos (VARGAS et al., 2005)

Alguns sistemas comerciais automatizados e semi-automatizados permitem
fazer a identificacdo das diferentes espécies de enterobactérias utilizando
numerosas provas bioquimicas. De acordo com o Manual de Microbiologia Clinica
para Controle de Infecgdo em Servigos de Saude, publicado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004), os sistemas mais frequentemente utilizados
sao: API, Vitek e Microscan. Estes métodos séo caros e ndo sao fundamentais para
o diagndstico dos grupos bacterianos e para uma orientagdo terapéutica adequada.
Como alternativa aos métodos microbiolégicos classicos para identificacéo
microbiana, testes de identificagcdo rapida tém sido utilizados. Estes métodos sao
baseados em testes sorolégicos ou de biologia molecular (ZHANG &
WEINTRAUB,1997).

O desenvolvimento de métodos moleculares tem permitido alternativas para
investigacao de comunidades microbianas, como a microbiota intestinal humana e
de outros animais, sem a necessidade de cultivo microbiolégico. Assim, novas
técnicas tem sido propostas para diagndstico 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 microbiolégico para
deteccdo e identificacdo bacteriana destacam-se métodos relacionados ao
desenvolvimento de sondas e oligonucleotideos iniciadores homologos a regides de
DNA que codificam RNA ribossémico microbiano ou genes codificadores para os
fatores de viruléncia (PCR, técnicas convencionais de hibridizacdo, FISH,
microarranjos de DNA), estudo de comunidades pela associacdo de técnicas de
PCR e eletroforese com gradientes de desnaturagdo (DGGE) ou temperatura
(TGGE), estudos envolvendo PCR em tempo real quantitativo ou qualitativo e
metagendmica (TURRONI et al., 2008).

Neste estudo, a confirmagdo da identificagdo bioquimica das linhagens

bacterianas isoladas foi realizada por metodologia molecular baseada na
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amplificacdo de segmento de DNA codificador da regido do RNAr 16S de E. coli.
Assim, considerando-se a metodologia molecular como mais sensivel e acurada, foi
observada uma correlacdo de 97,3% entre as duas metodologias. Uma alta
correlacdo entre os testes bioquimicos e moleculares foi demonstrada por estudos
realizados por Aguila e colaboradores (2006), que encontraram 94% de correlagéo
entre as duas metodologias. Segundo estes autores, a metodologia molecular,
apesar de ser mais sensivel e rapida, € mais onerosa e nao permite a recuperagao
microbiana, considerando-se 0S microrganismos viaveis ou n&o, NOS pProcessos
infecciosos. Por outro lado, a identificacdo bioquimica de bactérias clinicamente
isoladas de processos infecciosos constitui uma ferramenta fundamental para
obtencdo de dados epidemioldgicos e possibilita realizagdo de antibiogramas para
monitoramento dos niveis de susceptibilidade aos antimicrobianos. Segundo a
literatura, estes métodos permitem do ponto de vista clinico, diagndéstico simples
com impacto na terapéutica (VARGAS et al., 2005).

Além disso, a pesquisa de genes relacionados aos fatores de viruléncia
bacterianos mostrou-se eficiente para caracterizagdo de diferentes patotipos de E.
coli na populagdo amostrada. Considerando-se os custos da metodologia molecular,
como ja mencionado, apesar da disponibilizagcado de técnicas ja padronizadas para
caracterizagao molecular destes microrganismos (ARANDA et al., 2004), do ponto
de vista clinico e de rotina microbiolégica para fins de diagndstico a detecgao de
patotipos de E. coli é, ainda, realizada por métodos imunolégicos. Estes métodos
incluem a observagao de determinantes antigénicos por técnicas de aglutinagdo em
latex, que sao validadas clinicamente (AGUILA et al., 2006). Entretanto, segundo os
autores que propde metodologias moleculares, estes testes permitem uma
discriminagdo mais sensivel destes microrganismos do que as técnicas imunoldgicas
(ARANDA et al., 2004; AGUILA et al., 2006).

Considerando-se a importancia das doengas diarréicas na infancia e que a
etiologia de 20 a 50% das manifestagdes clinicas continua ainda sem diagnostico, o
conhecimento da populagdo de microrganismos especificos do ecossistema
intestinal poderia ajudar na compreensdo da dindmica microbiana na agressao
(NGUYEN, 2005).
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6.3 Pesquisa de Escherichia coli diarreiogénica

Algumas linhagens de E. coli sdo consideradas patégenos entéricos, e s&o
conhecidas como diarreiogénicas. Estas bactérias sdo definidas pela presenca de
um ou mais fatores de viruléncia. Estes patotipos sdo divididos em: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli com aderéncia difusa (DAEC)
(KAPER et al., 2004). Também conhecidos como patotipos de E. coli, estes
microrganismos tém sido implicados na etiologia da diarréia aguda em criangas,
além de diarréia dos viajantes, enterocolites, infecgdes do trato gastrintestinal tanto
em paises em desenvolvimento quanto em paises industrializados, especialmente
nos ultimos anos (NATARO et al., 1998; ROBINS-BROWNE et al., 2004; COHEN et
al., 2005; QADRI et al., 2005).

Embora seja reconhecido o potencial agressor destas linhagens de E. coli, a
pesquisa destas bactérias diarreiogénicas nao € habitualmente realizada em
laboratérios clinicos. Desta forma, a incidéncia destes patdégenos em criangas
menores de dois anos e a sua importancia como causadores de diarréia na
comunidade € desconhecida, particularmente em areas endémicas (LOPEZ-
SAUCEDO et al., 2003; LONG et al., 2006).

Neste estudo, ao avaliar-se a distribuicdo dos patotipos de E. coli isoladas de
amostras fecais de criangas com diarréia aguda, observou-se que 24% destas
linhagens foram isolados de criangas com até 1 ano de idade e 40% isoladas de
criancas até 2 anos de idade. Nossos resultados corroboram os dados da literatura,
demonstrando que ha a participagdo destes microrganismos na microbiota fecal de
criangas menores de 2 anos de idade apresentando sinais e sintomas clinicos de
doenga diarréica (TOPOVOVSKI et al., 1999; LOPEZ-SAUCEDO et al.,, 2003;
ESTRADA-GARCIA et al., 2009; ALBERT et al., 2009).

Entretanto, apesar de a frequéncia de deteccédo de E.coli diarreiogéncia ter
sido maior nos espécimes fecais provenientes de pacientes com manifestagcao
clinica de diarréia aguda, observou-se a sua ocorréncia também, na microbiota fecal

das criangas que fizeram parte do grupo sem sinais e sintomas clinicos de diarréia
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aguda. Nas amostras fecais destas criangas, foi detectada E. coli enteroagregativa,
assim como nos espécimes fecais das criangas com manifestagcdo clinica de

diarréia.

6.3.1 EPEC

Os organismos mais comumente reportados como E. coli diarreiogénica no
Brasil, em criangas d epouca idade, séao linhagens de EPEC (Fagundes-Neto et al.,
1996; Medeiros et al., 2001). Estes microrganismos tem sido considerados
importantes patdégenos relacionado a diarréia em criangas menores de dois anos de
idade em paises em desenvolvimento (PRERE et al., 2006; ARAUJO et al., 2007).

Por muito tempo, o diagndstico de EPEC foi baseado na identificagcdo dos
sorotipos O:H. Entretanto, durante as ultimas duas décadas, a patogenicidade foi
melhor esclarecida, resultando em mudanga nos meétodos de diagnodstico de
sorogrupos para metodos fenotipicos e genotipicos. EPEC esta classificada dentro
de duas sub-categorias: EPEC tipica e EPEC atipica. Enquanto EPEC tipica é um
importante patdgeno, a importancia de EPEC atipica € desconhecida, despertando
grande interesse na comunidade cientifica (AFSET et al., 2004; GOMES et al., 2004
FRANZOLIN et al., 2005; ARAUJO et al, 2007).

A classificacdo das amostras de EPEC como tipicas e atipicas esta
relacionada a presencga do plasmideo EAF, que carreia o gene bfpA. Amostras bfpA
positivas sdo denominadas EPEC tipicas, e sdo importantes patdogenos causadores
de diarréia em criangas menores de dois anos, em paises em desenvolvimento
(NATARO & KAPER, 1998; TRABULSI et al., 2002; ARAUJO et al., 2007;
ESTRADA-GARCIA et al., 2009).

Em estudos epidemioldgicos conduzidos no Brasil, as linhagens de EPEC
atipicas excederam em numero as linhagens de EPEC tipica como agentes
associados a diarréia em criancas (DULGUER et al., 2003; GOMES et al., 2004;
REGUA-MANGIA et al., 2004; FRANZOLIN et al., 2005, ARAUJO, et al., 2007).
Pesquisas desenvolvidas em varios paises mostraram que linhagens de EPEC

atipica tem se tornado mais frequente causa de diarréia que EPEC tipica
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(TRABULSI et al.,, 2002; COLLARES, 2005; FRANZOLIN et al., 2005) e também
pode estar relacionada com diarréia persistente (HILL et al.; 1991; AFSET et al.,
2003; NGUYEN et al., 2006). Esta diminuicao da prevaléncia de EPEC tipica e
aumento de EPEC atipica como causa de diarréia pode estar relacionada a melhoria
das condi¢cbes de saneamento basico em nosso pais (FRANZOLIN et al., 2005), e
também ¢ justificada pelo fato de EPEC tipica ser quase exclusivamente detectada
em seres humanos, e as amostras de EPEC atipicas serem detectadas também em
animais domésticos (TRABULSI et al., 2002; NAKAZATO et al., 2004; de PAULA &
MARIN, 2008).

Neste estudo, foi observado que 100% das linhagens identificadas como
EPEC atipicas foram isoladas apenas de criangcas com diarréia, representando
10,3% dos isolados de E. coli diarreiogénica, sendo o segundo patotipo mais isolado
depois de EAEC. Como relatado anteriormente, as condi¢cdes sanitarias das familias
doadoras de material fecal foram favoraveis em todas as moradias, com
saneamento basico satisfatorio, agua tratada e sistema de esgoto fechado.

Araujo e colaboradores, em 2007, em estudo para pesquisa de patdégenos
em amostras de fezes de criancas abaixo de 5 anos com diarréia e sem diarréia,
observaram 25% de EPEC, sendo 2% de EPEC tipica e 23% de EPEC atipica,
mostrando o grande aumento das linhagens atipicas em relacdo as linhagens
tipicas. Bueris e colaboradores (2007), na Bahia, encontraram resultado semelhante,

reportando ocorréncia de EPEC atipica (10%) em pacientes com diarréia.

6.3.2 EAEC

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é considerada um patdégeno
emergente no Brasil e em outros paises em desenvolvimento, associado a diarréia
aguda em criangas e adultos (DUTTA et al., 1999; OKEKE & NATARO, 2001,
VALENTINER-BRANTH et al., 2003; HUANG et al., 2004; HARRINGTON et al.,
2006; HUANG et al., 2006; WEINTRAUB, 2007). Porém, segundo alguns autores,
EAEC é encontrada também na microbiota fecal em criancas sem a manifestagao
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clinica da doenga (GASCON et al., 2000; SCALETSKY et al., 2002; SCHEMBRI, et
al., 2003; HUANG et al., 2004; RAPPELI et al., 2005; HIEN et al.,2008).

Em nosso estudo encontramos um indice alto de EAEC (16,2%) associada a
microbiota fecal de criangas com manifestagao clinica de diarréia aguda. Além disso,
estes microrganismos também foram detectados em 30,9% dos espécimes fecais
provenientes das criangas do grupo controle, este resultado pode ser justificado pela
capacidade que estas linhagens apresentam de formar biofilme na superficie do
epitélio intestinal (MOHAMED et al., 2007). Outros estudos realizados no Brasil
relatam EAEC como o patotipo de E. coli mais frequente em criangas com diarréia e
também nos grupos controles. Scaletsky e colaboradores (2001), em pesquisa com
237 criangas com diarréia e 231 sem diarréia, atendidas em um hospital publico de
Natal e S&ao Luiz, observaram infeccdo por EAEC em 16,9% e 16,4% das criancas
com e sem diarréia, respectivamente. Franzolin e colaboradores (2005) relataram o
isolamento de EAEC a partir de fezes de 4,2% das 119 criangas com diarréia
estudadas. Outros autores (ARAUJO et al., 2007) encontraram EAEC como isolado
mais significativo em criangas sem manifestacao clinica de diarréia (11%) enquanto
que no grupo de criangas com diarréia atendidas em servigos pediatricos publicos de
Sao Paulo, a prevaléncia foi de 7,4%. Na Bahia, Bueris e colaboradores (2007)
relataram EAEC como patotipo mais isolado com 11,1% e 8,6% em pacientes com
diarréia e grupo controle, respectivamente.

Os mecanismos de patogenicidade das infec¢gdes causadas por EAEC néo
estdo completamente esclarecidos, e sugere-se a necessidade de estudos
cientificos para uma melhor caracterizagao destes microrganismos (HARRINGTON
et al., 2006; HUANG et al., 2006). De maneira geral, parece existir uma
heterogeneidade significante de fatores de viruléncia entre as linhagens de EAEC ja
isoladas, e o papel especifico destes fatores de viruléncia na patogénese da diarréia
causada por EAEC esta sendo investigado (NATARO et al., 1995; MIQDADY et
al.,2002; ZAMBONI et al., 2004; WAKIMOTO et al., 2004; RUTTLER et al., 2006;
HARRINGTON et al., 2006).

Alguns estudos, entretanto, indicam que algumas linhagens de EAEC
induzem a secreg¢ao de muco pela mucosa intestinal, formando um biofilme bactéria-
muco, que pode explicar a habilidade de persisténcia da EAEC no organismo,

colonizando ou causando diarréia. Além da producado de biofilme, acredita-se que
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algumas linhagens de EAEC possam produzir efeitos citotéxicos na mucosa
intestinal através da indugdo de enterotoxinas e citotoxinas (COSTERTON et al.,
1999; SHEIKH et al.,, 2001; WAKIMOTO et al, 2004; WEINTRAUB, 2007,
MOHAMED et al., 2007; MENDEZ-ARANCIBIA et al., 2008).

6.3.3 ETEC

E. coli enterotoxigéncia € um patdgeno associado a diarréia e representa um
grande responsavel por mortalidade e morbidade entre criangas e Vviajantes,
respectivamente, em paises em desenvolvimento e na América Latina, Africa e Asia
(QADRI et al., 2005). A patogénese de ETEC esta relacionada a colonizagdo das
células do intestino delgado por meio da producdo de filamentos de adesinas
conhecidos como fatores de colonizagao e, em segundo estagio, pela producao de
um dos dois tipos de enterotoxinas, a toxina termo-estavel (ST) e/ou a toxina termo-
label (LT) (NATARO et al., 1998; SANCHEZ & HOLMGREN, 2005; ROCKABRAND
et al., 2006). Um dos aspectos mais complexos da patogénese de ETEC esta na
presenca de uma variedade de antigenos notaveis. Pelo menos 150 sorotipos O:H
foram identificados entre as linhagens de ETEC isoladas de amostras humanas. A
heterogeneidade fenotipica de ETEC & bem ilustrada pela presenca de mais de 20
fatores de colonizacéo e a producéo de LT, ST ou ambas enterotoxinas (PACHECO
et al., 2001; QADRI et al., 2005).

ETEC é um importante patdgeno relacionado a diarréia em criangas menores
de dois anos de idade em paises em desenvolvimento, causando cerca de dois a
trés episddios de diarréia por ano nestas criancas, resultando numa estimativa de
mais de 700.000 mortes por ano (DAVIDSON et al., 2002).

No presente estudo, estes microrganismos foram o quarto grupo entre os
patotipos de E. coli mais frequentemente isolados (LT-/ST+ 2,9%), sendo
recuperado de quatro linhagens isoladas de pacientes menores de dois anos de
idade e com diarréia e nenhuma linhagem foi recuperada em paciente controle.
Resultado semelhante foi encontrado por Orlandi e colaboradores em 2001, no Acre,

que descreveram a ETEC como o quarto patégeno mais freqiente em criangas com



61

diarréia (LT+/ST+ 3,1%), e o patégeno ndo foi encontrado no grupo de individuos
sem diarréia. Varios estudos realizados no Brasil, nas ultimas décadas, tém relatado
freqUiéncia relativamente alta para este patégeno. Gomes e colaboradores (1991)
estudaram 500 criangas com diarréia e 500 criancas sem diarréia, menores de um
ano, atendidas em hospital municipal da periferia da cidade de Sao Paulo, e
identificaram 6,6% (LT+ 2,8%, ST+3% e LT+/ST+, 0,8%) e 1,8% (LT+ 1,4% e ST+
0,4%) respectivamente. Toporovski e colaboradores (1999), em estudo em Sao
Paulo com criangas menores de 3 anos encontrou 4% de ETEC nas criangas com
diarréia (LT+ 3% e ST+ 1%) e 3% (LT+) no grupo controle. Em estudos mais
recentes, Orlandi e colaboradores (2006) identificaram ETEC como o quarto
patdbgeno mais isolado em 21 (4,5%) amostras das 470 amostras diarréicas
avaliadas. Araujo e colaboradores (2007) descreveram ETEC como terceiro

patdbgeno mais isolado das amostras de criangas com diarréia.

6.3.4 STEC

E um grupo de E. coli diarreiogénica caracterizado pela expressdo de STx,
codificada pelos genes stx1 e stx2, uma exotoxina que é liberada durante a lise da
célula. A toxina Shiga bloqueia a sintese protéica, agindo especificamente na
subunidade 60S do ribossomo. A toxina desempenha papel central na patogénese
da sindrome hemolitica urémica (SHU), induzindo lesao do epitélio, inclusive renal, e
alteracado da funcado plaquetaria. Esta sindrome esta associada preferencialmente a
producdo de Sitx2, que demonstrou ser capaz de destruir células endoteliais
glomerulares. A lesdo das células endoteliais leva a ativagdo plaquetaria e
deposicdo de trombina, o que resulta em diminuicdo da filtracdo glomerular e
insuficiéncia renal aguda. As toxinas de Shiga também estimulam a expressdo de
citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral e interleucina 6 (FERNANDEZ
& SANSONETTI, 2003; THORPE, 2004; RIVAS et al., 2008).

EHEC é considerado um subtipo de STEC que se caracteriza pela expressao
de toxina Shiga e pela producdo de lesdo A/E em células epiteliais (NATARO &
KAPER, 1998; KARCH, 2001). Embora neste estudo ndo tenha sido realizada a
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sorotipagem destes microrganismos, segundo a literatura, o sorotipo O157: H7 esta
relacionado com intoxicagbes alimentares causadas pela ingestdo de carnes de
animais, uma vez que pode ser encontrado com frequéncia em fezes de ruminantes
(gado, ovelhas) e n&o ruminantes (cavalos, cachorros, coelhos e porcos) (MEICHTRI
et al., 2004). Frequentemente pode ser isolado de fezes de pessoas com diarréia e
responsavel pelo desenvolvimento da SHU, atingido grande numero de criangas,
com alto grau de morbidade ( BANATVALA et al., 2001; RIVAS et al., 2008).

Em nosso estudo STEC foi o terceiro patotipo de E. coli mais isolado (7,4%),
identificando-se os gendtipos stx1*stx2" ou stx1-stx2*. Varios estudos realizados no
Brasil e em outros paises, com amostras fecais de criangas com menos de 5 anos
de idade, mostraram resultados semelhantes ao encontrado no nosso estudo, onde
STEC é isolada com menor frequéncia que EAEC e EPEC. Entretanto a ocorréncia
encontrada em nosso estudo ainda ¢é alta, se comparado a outros estudos brasileiros
considerando-se diferentes regides geograficas, cujos valores de ocorréncia
relatados variam de 0,5 a 1,5% (ORLANDI et al., 2006; BUERIS et al., 2007;
ARAUJO et al., 2007). Por outro lado, em casos de intoxicagdo alimentar estes
microrganismos podem estar associados, como relatado por Rivas e colaboradores,
em 2008. Estes autores sugerem STEC como principal causa de diarréia associada
a intoxicagdo alimentar com carne de animais em 52% dos casos de criangas
associadas ao episodio.

Apesar de neste trabalho, terem sido avaliados apenas os gendtipos stx17,
stx2 alguns autores sugerem a caracterizagao genotipica baseada na detecgao dos
genes ehxA, iha, saa. Além disso, esses autores sugerem que as linhagens que
carreiam o gene six2 estdo comumente associadas a doengas mais severas
(OLIVEIRA et al., 2008). Assim, 4 linhagens entre as 10 identificadas como STEC
neste estudo, apresentaram o gendtipo stx7-stx2*. Entretanto, no nosso estudo nao
foram verificadas outras etiologias possiveis e nosso objetivo ndo incluiu a
determinagdo do agente etiologico principal nos casos de diarréia aguda, mas sim,

da ocorréncia destes microrganismos.
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6.3.5 EIEC

Diarréia causada por E. coli enteroinvasiva € conhecida por causar sintomas
semelhantes a shiguelose em adultos e criangas. Apesar de ser reconhecida como
um patégeno humano, poucas pesquisas foram realizadas para identificar fatores de
risco individuais para infecgdo. Outros patégenos como EPEC, STEC e ETEC, além
de Shigella, tem despertado maior atengao dos pesquisadores (VIEIRA et al., 2007).

A falta de atencédo epidemiolégica para EIEC esta relacionada a baixa
incidéncia deste patdgeno como causador de diarréia em relagdo as outras
linhagens de E. coli diarreiogénicas, sendo que em grande parte dos estudos, os
pesquisadores nado relatam a ocorréncia destes microrganismos (QUEIROZ et al.,
1985; NUNES, 1997; YOUSSEF et al., 2000; SCALETSKY et al., 2001). Entretanto,
Gomes e colaboradores (1991), em S&o Paulo, identificaram EIEC em 7 (1,4%)
criangas com diarréia e em 3 (0,6%) do grupo controle clinicamente saudaveis.
Orlandi e colaboradores (2001) relataram identificagdo de EIEC, por métodos
imunoldgicos, em 0,8% das amostras fecais obtidas de criangas com diarréia em
Rondonia.

Raros estudos mostram indices altos para presenca de EIEC como causa de
diarréia. Em 1989, foram isoladas 15 amostras positivas para EIEC em 221 casos de
diarréia em criangas num hospital de Beijing (KAIN et al., 1991). Além disso, em
1985 ocorreram 17 casos de diarréia por EIEC entre 410 criangas internadas num
hospital de Bangkok (TAYLOR et al., 1988) e entre 1982 e 1986 outros 17 casos
ocorreram entre 912 criangas com diarréia no Chile (FAUNDEZ et al.,1988). Em
estudo no Equador, entre 2003 e 2005, foi relatado um alto indice de EIEC (21 casos
em 236 pacientes com diarréia aguda), porém os numeros também foram altos
considerando-se a sua ocorréncia entre os individuos saudaveis naquela localidade
(21 casos em 679 individuos). No total, de 915 amostras fecais avaliadas, 42 foram
positivas para EIEC (VIEIRA et al., 2007).

A auséncia de EIEC em nosso estudo reflete os relatos da literatura, que tem

mostrado ser este patotipo 0 menos incidente entre as E. coli diarreiogéncias.
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6.4 Padrao de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos in vitro sao
valiosos para a selegdo do agente quimioterapéutico ativo contra o organismo
infectante. Um esforco extensivo tem sido realizado no intuito de padronizar os
meétodos utilizados para os testes e melhorar o valor preditivo clinico dos resultados.
Os testes in vitro sdo uma medida do efeito do antibidtico contra o organismo sob
condi¢cbes especificas. A selecdo do antibidtico e a resposta do paciente sao
influenciadas por uma variedade de fatores inter-relacionados, incluindo as
propriedades farmacocinéticas do antimicrobiano, a toxicidade da droga, a doenca
clinica e o estado clinico geral do paciente (NYS et al., 2004)

O uso indiscriminado e inapropriado de drogas antimicrobianas é a principal
causa dos niveis alarmantes e crescentes de resisténcia bacteriana. A transferéncia
horizontal de genes de resisténcia, especialmente favorecida em ambientes cuja
microbiota é rica e diversificada, € um poderoso mecanismo de manutencdo do
fendbmeno. Ha necessidade de monitoramento constante do perfil de susceptibilidade
a drogas antimicrobianas, pois as alteragbes sao rapidas e variam ao longo do
tempo e entre diferentes locais, o que tem grandes implicacbes para a terapia
empirica, principalmente considerando-se doengas infecciosas para as quais o
diagndéstico microbioldgico rotineiro ndo é aplicado (ALANIS, 2005).

Escherichia coli tem sido considerada, das enterobactérias isoladas de
amostras clinicas, como um dos principais microrganismos multirresistentes a
drogas, apresentando resisténcia a duas ou mais diferentes classes de
antimicrobianos (ANUPURBA & SEN, 2005; BASSETTI et al., 2006; YANG et al.,
2009).

De maneira geral, avaliando-se todas as linhagens de E. coli isoladas e
identificadas neste estudo, comensais ou enteropatogénicas, o comportamento das
linhagens isoladas da microbiota fecal de criangas saudaveis foi semelhante aquele
observado para as linhagens isoladas de criangas com manifestacdo clinica de
doenca diarréica. Estes resultados permitem sugerir que os perfis de
susceptibilidade a antimicrobianos observados séo representativos das linhagens de

E. coli de origem do TGl de criangas da comunidade avaliada.
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Considerando-se o0s beta-lactdmicos avaliados, em nosso estudo foram
observados altos niveis de resisténcia a ampicilina (30,9%), enquanto que baixos
niveis de resisténcia foram observados para associacdo ampicilina/sulbactam
(8,8%). Esta diferenga nos perfis de susceptibilidade a ampicilina quando associada
ao inibidor de beta-lactamase, permite sugerir a produgcdo das penicilinases como
mecanismo de resisténcia predominante nestes microrganismos. De maneira geral,
representantes da familia Enterobacteriaceae produzem baixos niveis destas
enzimas (QIN et al., 2009). Além disso, foi observada baixa resisténcia a cefalotina,
cefalosporina de espectro comparavel as penicilinas (ALBERT et al., 2009).

Embora baixa resisténcia intermediaria (< 6%) tenha sido observada para
ampicilina, ampicilina/sulbactam e cefalotina, os beta-lactdmicos mais eficazes foram
ceftazidima, ceftriaxona, imipenem e piperacilina/tazobactan. Estes resultados
podem indicar que as linhagens de E. coli isoladas ndo foram produtoras de beta
lactamases de espectro estendido, uma vez que a resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo nao foi observada (GOYAL et al., 2009). Os resultados
encontrados, entretanto, referem-se a linhagens de E. coli provavelmente de origem
comunitaria o que pode explicar os baixos niveis de resisténcia para estas drogas
(ERB et al., 2007; DROPA et al., 2009).

Entre os antimicrobianos que agem interferindo a sintese protéica, altos niveis
de resisténcia foram observados neste estudo para tetraciclina. Ainda, resisténcia
intermediaria foi observada para tetraciclina, amicacina e gentamicina, entretanto,
destes antimicrobianos, a gentamicina foi o mais eficaz. Estudos cientificos tém
demonstrado altas taxas de resisténcia a tetraciclina para linhagens de E. coli
entéricas, provavelmente relacionado ao uso indiscriminado destes antimicrobianos
(NYS et al., 2004; AL-GALLAS et al., 2007; RODOLPHO & MARIN, 2007; USEIN et
al., 2009; ALBERT et al.,, 2009). No nosso estudo, para os aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina) foram observados baixos niveis de resisténcia
intermediaria, o que concorda com dados da literatura que sugerem boa atividade
destes antimicrobianos contra os bastonestes Gram negativos entéricos. Além disso,
estas drogas s&o consideradas antimicrobianos de uso hospitalar, nao sendo,
normalmente esperado resisténcia por linhagens bacterianas de provavel origem
comunitaria (DIPERSIO & DOWZICKY, 2007; ALBERT et al., 2009; USEIN et al.,
2009).



66

Os niveis de resisténcia observados para a associacdo sulfametoxazol-
trimetoprim (cerca de 30%) refletem os resultados encontrados em varios estudos
realizados por outros autores, que demonstraram altas taxas de resisténcia em
relagcdo a E. coli de origem entérica contra este farmaco (NGUYEN et al., 2005;
USEIN et al., 2009). Uma explicagdo para este fato poderia ser devido ao seu uso
amplo no tratamento de doengas associadas a bactérias Gram negativas,
principalmente em criangas com até dois anos de idade com diarréia infecciosa
aguda (MOTA et al., 2003).

Em relagdo as quinolonas, neste estudo baixos niveis de resisténcia foram
observados contra a levofloxacina. A literatura tem reportado taxas variadas de
resisténcia tanto a levofloxacina quanto a ciprofloxacina, o que pode ser explicado
pela elevada prescrigdo destes farmacos, em alguns paises, como tratamento para
infeccdes entéricas por bactérias Gram negativas (SCHROEDER et al., 2002; YANG
et al., 2009).

6.5 Consideragodes finais

Considerando-se que a doenca diarréica e seus riscos sao de conhecimento
amplo, percebe-se a necessidade da divulgagdo de informagbes sobre
epidemiologia e necessidade de acompanhamento médico. Neste contexto, a
notificagdo € de extrema importancia, bem como o diagndstico clinico-laboratorial
para determinacdo da etiologia da doencga, a fim de se determinar uma estratégia
terapéutica adequada. Além disso, o surgimento de formas graves extra-intestinais e
disseminadas de doengas bacterianas de origem no trato gastrintestinal torna-se
preocupante a medida que os profissionais da saude nado estdo adequadamente
preparados para o diagndstico, intervengéo e notificagao precoces.

Métodos classicos de identificagcdo dos patdégenos intestinais, como testes
bioquimicos e imunolégicos, sado disponiveis para diagndstico das diarréias
infecciosas e tem demonstrado sensibilidade comprovada com métodos

moleculares, porém os laboratérios clinicos, geralmente, utilizam apenas provas
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bioquimicas para identificar espécie de E. coli e ndo realizam a pesquisa de todos
patotipos pela sorotipagem, por ser este método mais dispendioso.

A diferenciacao entre os patotipos de E. coli € de grande importancia, uma
vez que estes microrganismos estao implicados em diarréias agudas em criangas e,
quase sempre, necessitardo de tratamento medicamentoso. Entre os patotipos,
nota-se o crescente aumento de EAEC isolada das amostras fecais tanto de
pacientes apresentando manifetsagdo clinica de diarréia como em criangas
saudaveis, além de EPEC atipica, que também tem demonstrado importancia
epidemioldgica.

A investigacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos demonstra
elevada resisténcia a farmacos como ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol-
trimetoprim, que pode ser explicado pela elevada indicacdo empirica destes
farmacos na pratica médica.

De maneira geral, nossos resultados indicam a relevancia da participagao de
agentes bacterianos diarreiogénicos na génese da diarréia aguda na infancia, em
criangas de 0 a 5 anos. Os dados gerados neste estudo reforcam a importancia da
necessidade de notificacdo da doenca diarréica, bem como a consolidagdo dos
programas de preveng¢ao. Os dados levantados em nosso estudo servem de alerta
para a necessidade do fortalecimento da vigilancia sanitaria como fiscalizagdo e
controle das diarréias bacterianas agudas. A alta resisténcia a antimicrobianos
observada em nosso trabalho suscita uma ampla discussdo sobre uso

indiscriminado/indevido de antibiéticos e os riscos inerentes da automedicacgao.
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7 CONCLUSOES

» Bactérias da espécie Escherichia coli comensais e enteropatogénicas sao
frequentes na microbiota fecal de criangas com e sem manifestagéo clinica de

diarréia aguda.

» A metodologia molecular se mostrou mais sensivel na identificagdo
especifica, comparada as técnicas bioquimicas convencionais utilizadas nos

laboratoérios clinicos.

* A metodologia molecular se mostrou eficiente para identificagdo de patotipos
de E. coli isolados de amostras fecais de criangas com e sem manifestagcao
clinica de diarréia, sendo mais prevalentes nas amostras fecais de criancas

apresentando manifestacgao clinica de diarréia.

 Entre as linhagens diarreiogénicas, E. coli enteroagregativa (EAEC) foi o

patotipo mais prevalente na populagdo amostrada.

» A observacgao de linhagens de E. coli diarreiogénicas, como a EAEC, nas fe-
zes de criangas saudaveis indica a circulagdo comunitaria destes microrganis-
mos em individuos que podem atuar como reservatorios assintomaticos, no

momento da coleta;

* As amostras bacterianas representativas de E. coli diarreiogénicas ou nao
que circulam na nossa regiao mostraram-se resistentes aos antimicrobianos

mais frequentemente utilizados na pratica clinica;

» Os altos niveis de resisténcia e resisténcia intermediaria aos antimicrobianos
suscitam reflexdes sobre o uso indiscriminado destas substancias, especial-
mente considerando-se isolados de criangas com idade média de 2 anos de
idade.

» Cefalosporinas de terceira geragéo, carbapenémicos e associagbes de dro-

gas beta-lactamicas e inibidores de beta-lactamase como piperacilina/tazo-
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bactam, permanecem, ainda, como alternativas terapéuticas, para tratamento

de infeccdes envolvendo E. coli nestes individuos.
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DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

“Investigacio epidemioldgica de patéogenos virais, bacterianos e parasitas associados
a manifestacdes clinicas no trato gastrintestinal, em criancas e adultos, na Zona da
Mata Mineira.”

Responsavel: Prof. Dra. Maria Luzia da Rosa e Silva
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e 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 manifestac¢do clinica no trato gastrintestinal,
para fins epidemioldgicos. Este estudo permitira agdes voltadas para estruturacdo de politicas de satde que
visem uma diminui¢do do risco de ocorréncia e disseminagdo destas doengas na comunidade, além da
producéo de conhecimento para educagdo sanitaria da populagdo geral.

> Os participantes, voluntarios, ndo serdo submetidos a nenhum procedimento clinico invasivo. Uma aliquota
de material fecal serd obtida através de doagao para analise cientifica nos laboratérios 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 pds-informacao

Declaro que fui suficientemente informado a respeito dos objetivos da pesquisa e da auséncia de
contato fisico e risco bioldgico e constrangimento moral durante ou apés a realizagdo da pesquisa.

Declaro, ainda, que concordo com a participacdo do menor sob minha responsabilidade na
investigacdo sobre a ocorréncia de virus, bactérias e parasitas associados a manifestacdes clinicas no trato
gastrintestinal, em Juiz de Fora, que ndo recebi qualquer tipo de pressdo para que iSso ocorresse € que os
custos dos experimentos para pesquisa nao serdo de minha responsabilidade.

Estou ciente de que tenho a liberdade de desistir a qualquer momento de colaborar
voluntariamente com a cessdo do material clinico proveniente do menor sob minha responsabilidade na
pesquisa em curso; ndo receberei qualquer pagamento e ndo havera qualquer prejuizo pela colaboracio
voluntaria neste estudo. Declaro, ainda, meu consentimento na utilizacdo deste material para estudos
futuros no Departamento de Parasitologia, Microbiologia e 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

Nicleo de Pesquisas em Doencas Infecto-Parasitarias

FORMULARIO DE COLETA DE DADOS PARA INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

Responsavel:

Crianga:

Idade: _ anos Sexo: [M][F] Corda pele: [ ] Branca [ ] Negra [ ] Parda

Endereco: Data de inicio da doenca:  / /
Data da coletadefezes: / /  Local da coleta:

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

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

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

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

Numero de episédios de diar réia em 24h: [ 10-3 [ ]3-5 [ ]Maisque5

Numero de episodios de vomito em 24h: [ 10-3 [ ]3-5 [ ]Maisque5

Desidratacio: [S] [N] Hidratacao venosa: [S] [N] Hospitalizacio: [S] [N]

Durante o dia a crianca freqiienta: [ ] Creche ptblica [ ] Creche privada [ ] Escola publica [ ] Escola

privada [ ]Bergario [ ] Domicilio com os pais [ ] Domicilio com babas [ ] Outros

Contactantes com sintomas semelhantes: [ ] Pai [ ] Mae [ ]Irmdo menor de 5 anos [ ]Irmio maior de 5

anos [ |Babd [ JAvos [ ]Tios [ ]Primos [ ]Cozinheira [ ] Colegas daescola [ ] Colegas da creche

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

Hipédtese diagnostica: [ ] Doenga viral [ ] Doenga bacteriana [ ] Doenga parasitaria [ ] Intolerancia alimentar

[ ] Intoxicacdo alimentar [ ] Outros




ANEXO D: Artigo Publicado na Revista Principia
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ANEXO E: Artigo Submetido na Revista Epidemiology and Infection.
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