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RESUMO

As doencas diarreicas constituem um dos mais &gtiifos agravos de saude
publica, principalmente, entre criangas de paiseslesenvolvimento. Nas populacdes
indigenas a doenca diarreica contribui signifiGatiente para elevadas taxas de
morbimortalidade infantil. Estudos epidemiolégicosnduzidos em todo o mundo
reconhecem e destacam a importancia Edaherichia coli na patogenia destas
enteroinfecgbes, entretanto, ndo existem infornmcéebre a circulagdo desses
microrganismos na populacdo em estudo. O objetigesal estudo consiste em
investigar marcadores genotipicos e fenotipicosaemostras deE. coli isoladas de
criancas de diferentes aldeias Guarani localizadasul do estado do Rio de Janeiro,
com base nas caracteristicas de viruléncia e dg&esia aos antimicrobianos. Foram
incluidas 314 amostras de coli provenientes de 5@riancas de 0 a 5 anos de idade,
com ou sem diarreia, moradoras das aldeias Arapddganangua, Rio Pequeno,
Sapukai e Paraty Mirim. Para atingir a present@gsta os isolados de. coli foram
caracterizados conforme padrdao de aderéncia, defmile a antimicrobianos,
diversidade genética e presenca de marcadoresidg@nicos. Os resultados obtidos a
partir dos ensaios de amplificacédo e hibridizagéacelbnias categorizaram os isolados
como pertencentes aos patotipos diarreiogénico{D&EPEC (56%, 27/48), EAEC
(36%, 17/48) e ETEC (8%, 4/48). As amostras DEGrforclassificadas nos quatro
principais grupos filogenéticos: A (56%; 27/48), B6%; 13/48), B2 e D, 9% cada
(4/48). Ensaios de aderéncia em células epitai&p-2, as amostras ETEC (100%;
4/4) exibiram aderéncia sem padréo tipico, EAECOY017/17) exibiu o padrédo
agregativo e as amostras aEPEC o padréo agregativiil% (3/27) e o indefinido em
89% (24/27). A resisténcia a antimicrobianos deteaa pelo teste de difusdo em agar,
detectou resisténcia em 88% das amostras (276/8&#njndo 72 perfis sendo 8 para
padrdes isolados de antimicrobianos (AMI, AMP, CEPM, GEN, NIT, NOR e SUT)

e 64 de multirresisténcia para até 11 antimicraisarA analise do genoma total
investigada pela amplificacdo randémica do DNA mdlifico revelou uma elevada
diversidade entre as amostras de& coli carreadoras dos marcadores de
enteropatogenicidade caracterizando populacde®rizatis de origem nédo-clonal. A
deteccao de patotipos intestinais e a circulacdanuestras multirresistentes alerta para
acoes especificas na area de vigilancia em sadigema.

Palavras-chave:Escherichia coli; viruléncia; doenca diarreica ; populacao indigea
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ABSTRACT

Diarrhea disease is an important public healthblera, especially among
children in developing countries. In the indigenopgpulation, diarrheal disease
contributes to high rates of morbidity and mortatmong children. Epidemiological
studies conducted worldwide recognize and highligbtrole ofEscherichia colin the
pathogenesis of these infections, however thera@neports of these microorganisms
in the indigenous population. The aim of this stwdgs to investigate genotypic and
phenotypic traits irE.coli isolates obtained from children living in diffeteGuarani
villages in the southern state of Rio de JaneiabestThe study included 31E. coli
isolates recovered from 57 indigenous children aub tyears old, with and without
diarrhea, living in Araponga Mamangua, Rio PequeBapukai and Paraty Mirim
villages. To achieve this propos&, coli isolates were characterized according to
adherence patterns, antimicrobial susceptibilignegic diversity and the presence of
diarrheageni&. coligroup markers. Based on the results from ampliboaand colony
blot hybridization assayg,. coli strains were categorized as belonging to diagteia
pathotypes (DEC): aEPEC (56%, 27/48), EAEC (36%48)7 and ETEC (8%, 4/48.
coli strains were categorized into the four major pbgleetic groups: A (56%, 27/48),
Bl (26%, 13/48), B2 and D (each 9%, 4/48). Adheseassays on HEp-2 epithelial
cells, revealed that ETEC strains were adherengekhibited no typical pattern (100%,
4/4), EAEC exhibited the aggregative phenotype ¥40Q7/17) and, aEPEC strains
were adherent expressing the aggregative (11%, 32d undefined patterns (89%,
24/27). Antimicrobial resistance determined by thek diffusion technique detected
the resistance phenotype in 88% (276/314) of theliestl population, defining 72
resistant profiles, 8 resistant patterns to siragiabiotics (AMI, AMP, CFL, CPM,
GEN, NIT, NOR and SUT) and 64 multidrug-resistaratt@rns to up 11 to
antimicrobials. Random amplification of polymorphisDNA profiles (RAPD-PCR)
used to investigate the variability and relatedreas®ng DEC strains revealed a high
degree of polymorphism suggesting that these migesosms have a non-clonal origin.
The detection ofE. coli strains carrying diarrheagenic markers and higlesraf

multidrug- resistance alerts for specific actiomgnidigenous health surveillance.

Key-words: Escherichia coli; virulence; diarrheal disease ; indigenous populabn
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1 INTRODUCAO

As infeccdes diarreicas sao reconhecidas comcelevante problema de saude publica
impactando significativamente nas taxas de morleidadmortalidade, principalmente, de
paises em desenvolvimento. Anualmente sdo estinggmtazimadamente 840 mil mortes no
mundo associadas com a doenca diarreica em criabeas de cinco anos (WHO, 2011). O
grau de desenvolvimento de um pais estad relacigndéatre outras condicdes, a
disponibilidade de agua potavel, saneamento basmsso aos servicos de saude e estado
nutricional da populacdo (Wenneras & Erling, 200Bstes aspectos estdo intimamente
ligados a incidéncia da doenca diarreica em pagsesdesenvolvimento, onde ha alta
prevaléncia de diversos patdgenos intestinais mdogia viral, bacteriana e parasitaria.
Dentre os patdgenos bacterianos de maior distAbuigiundial, destaca-se a espécie
Escherichia coli cujas linhagens patogénicas (ou patotipos) stvetliciadas basicamente
pelos sorotipos, manifestacdes clinico-epidemicki e principalmente, pelos seus fatores
especificos de viruléncia (Clarke, 2001; Walkelr al, 2010). Na Ameérica Latina, a
gastroenterite aguda permanece como uma das @imapusas de morbimortalidade em
criancas e uma das mais importantes em adultosti§ar® Holmgren, 2005; Walkeat al,
2010). A gastroenterite nos povos indigenas é&anska maior causa de morbimortalidade
entre criancas abaixo de 5 anos de idade, apenasr e que a incidéncia das infecgbes

respiratorias agudas (Cardoso, 2010).

1.1. Escherichia coli potencialidades da espécie bacteriana

Esta espécie bacteriana foi primeiramente desqdia pediatra alemdo Theodor
Escherich em 1885, que observou sua alta preval@&acimicrobiota intestinal de individuos
saudaveis, bem como seu potencial para causar al@grando inoculadas diretamente em
sitios extraintestinais (Robins-Browne & Hartla@®02; Kaper, 2005)Escherichia colié
uma espécie do géneEscherichigjuntamente conk. blattae, E. fergussonii, E. vulneris, E.
albertii e E. hermannii sendo &. coli a espécie mais comumente isolada de infec¢coes em
humanos (Huyset al, 2003; Torres, 2010k. coli pertence a famili&nterobacteriaceae
constituida por bacilos Gram negativos, anaerofsiosltativos, oxidase negativas, catalase
positivas, que reduzem nitrato em nitrito e saon&mnadores de glicose (Torres, 2010
Belkumet al, 2012).



Embora a maioria dessas subpopulacfes seja cdmarespécie também pode incluir
micro-organismos oportunistas, 0s quais podem @afegores de enteroviruléncia, como a
producdo de toxinas e de adesinas diversas queipart mediando a aderéncia e a
colonizacéo bacteriana no trato gastrointestinalr€s, 2010). Um dos primeiros relatos de
seu papel enteropatogénico foi em 1945, quando RyAy demonstrou que bactérias
pertencentes a essa espécie, denominada na épothgoalor Escherich dgacterium colj
era frequentemente isolada de surtos epidémicaBadeia infantil e raramente encontrada
em criancas sadias (Robins-Browne & Hartland, 20@2yualmente,Escherichia colié
genericamente classificada como comensal (colooieadintestinais nao-patogénicos) ou
categorizada em linhagens patogénicas, incluindgpatstipos diarreiogénicos de. coli
(DEC) e as linhagens envolvidas em infec¢bes dessktraintestinais (EXPEC), que inclui a
E. coli uropatogénica (UPEC) e coli meningite neonatal (NMEC) (Kapet al, 2004;
Johnson & Russo, 2005; Torres, 2010).

1.2. Patotipos intestinais deEscherichia coli

A transmissdo classica dos patotipos DEC é seffiggad-oral. O quadro infeccioso
pode ser assintomatico ou sintomatico, se manifdstae forma aguda ou persistente, com
amplo espectro clinico, apresentando desde quéslres até mais graves, podendo evoluir
para sequelas e até mesmo a morte (Robins-Browtiartand, 2002; Torres, 2010).

A identificacdo laboratorial d&. coli € baseada em caracteristicas bioquimicas,
entretanto, a deteccdo de suashagens diarreiogénicas requer a complementagio d
caracterizacdo bacteriana baseada em propriedau@spicas e genotipicas. Para isso, alguns
testes podem ser utilizados como: sorotipagem,i@nsde adesdo empregando células
epiteliais em cultura e diferentes técnicas deolgial molecular para a deteccéo do potencial
de enteroviruléncia (Marshadt al, 2009; Regua-Mangiet al, 2009b).

Seis categorias diarreiogénicas (DEC) ou patoaosatualmente reconhecidés:coli
enterotoxigénica (ETEC)E. coli produtora de toxina Shiga (STE®), coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli enteropatogénica (EPECIE. coli enteroagregativa (EAECE. coli que adere
difusamente (DAEC) (Figura 1). A diferenca entrepagotipos se da conforme os fatores
especificos de enteroviruléncia, o que permitiuesedvolvimento de técnicas diagndsticas
para a busca dos genes codificados em elementétiqgex) como plasmideos, cromossomos
e ilhas de patogenicidade (Folest al 2009; Belkumet al 2012). Outros grupos

potencialmente patogénicos sao descritos comaexmnplocell detaching E. colfCDEC) e



necrotoxigenic E. coli(NTEC) mas ainda requerem estudos mais detalhpdos o

reconhecimento de sua enteropatogenicidade (Cl20Kd,; Croxen & Finlay, 2010).

Commensal E. coli

Shi PAl
CF A& LTIST
Atypical PAl l Entero- Inv
EPEC towins plasmid
AfaDr
Fimibriae
EHEC

plasmid

Typical EPEC

STEC

Figura 1. Esquemageral dos patotipos intestinais d&scherichia colidefinidos conforme seus fatores

especificos de enterovirulencia. FONTE: Torg€sl0.

1.2.1E. coli enteropatogénica (EPEC)

A EPEC foi a primeira categoria diarreiogénica ad&scrita € 0s sinais e sintomas
classicos podem incluir diarreia liquida, febreyseas e vomito (Torres, 2010). EPEC pode
estar associada com quadro persistente, geralmemigrometendo criancas abaixo de 2 anos
de idade e moradoras de paises em desenvolvint@eatmdet al, 2008). As EPEC carreiam
0 geneeae localizado na ilha de patogenicidade (PAIl) cordecomo LEE lpcus of
enterocyte effacemgnque codifica a intimina, que é a adesina quenpke a adesao intima
levando a formacédo da lesdo A/&itéching effaciny Ensaios com células epiteliais em
cultura revelaram que as EPEC tipicas (EPECt) axibm padrdo de aderéncia localizada em
ensaios de 3 e 6 horas (AL ou Lkecalized adherenge caracterizado pela formacéo de
microcolbnias (Figura 2). Variantes no fenotipo #m sido observadas caracterizando o
padrdo LAL (ocalized adherencéke). O fenotipo AL estad associado com a expi@si

fimbria BFP pundle forming pillus codificada no genbfpA e as EPEC sé&o classificadas
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como tipicas ou atipicas, baseada na presencealftimi na auséncia (atipica) do géfeA
(Yamamotoet al, 2009; Torres, 2010).

Figura 2. Padréo de aderéncia localizada (AL) Encoli patotipo EPEC em ensaio de aderéncia de 6 horas.
Fonte: Vieiraet al, 2001.

A EPEC atipica (aePEC) vem sendo reconhecida aomenteropatégeno emergente
de paises em desenvolvimento (Hernaretesl, 2009). Casos esporadicos, geralmente, séo
detectados em criancas, mas epidemias acometeonctéarcas, quanto adultos (Kagral,
2004) A EPECt é raramente detectada em paises desatn@lvihas alguns casos de diarreia
por aEPEC ja foram detectados nos Estados UniduénHia e Japao (Frazolat al, 2005).
Esses animais talvez sirvam como reservatério par@epas atipicas que acometem 0s
humanos. A aEPEC pode exibir um padréo localizaaladkréncia (LAL), difuso (AD) ou
agregativo (AA), geralmente observados em ensads ltbras (Roset al, 1998; Afsetet al,
2003; Torres, 2010).

1.2.2E. coli enteroagregativa (EAEC)

EAEC é um enteropatdégeno emergente que vem serdahecido como causa de
diarreia em criangas e adultos de paises em ddsengnto (Okeke & Nataro, 2001; Torres,
2010). O patotipo pode causar um quadro agudo,ger@amente esta associado com quadro
persistente e desnutricdo, assumindo um papel rakgante ainda no ambito de saude
publica de paises em desenvolvimento. Relatos laoivearam a EAEC com diarreia de
criancas e adultos de paises desenvolvidos, aduitbspositivos de paises em



desenvolvimento e viajantes. E uma categoria quarseteriza pela elevada heterogeneidade
guanto aos aspectos genéticos e fenotipicos (N&@056; Walkeet al, 2010).

Variantes na categoria tém possibilitado definindgens tipicas e atipicas. Sabe-se que
a maioria das cepas de EAEC sdo carreadoras dmigls pAA que alberga genes
necessarios ao fenotipo de aderéncia agregativste Ndasmideo, esta localizado o gene
regulador de genes de viruléneiggR Variantes atipicas sdo carreadoras de apenassalgu
marcadores genéticos corast e pic (Okeke & Nataro, 2001; Liberatoet al, 2007; Regua-
Mangiaet al, 2010).

A heterogeneidade da categoria EAEC define subpopes que podem exibir
potenciais de patogenicidade e estarem associaoia@s quadros clinicosagudos ou
persistentes, acompanhados de sintomas como imgfienmatestinal, dor abdominal, nauseas,
vomito, febre baixa e fezes com muco e/ou sanglkek® & Nataro, 2001). Em ensaios
empregando células epiteliais em cultura, as EAKfressam um fendtipo caracteristico
revelando células bacterianas dispostas comodigapilhados, por isso, denominado padréo
agregativo (Figura 3). Variacdes nesse fenotipadd#géncia tém sido descritas com bactérias
aderindo predominantemente sobre as células gpstelfou sobre as laminulas (Natatal,
1987; Nataro & Kaper, 1998; Torresal, 2010).

Figura 3. Padréo de aderéncia agregativa (AA)Eneoli patotipo EAEC em ensaio de aderéncia de 3 horas.
Fonte:Nataro & Kaper, 1998.



1.2.3E. coli produtora de toxina Shiga (STEC)

As STEC podem também causar lesbes no intestifeo epgressdo das proteinas
codificadas pela regido LEE (geead, mas € a producdo da toxina Shi§ay expressa pela
presenca do genstx, que a define como pertencente ao patotipo (Cattiel, 2011). A
infeccdo por STEC pode estar associada com quatkodiarreias leves até severas e
sanguinolentas. A infeccdo por STEC pode progredia a sindrome hemolitica urémica
(SHU), caracterizada pela faléncia renal e a parpinombocitopénica, com possivel
envolvimento do sistema nervoso central. O gadanboinfectado, geralmente saudavel,
representa o principal reservatério de STEC. Astraasdo de STEC ocorre por ingestdo de
agua ou alimentos contaminados diretamente oueiadirente por fezes bovinas, contato de
pessoa-pessoa ou pessoa-animal (Torres, 2010).

Atualmente a STEC € considerada uma categoria engloba a E. coli
enterohemorragica (EHEC), cujo representante clds&€ o sorotipo 0O157:H7 mas
sorogrupos/sorotipos tém sido descritos e estamciasws a uma diversidade de
manifestagdes clinicas (Feegal, 1998; Bugarekt al, 2011). As infec¢des por STEC séo
relativamente raras nos paises em desenvolvimentore§, 2010), mas nos paises
desenvolvidos, muitos surtos sao relatados, coswrto que ocorreu em 2011 na Alemanha.
Segundo o Centro Europeu para a Prevencao e GouieoDoencas, que registrou diversos
casos e 6bitos, essa epidemia foi causada porhnddSTEC-EAEC, associado com quadro
diarreico sanguinolento e evolucédo para a sindreemeolitica urémica (Fran&t al, 2011;
Makobeet al, 2012).

1.2.4E. coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC é um patotipo classicamente associado comargeid infantil e de viajantes em
paises em desenvolvimento, havendo também alt@émoia em hospedeiros assintomaticos
(Sanchez & Holmgren, 2005; Qaditi al, 2005). Surtos de ETEC ocorrem também em paises
desenvolvidos, e casos isolados e esporadicos s&raros (Wenneras & Erling, 2004;
Regua-Mangiaet al, 2004a). Contaminacdo de agua e alimentos caonstifiorma mais
comum de infeccéo e, por isso, a caracteristicaasi@ne de higiene do ambiente tem uma
forte influéncia para o estabelecimento da doeegtgtanto, ha protecdo quando o contato
entre o individuo e a bactéria ocorre desde a @HaAETEC causa quadro diarreico também
em diversos animais, mas as cepas geralmente azartexinas e fatores de colonizagao

distintas das amostras isoladas de humanos (€alfi2005).



Os sintomas classicos associados com a infeccBdEpRC podem incluir: dores
violentas abdominais, vomitos, nduseas e febreab&ixnfeccao ocorre, principalmente, no
intestino delgado. H& a producdo de enterotoxiaasekhantes a toxina da Colera, causando
aumento da secrecao de eletrélitos, como clorad® giara o limen intestinal, seguidos de
agua por osmose. A diarreia pode ser profusa agtipsaagua de arroz, sem sangue (Sztck
al, 1975; Torres, 2010).

As cepas de ETEC expressam antigenos para adixk;énicroorganismos no limen
intestinal como os fatores de colonizacdo (CFAs®} quediam a aderéncia ao intestino
delgado e inimeras CFAs foram descritas, mas apemdmente 75% das ETECs sédo
carreadoras dos CFA/I, CFA/Il ou CFA/IV (SanchezH&Imgren, 2005). A ETEC pode
produzir toxinas termo-labeis (LT) e/ou termo-est&ST), codificadas, respectivamente,
pelos genestelt. Variantes toxigénicas tém sido descritas causaridocbes em humanos e
em animais. As ETECs estdo geralmente associadaa expressao do fendtipo de aderéncia
difuso em células epiteliais em cultura, que saatariza por bactérias aderidas ao acaso, por
toda a superficie celular (Figura 4) (Fexi@l, 1998; Kapeket al, 2004).

Figura 4. Padrédo de aderéncia difusa Encoli para o patotipo ETEC em ensaio de aderéncia @ea3 h
Fonte: Nataro et al (1987)



1.2.5E. coli enteroinvasora (EIEC)

As EIEC se caracterizam por invadir e destruicéslas epiteliais intestinais (Figura
5), podendo causar Ulceras e inflamacado. A diageialmente é aquosa podendo apresentar
em alguns casos, sangue e muco. A EIEC € bioguimeicte, geneticamente e
patogenicamente semelhante a esp®higella A EIEC difere dos outros patotipos Becoli
por ser um micro-organismo intracelular e que ndgspi flagelos. O gene necessario para o
processo de invasdo das EIEC € codificado em usmiieo 140-MD denominadav. As
infeccbes sdo mais frequentes em criancas maiere®id anos e em adultos e pode evoluir
para um quadro de desinteria. Relatos de surtoshamdo o patotipo sdo geralmente
relacionados a transmissdo de &gua e/ou alimentydamminados em paises em

desenvolvimento (Robins-Browne & Hartland, 2002cré&s, 2010).

d e
Figura 5. Padréo de aderéncia invasiva Entoli para o patotipo EIEC em ensaio de aderéncia adegsh

Fonte: Nakano & Avila-Campos (2004)

1.2.6 E. colide aderéncia difusa (DAEC)

A categoria inclui amostras de. coli que expressam padrdo de adesao difusa em
células epiteliais em cultura e cujos mecanismogidgéncia ndo estdo observados nos
outros patotipos (Kapest al, 2004). Normalmente, esta associada com diarmpiasa em
criancas até um ano de idade, porém seu papelmeseée diarreia é controverso. DAEC é
categorizada pela expressédo da aderéncia difuseultumas de células mas pouco se sabe
sobre os mecanismos de enteropatogenicidade e doegsagenéticos (Robins-Browne &
Hartland, 2002; Torres, 2010).



1.3 Aspectos de resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia a antimicrobianos € uma caracteaistjue também vem sendo
amplamente investigada nessa espécie bacteriamaid@a al, 2011). Embora ndo esteja
diretamente relacionada com a patogenicidade destesorganismos, 0s seus determinantes
genéticos sdo geralmente localizados em elemeetodtigos mdveis, como os plasmideos,
gque podem também carrear fatores de enterovir@énfeivorecendo assim a ampla
disseminacgéo dessas propriedades entre organisveosas e no ambiente (Regua-Mangfia
al, 2009b; Idresset al, 2010). Particularmente para populacdesEdecoli, € comum a
caracteristica de resisténcia a multiplos antinbienoos em amostras clinicas de origem
diversa (Espariet al., 2006). A co-localizagdo de marcadores genéticopategenicidade
com genes codificadores de resisténcia aos antib@ros vem sugerir, cada vez mais, que
esta propriedade possa desempenhar uma funcdooredicina viruléncia destes
microrganismos (Esparet al., 2006; Jafaret al, 2009; Regua-Mangiet al, 2009b ; Idress
et al.,2010).

Os determinantes genéticos codificadores destapripdades sdo transmitidos
verticalmente entre microrganismos pertencentes asma linhagem e também
horizontalmente, por meio de elementos genéticogem@ntre linhagens evolucionariamente
independentes. Dentro deste panorama e consideraaslo caracteristicas destes
enteropatdgenos como microrganismos circulantesaerbientes diversos e com elevada
capacidade de intercambio genético, deve ser @ektao seu importante papel na
disseminacdo de resisténcia aos antimicrobianose emticrorganismos que circulam
amplamente nas populagcdes humanas e no ambientkefH& Kaper, 2000; Folegt al.,
2009).

Estudos epidemiolégicos tém revelado que, de umiongeral, ndo existem diferencas
significativas no padrdo de resisténcia a antinbieros em amostras pertencentes aos
diferentes patotipos de. coliisolados tanto de casos clinicos quanto provessetd grupos
controle. O fendtipo de resisténcia detectado emdaho patotipo deée. coli tem sido,
principalmente, relacionado a conduta terapéutcgue diz respeito ao uso indiscriminado
de antimicrobianos e a antibioticoterapia empigggor isso, o padrdo e as caracteristicas
geralmente refletem condutas terapéuticas locassc{&et al, 2011; Llaneset al, 2012).
Embora os padrbes de resisténcia e de multirresist&ejam amplamente descritos para os
patotipos diarreiogénicos dE. coli, baixos niveis ainda tém sido observados para as
cefalosporinas de terceira geracdo como ceftriarorefepima, principalmente, em amostras

isoladas de comunidade (Bartolagti al, 2012) Apesar de diversos padrfes de resisténcia
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serem descritos para EAEC, EPEC e ETEC, para SDAEC e EIEC as informacgdes sao
mais limitadas em funcdo da restrita representi#tde desses patotipos como agentes de
enteroinfeccdo em diversas regides geograficasugRb@mngiaet al, 2004b; Regua-Mangia

et al 2009a; Jafaret al, 2009). A literatura atual busca novas classifieagcquanto aos
padrbes de resisténcia a antimicrobianos, consideraentdo suas classes e grupos
farmacoldgicos. Fendtipos foram criados pelos a@snECDC (Europe Centre of Disease
Prevention and Control) e CDC (Centers for Disé€aseatrol and Prevention) em um encontro
que ocorreu em 2008 em Estocolmo (Suécia), seretn BIDR (resistente a trés ou mais
classes de antimicrobianos); XDR (resistente agt@das as classes de antimicrobianos); e

PDR (resistente a todas as classes de antimicad)iagiorako®t al, 2012).

1.4 Escherichia coliambiental

Por ser uma espécie bacteriana encontrada noimtatiinal do homem e de outros
animais homeotérmicos, a contaminacdo de ambi¢etesstres ou aquaticos pir coli &
comum, geralmente, sendo ocasionada pelo lancardergsgotos domésticos e de efluentes
de origens diversas (Brennanal, 2010). Além disso, a sua versatilidade metabopeaece
permitir que estes micro-organismos se tornem mesnlgde comunidades microbianas
distintas, mesmo em condi¢Bes adversas de seuwath@biinario, 0 hospedeiro. Pesquisas
recentes indicam que B. coli sobrevive durante longos periodos ap0s sua d€mosiQ
ambiente e também se multiplica na agua, em algae solo em ambientes tropicais,
subtropicais e temperados (Solo-Gabradlal, 2000; Byappanahalét al, 2006; Fremauet
al, 2008).

1.5 Métodos laboratoriais de caracterizacédo de popacdes deE. coli

A investigacao de caracteristicas fenotipicasnotjjgicas em amostras diarreiogénicas
de E. coli tem revelado que a enteropatogenicidade € umugdride subpopulactes
bacterianas dentro de cada categoria (Regua-Masiga, 2004a; Regua-Mangiat al,
2009b). Tal abordagem tem sido extremamente @b po elucidacdo de aspectos da
epidemiologia molecular auxiliando, principalmentey delineamento de estratégias de
diagndstico e monitoramento destas infecgdes. Eestados tém possibilitado a deteccéo de
variantes virulentas assim como a detec¢do de ngmgms, 0s quais vém possibilitando
verificar possiveis associa¢cdes com a doenca tharfestrada-Garcia & Martin, 2011).
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A identificacdo e a caracterizacdo convencionapajeulacdes d&. coli consiste do
uso de ensaios laboratoriais como sorotipagenegadia empregando células epiteliais em
cultura. Durante muitos anos, estudos epidemioté&gfizeram uso da sorotipagem como a
tnica ferramenta para diferenciar as linhagens géaioas uma vez que as mesmas
pertenciam a sorotipos especificos. Atualmente,omtipagem é utilizada como uma
caracterizagcdo de tipagem complementar e estegenot sdo reconhecidos como marcadores
estaveis de clones de viruléncia, uma vez quediems patogénicas pertencem a um ndmero
limitado de sorotipos (Fereg al,1998).

Os ensaios de aderéncia empregando células aigitein cultura € uma caracterizacao
fenotipica que permite a deteccdo da expressao adedgs especificos de aderéncia
bacteriana. O teste fenotipico FASIUorescence Actin Stainijpgtambém usa células
epiteliais em cultura, mas consiste de uma téagcenicroscopia otica de fluorescéncia que
permite detectar o acumulo de actina no citoestpuele citoplasma das células epiteliais
infectadas em decorréncia da adeséao intima dosgueténtestinais que expressam a intimina
(Torres, 2010).

1.5.1 Métodos moleculares de deteccao dos patotippesE. coli

Nas ultimas décadas de pesquisa 0 desenvolvimemtouso extensivo de métodos
moleculares de diagndstico e caracterizacdo de lapgms deE. coli tém possibilitado
elucidar mecanismos de viruléncia, criar bancodatis, estudar a diversidade e a estrutura
genética desses microrganismos, contribuindo assim informacdes relevantes sobre os
seus aspectos bioldgicos e epidemioldgicos (Regarghdet al, 2008; Regua-Mangiet al.,
2009a). A caracterizacdo molecular de populacoetetianas é realizada por uma variedade
de técnicas, dentre as quais se incluem os endaidsbridizacdo e de amplificacdo de
sequéncias genéticas. Essas metodologias tém sexdwoaltamente especificas para detectar
0s marcadores genéticos que definem os patotipespirie, atendendo também aos critérios
de estabilidade e reprodutibilidade, entretantalepo diferir em sensibilidade conforme os
protocolos experimentais utilizados e os alvos tieoe (Pachecet al, 1997; Glrtler &
Mayall, 2001; Espariget al, 2006; Regua-Mangiat al. 2004b; Regua-Mangiat al, 2010;
Belkunet al, 2012).

1.5.2 Agrupamento filogenético dé&. coli
Os estudos filogenéticos em populacbesEdecoli contribuem para pesquisas de

evolucéo e diversidade, auxiliando na elucidacagatencial de viruléncia de populacbes
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microbianas. Para populacfes Hecoli foi desenvolvido um meétodo alternativo cujos
resultados tém permitido classificar subpopulagf@zesspécie em quatro principais filogrupos
denominados A, B1, B2 e D. Essa categorizacdo e depresenca ou auséncia de trés
marcadores genéticos: genebuA e yjaA e o fragmento de DNA TSPE4.C2. Essa
metodologia foi desenvolvida a partir da criacaaha biblioteca genémica utilizando cepas
deE. colide origem diversa, pertencentes a diferentes grapolucionarios (Clermoret al,
2000) .

Os resultados que vem sendo obtidos, tem peondi@ssificar os isolados clinicos
obtidos de doencas extra-intestinais, em sua maaioo grupo B2 e em menor escala no
grupo D. Amostras comensais, geralmente, pertees@at grupo A € em menor proporgao no
grupo Bl e a cepas agentes da doenca diarreicaaimente sdo encontradas nos grupos A,
Bl e D. Os grupos A e Bl sao considerados maisitestrente relacionados (Le Gatl al,
2007; Touchoret al, 2009).

1.5.3 Diversidade genética

A diversidade genética em populacbes bacteriaeas sendo acessada por varias
metodologias ou sistemas de tipagem que visam tdetacrelacdo de identidade entre
organismos relacionados (Regua-Mangetiaal, 2008). Nas ultimas décadas de pesquisa o
desenvolvimento e 0 uso extensivo de sistemas andistico e de tipagem, baseados na
analise direta ou indireta do polimorfismo gendmign contribuido para a elucidacdo de
mecanismos de viruléncia e com o estudo da estrgenética de populacdes bacterianas
para contribuir com informacdes relevantes sobre sesis aspectos biolégicos e
epidemiolégicos (Gurtler & Mayall, 2001; Regua-Maiaget al, 2004a).

Dentre os métodos empregados destacam-se as gadg@mplificacdo de sequéncias
genéticas, conhecida pela sigla PCR (PolymeraseanCRaaction). Além de fornecer
resultados rapidos, essa metodologia tem se mostaftdmente sensivel e especifica
atendendo também aos critérios de estabilidadeodefibilidade, facilidade de execucgéo
técnica e custo. Variantes metodologicas como alifcapdo randémica do DNA
polimorfico, conhecida pela sigla RAPD-PCR (Randamplification of Polymorphic DNA-
Polymerase Chain Reaction), tem sido utilizada stud® da diversidade destes micro-
organismos e possibilitado observar uma estregaciés;ao entre padrdes eletroforéticos e
parametros clinico-epidemioldgicos (Foletyal, 2009). Particularmente para populacdes de
E. coli o RAPD-PCR tem se mostrado um método de tipagem elevado potencial

discriminatorio, possibilitando detectar a diveasid genética de populacdes bacterianas e a
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inter-relacdo entre amostras epidemiologicamenéeionadas (Pacheat al, 1997; Regua-
Mangia et al, 2004; Regua-Mangia et al., 2009a). O empregoédnida de PCR tem se
mostrado também muito util como um instrumentoradtvo de classificagdo filogenética de
populacdes dde. coli, proporcionando relevantes esclarecimentos sobveuéencia e a
evolucéo de linhagens patogénicas (Clernediad., 2000; Gordoret al, 2008).
1.5.4 Aderéncia enEscherichia coli

Os ensaios de aderéncia empregando células aigiteim cultura constituem uma
caracterizacao fenotipica que permite a detecc@&xpl@ssao de padrdes de aderéncia como a
adeséo localizada (AL), adesao difusa (AD), adesfiegativa (AA), e até mesmo variantes
desses fendtipos. O estudo da adesdo bacteriarstitwiomma ferramenta adicional de
investigacao de propriedades de viruléncia em pgpels dé&. coli(Torreset al, 2005).

Investigacbes epidemioldgicas empregando célylasliais em cultura tém observado
que patotipos diarreiogénicos sdo estreitamenteciastos com a expressao de padroes
caracteristicos de aderéncia (Matal, 2009). Além de contribuir para a elucidacdo de
fatores e mecanismos de enteropatogenicidadestes tde adesdo tém possibilitado detectar
variantes fenotipicas ou subgrupos dentro de cassgpatogénicas da espécie. A estreita
associacdo de fatores de patogenicidade com cpdatiodipos intestinais d&. coli, tem
motivado estudos de adesdo em populagbes entegépatas visando elucidar os
mecanismos de viruléncia, principalmente, os endof/nas etapas de adeséao, colonizagao e
invasdo bacteriana (Rostal, 1998; Torres, 201Q;0zer, 2011).

1.6 Aspectos da saude indigena no Brasil

Até meados da década de 70 acreditava-se que &padpundigena brasileira tenderia
a extinguir por causa das epidemias e conflitosaedécada de 80, surpreendendo as
expectativas, houve um crescimento populacionahtfyfa Santos & Coimbra Jr., 2000). Em
1999 foi criada a lei Arouca n° 9.836 que apresentaubsistesma de Atencdo a Saude
Indigena no ambito do Ministério da Saude, desidoaa Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA) como seu responsavel. Em outubro de 28@0joverno de Luiz Inacio Lula da
Silva, a Secretaria Especial de Saude Indigena ABEf®i criada e assumiu essa
responsabilidade. Atualmente a taxa de crescimagtpopulacdo indigena é, em meédia, de
3,5% ao ano, superando a taxa da populagao gasildma, de 1,6% (IBGE, 2005; Souza,
2010).

Conforme apontado por Santos & Coimbra Jr (200(@smo com essa dinamica

demografica, conclui-se que é preciso investigapadroes indigenas para a formacéao do
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sistema de informacdes, que até agora se mostroio pecario. Além disso, qualquer
discusséo sobre a demografia e o processo saudeaddes povos indigenas brasileiros deve
levar em conta a diversidade existente. Sdo apemdamente 300 etnias falantes de cerca de
170 linguas distintas. Atualmente, a populacaogent no Brasil representa 0,4% (817 mil
pessoas) da populacéo brasileira (IBGE, 2010).

1.7 Etnia Guarani

O povo Guarani se constitui em uma das etnias mamserosas no Brasil, com
aproximadamente 45 mil pessoas, representando ckycd0% da populacdo indigena
brasileira (Filhoet al, 2009). Na época da chegada dos europeus, viveanmegides entre 0s
rios Uruguai, Iguacu e Paranad. Com o passar das anove migracdo em direcdo ao litoral
norte, e atualmente, ha diversas aldeias Guararlitoral do estado do Rio de Janeiro
(Marinho, 2000). Ha trés subgrupos Guarani existenb Brasil: os Mbya, os Nandeva e os
Kaiowa, todos pertencentes ao tronco linguisticopi T(Marinho, 2000). Os Mbya
predominam em S&o Paulo, no Rio de Janeiro e niitBspanto, misturados aos Nandeva,
constituindo a maior parte das aldeias de AngraR#ms e Paraty (Marinho, 2000; Cardoso,
2010). Em Angra dos Reis, na aldeia de Sapukainh@asto do Sistema Unico de Sautde
(SUS), sendo este o unico cadastrado em todo oNaimdisponibilidade dessa atencéo, os
pacientes buscam auxilio dos profissionais quealinaln na area ou sdo captados por busca
ativa. Nas aldeias Paraty-Mirim e Araponga tambeéxistem postos de saude com
atendimento similar ao de Sapukai. As aldeias Mguare Rio Pequeno ndo possuem posto
de saude local e a assisténcia é feita pela megmpeedas outras aldeias e por Agentes
Indigenas de Saude (AIS), sendo que a aldeia Rjoiehe@ € a Unica das cincos aldeias
incluidas no estudo que pertence ao povo Nandeasir{ivo, 2000; Chavest al 2006).

As populagdes indigenas, em geral, constituemagmento da sociedade que necessita
de tratamento diferenciado de saulde, pois alémedEmspovos culturamente segregados,
ainda se encontram, na maioria das vezes, abaikohdada pobreza mundial. A mortalidade
infantil conhecida € muito elevada, particularmendivido a doencas infecciosas, dentre as
quais se destaca a doenca diarreica (Coimbra Jer&uva Santos, 2000; Lunastial 2002;
Bdiaet al, 2009). Apesar d&. coli ser amplamente estudada nas populacfes nao iadigen
seu impacto ser reconhecido na saude humana muuaied um relevante enteropatégeno,
ndo se conhece a circulacdo e o papel destes mgarosmos nas populacdes indigenas,
assim como as caracteristicas genéticas e feragtigissociadas com a diversidade e a

viruléncia desses enteropatdgenos.
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1.7.1 Aldeias Guarani no sul do estado do Rio dedairo

Para a aldeia de Sapukai, a area homologada Zacai no bairro do Bracuhy,
estendendo-se por 2.128 hectares, estando a 386 &o Paulo e 170 km do Rio de Janeiro.
Para as aldeias de Paraty, a demarcacao e homébogagrreram de forma mais demorada
ou ainda nado ocorreram. A area da aldeia Paratyrvilomologada localiza-se no bairro
Paraty Mirim, a aproximadamente 20 km do municipia 4,5 km da estrada Rio-Santos.
Estende-se por 79 hectares, em uma regidao de naita davastada e altitudes bastante
inferiores as outras aldeias (200 m do nivel do).mAraldeia Araponga, que ja esta
homologada, compreende 223,61 hectares, sendoapogsenta maior dificuldade de acesso.
E constituida por apenas seis casas de membrossiaariamilia. Encontra-se mais ao sul do
municipio, no bairro de Patriménio, dentro do Parddacional da Serra da Bocaina
(Marinho, 2000). J4 as aldeias Rio Pequeno e Mandaognstituem-se, respectivamente, de
oito domicilios com membros da mesma familia e apem domicilio com quatro familiares
residentes e ainda ndo estdo homologadas. O axésdas as comunidades pode ser feito por
terra, como excec¢do de Mamangud, aonde se chegaap@m certas épocas do ano (Fého
al, 2009).

Segundo um levantamento da FUNASA (2009), todaddesas do municipo de Paraty
contam com uma populacao de cerca de 180 pessadsjats em 32 residéncias. Ja a aldeia
de Sapukai (municipo de Angra dos Reis) € compust&7 residéncias, abrigando em torno
de 360 indigenas. A localizacdo das aldeias dpohga, Mamangud, Rio Pequeno, Paraty
Mirim e Sapukai estdo apresentadas na Figura 6.
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ALDEIAS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Figura 6. Mapa com a localizacdo das aldeias Araponga, Riod?®, Mamangua, Sapukai e Paraty-Mirim nos

municipios de Angra dos Reis e Paraty. FONTE: Amgyiessoal Diana Marinho.

As casas sao feitas de pau-a-pique, com telhagalba e ch&o de terra batida. A aldeia
Sapukai possui agua em abundancia, assim comodagmslAraponga, Rio Pequeno e
Mamangua. Ja a aldeia Paraty-Mirim tem como fonmtecpal o rio Paraty-Mirim, que
atravessa diversas comunidades antes de chegs indigena causando problemas de saude.
A maioria dos indigenas realiza suas necessidasiefoflicas em area afastada na mata,
apesar da existéncia de cabines higiénicas dispismas aldeias. A coleta de lixo é feita com
0 apoio da prefeitura e o acumulo ocorre nas phee®s das aldeias e muitas vezes ocorrem
queimadas (Filhcet al 2009). Todas as aldeias apresentam dificuldadesbtencdo de
alimentos, pois a caca e area de plantio estdoveeais escassas, gerando a necessidade
da compra de alimentos industrializados e acamletam problemas econémicos, sociais e de
saude, como por exemplo, diabetes, obesidade témgéo, problemas dentarios, entre outros
(Marinho, 2000; Cardoso, 2010).
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2 OBJETIVO

2.1 Obijetivo geral

Elucidar a circulacado dg. coli diarreiogénica e investigar caracteristicas geagte
fenotipicas de amostras Hecoli, relacionadas a enteropatogenicidade da espsaiadas de
criancas indigenas de etnia Guarani, moradorasfeertes aldeias localizadas no sul do

estado do Rio de Janeiro.

2.2 Obijetivos especificos

Q Utilizar as técnicas da reacdo da polimerase emi@g@olymerase chain reaction -
PCR) e de hibridizacdo em colonias visando detextgratotipos diarreiogénicos de
E. coli circulantes na populacao indigena em estudo;

O Empregar a técnica de PCR-triplex como instrumelgocaracterizacdo bacteriana
guanto ao agrupamento filogenético nas amostrasogratogénicas de. coli,

0 Realizar ensaios de aderéncia empregando célulésliaap em cultura visando
detectar a expressdao de fendtipos de aderéncia reostras potencialmente
enteropatogénicas;

U Determinar os perfis de resisténcia a antimicraisamas amostras & coliisoladas
no estudo;

O Empregar a técnica de analise do padréo de polsnuwfdos segmentos de DNA
obtidos por amplificacdo randémica (RAPD-PCR) canstrumento de avaliagdo da

diversidade genética nas amostras potencialmetegeopatogénicas de. coli.

O Fazer analise comparativa das caracteristicasrlzats investigadas considerando os

aspectos clinico-epidemiolégicos da populacao ety
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3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo e amostras bacterianas

Esse € um estudo descritivo que se prop6s a analss caracteristicas genéticas e
fenotipicas de 314 amostras He coli isoladas de criancas indigenas pertencentes a etni
Guarani e moradoras no sul do estado do Rio dérdane

As amostras fecais foram coletadas porawabretal de cada crianca indigena apés
autorizacdo do responsavel e transportadas em@agjoBlair. Para o isolamento bacteriano
foram utilizados os meios de cultura seletivos aterobactérias (Agar MacConkey-BBL e
Agar EMB-Teague-Difco) e a identificacdo da espéfe baseada em caracteristicas
bioguimicas quanto a motilidade, producgéo de iniigha descarboxilase, gés, urease, acido
sulfarico, triptofano desaminase e utilizacdo deatd de s6dio como fonte de carbono apds
semeadura nos meios EPM, MILI e Citrato de SImniRRABAC do Brasil) (Konemaet al,
2008) As amostras bacterianas isoladas foram nantidngeladas sob a forma de suspenséo

em caldo de tripticaseina de soja (TSB-BBL) actesde glicerol.

3.2 Populacéo de estudo

A coleta do material foi realizada previamentetagnmente com a aplicacdo de um
questionario visando a obtencéo de informacdes ddaue, sexo, uso prévio de antibibtico,
sinais e sintomas clinicos como febre, vomito,destée hidratacdo, dor abdominal e duracao
do quadro diarreico (Anexo 1).

A populacdo em estudo incluiu 57 criancas indigateetnia Guarani, de 0-5 anos de
idade, com e sem diarreia (Quadro 1) moradoraaldagas Sapukai (municipio de Angra dos
Reis), Rio Pequeno, Mamagua, Paraty-Mirim e Arapofmunicipio de Paraty), localizadas
no sul do estado do Rio de Janeiro (figura 7).réalizado um estudo objetivando a coleta de
amostras de todas as criancas na faixa etaricanha@ipresentes nas aldeias. Houveram perdas
mininas devido a caracteristica migratoria da pag@d em questao.

Foram consideradas criancas controle aquelas @uenanifestaram o quadro diarreico
em um periodo que antecedeu, pelo menos, 30 di@sta do material. Foram consideradas
como criancas casos, aquelas que manifestaram m@néa no nimero de evacuacgdes, com

fezes aquosas ou de pouca consisténcia, com axpaese ndo de muco e/ou sangue segundo
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a observacao e o relato do responsavel da criangaasidao da coleta do material. A diarreia

foi definida como persistente se o0 quadro diarrp@istiu por 14 ou mais dias.

Figura 7. Aldeia Araponga (Esquerda) e aldeia Sapukai (RiyeFonte: Carla Vergoza.
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Quadro 1. Populacéo de criancas indigenas da etnia Guar@nidas no estudo.

ID LAB IDADE DIARREIA ALDEIA MUNICiPIO
1001 |48 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1002 |48 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1003 |31 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1004 |9 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1005 |60 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1006 |24 meses SIM SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1007 |7 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1008 |36 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1009 |48 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1010 |60 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1011 |36 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1012 |12 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1013 |36 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1014 |9 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1015 |8 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1016 |48 meses SIM SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1017 |48 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1018 |9 meses SIM SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1019 |23 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1020 |60 meses NAO SAPUKAI ANGRA DOS REIS
1021 |12 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1022 |12 meses NAO RIO PEQUENO PARATY
1023 |12 meses SIM PARATY MIRIM PARATY
1024 |36 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1025 |12 meses SIM MAMANGUA PARATY
1026 |48 meses NAO MAMANGUA PARATY
1027 |48 meses NAO MAMANGUA PARATY
1028 | 36 meses SIM MAMANGUA PARATY
1029 |12 meses SIM MAMANGUA PARATY
1030 | 0,6 més NAO PARATY MIRIM PARATY
1031 |6 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1032 |10 meses NAO RIO PEQUENO PARATY
1033 | 60 meses NAO RIO PEQUENO PARATY
1034 |36 meses NAO ARAPONGA PARATY
1035 |60 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1036 |12 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1037 |36 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1038 |48 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1039 |48 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1040 |48 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1041 |24 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1042 |12 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1043 | 60 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1044 | 60 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1045 | 60 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1046 |4 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1047 |60 meses SIM PARATY MIRIM PARATY
1048 |48 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1049 |36 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1050 |24 meses SIM PARATY MIRIM PARATY
1051 |60 meses SIM PARATY MIRIM PARATY
1052 |24 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1053 |36 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1054 |48 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1055 |60 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1056 |12 meses NAO PARATY MIRIM PARATY
1057 |24 meses NAO PARATY MIRIM PARATY

Legenda: (ID LAB) Identificacdo da amostra no latorio.
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3.3 Aspectos éticos

O estudo foi conduzido em concordancia com asmeodacbes e requisitos da
Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de SaudeCNS

A presente proposta é um subprojeto do projetpesguisaivaliacdo de prevaléncia
de geohelmintiases, leishmaniose cutanea e harsgeardre os indios Guarani do Estado do
Rio de Janeiro, Brasilrecebendo parecer aprovado sob CAEE n° 0056.0@309, pelo
Comite de Etica em Pesquisa com Seres Humanos adaBsacional de Saude Publica
Sergio Arouca (CEP-ENSP/Fiocruz).

3.4 Meétodos laboratoriais de investigacdo: Métodos getipicos

3.4.1 Ensaios de amplificacdo para a deteccdo dengs de enteropatogenicidade (PCR-
Multiplex)

A reacédo de PCR-multiplex seguiu a metodologidzata por Mulleret al (2007). Foi
selecionada uma coldnia bacteriana como fonte d&.DN$ amostras bacterianas estocadas
em TSB glicerol foram semeadas em agar de trigiinasde soja (TSA — Difco — Anexo 2,
item 1.1) a 37°C por 18-24 horas e para a reacdeGR foi utilizado um volume final de
25uL contendo 2,AL de tamp&o 10X (Invitrogéh, 0,3mM de dNTP (Invitrogé?), 2,1mM
de MgCh (Invitroger) e 2U/uL de Taq DNA polimerase (Invitroge?), 14mM 2-
mercaptoetanol (Sigma), 0,14% Triton X-10 (Si§ina as concentracdes dos iniciadores
listadas no quadro 2. A reacdo foi realizada emmdeiclador Mastercycler personal
(Eppendorf) e programada para desnaturacdo irdeigd4C por 5 minutos seguida de 30
ciclos de 94C por 30 segundos, &3 por 30 segundos e 72°C por 1,5 minuto seguidarde
extenséo final de P2 por 5 minutos .

Os amplicons obtidos foram submetidos a eletrstorem gel de agarose na
concentracdo de 1.5% (p/v) em tampéao (Anexo 2, &eh TBE 0,5X (10X concentrado —
Anexo 2, item 1.3), Tris 1M, acido bérico 1M, EDT®01M, pH 8,0) e na voltagem
constante de 70V durante aproximadamente 4 hord8 minutos. Foi utilizado 4l de
solucdo corante GelRed (GelRed Nucleic Acid GelnStiotium, Uniscienc® Anexo 2,
item 1.4) para a visualizacdo do produto amplificadh transiluminador de luz ultravioleta
(UVITec Cambrigde, Reino Unido). O tamanho dos riragtos foi estimado utilizando o
padrdo de 100pb DNA ladder (Invitrod@nComo controles de reacéo foram utilizadas as
amostras clinicas 2431V (EPEC tipieAF+ bfpA+), 361V (ETEC -t+), 2451 (ETEC -stt),
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103V (EAEC-aggR#) e 12911l (EIEC- inv+)e padrbes ATCC: E30138 (STEGb%.),
E40705 (STEC stx.).

Quadro 2. Iniciadores utilizados para o PCR-multiplex pardesviruléncia deE. coli (Miller e
colaboradores)

Gene o
. ok ime me Tamanhe do Concentrario
Iniciad Se 53 fi to
meador quencial ) mf:l:n ampliconiph) do primer(uhl)
MF3-escV-F ATTCTOCCTOTOTTCTTCT T ATGGCTG - 544 04
MF3-eu¥ R COTOCCOTTT T ACAASS TTOATCONC 25 04
MP3-bfsB-F GACACCTZATTOC TR ALGTCG o ol0 01
MP3-bfpE-F CCAGAAC ACCTCCOTTATGC P 01
MP4-stz | &F COATOTTAC GO TTTOTTACT O TR ACACC » - 02
P4 st & F AATHCCACGCTTECT AGAATTG = 02
MP3-sla 24T OTTTTOACCATOTTOCTO T AT TAT G A 74 04
MP2 etxids B AGCITAAGGC TTE TOOTOH TG A Sty aA
WIF2-LT-F FAACAGCAGITTTCTOCGTTAGCTD o 55 ol
MPILT-RE CTUTCAATGGUTITTTTI T CASTC ) ol
MP4-STIaF COTOTTTTAGY CAGAC ARCTOAATC ASTTC . 157 04
MP4-STlaF CAGOC ADCATTAC AAC ARATTTCAC A i 04
MPLATIF TOTOTTTTTC ACCTTTONHCTE osil - nae
MPz-STI-R COOTACALICASTATTAC Aal AC 02
MF2-invE-F OB ATACATIONGATAMATTATATOOCS oE _ 0z
WP 2inwF.F COATE A A AATOCCTAACAGA AGAATOAC mE nz
AP a sl b THULA U AACAUAG ATATCUG asid 102 U4
MPZ-usla-R ACGOOTTTOT AGTON TTOOAT " 04
LFZ-agg-F A GO A AT OO O TIATALAC " a0 0z
Mpi-agm-F ALTACATAATOOTCAICATCAGT REZ nz
WIP2-pio-F ACCUETTTCOGC AR AAGCC i 1111 nz
MPI-piz-R AAATETC ACTRAARCGAC FATTGG ’ nz
MPZ-uicA-F ATGCCAGTCD AGCCTTTTISC widd L a7 02
MPZ-uids R ASAGTCTGIOTC AATALTC AGOALGTS ’ 02

Foram utilizados os seguintes critérios para andg@fdo dos patotipos a partir dos
ensaios de amplificacdo: EPEC tipica, amplificagée genesscVe bfpB, EPEC atipica,
geneescV EAEC, geneaggR marcadores acessorios do patotipo EAEC, gasgse pic;
ETEC, gene<lt, estlaou estlh STEC, genestxl ou stx2 EIEC, geneinvE, marcador da
espécie, genaidA
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3.4.2 Ensaios de hibridizacdo em colonias para a tdecdo de genes de
enteropatogenicidade

Os ensaios de hibridizacdo em coldnia seguiraraspscificacdes conforme descrito
por Maas (1983). Os fragmentos de DNA sonda forampliicados para as seguintes
sequénciasst, It, eae bfpA stx], stx2 att, eipaC (Quadro 3) pela técnica de PCR e marcados
com o dCTP?(Génese) com o kit de marcacéo (GE HealthcaBefontrole negativo foi B.
coli HB101(pBR 322) e o positivo,Ea coliK 12, carreadora dos plamideos recombinantes.

Quadro 3. Sequéncias utilizadas como sondas radioativas seicede hibridizacéo para a deteccao dos

patotipos déE. coli

Sequencia genética Tamanho do fragmento Referéncia
(pb)

st 190 Stacy-Phipps et al, 199p.

Lt 696 Schultz et al, 1994.
eae 917 Gannon et al, 1993.
bfpA 326 Gunzburg et al, 1999.
att 630 Schmidt et al, 1995.
ipaC 424 Venkatesan et al, 1989.
stx1 348 Cebula et al, 1995.
stx2 548 Cebula et al, 1995.

Foram utilizados os seguintes critérios para andg@fdo dos patotipos a partir dos
ensaios de hibridizagdo: ETEC, amostras carreaddoasgenestsou It; EPEC tipica,
amostras carreadoras dos gesase bfpA EPEC atipica, amostras carreadoras do gage
EAEC, amostras carreadoras do getteEIEC, amostras carreadoras do gga€; marcador
da espécie, amostras carreadoras do gieide STEC, amostras carreadoras dos gehesou
stx2

O procedimento consistiu das seguintes etapasnastras bacterianas foram semeadas
pela técnica de semeadura de placas-mestre ems ptasdaendo agar MacConkey e,
incubadas por 16 a 18 horas &@G7Apds o crescimento bacteriano, as colonias foram
transferidas para um papel de filtro Whatman 54uitlando-se 1 a 2 horas £@70Os filtros
foram submetidos ao tratamento de agentes quirnsots;0es desnaturantes - NaOH 0.5m e
NaCl 1.5M e, solugcbes neutralizantes- Tris 1M pH & . NaCl 2M) e, fisico (calor) para
promover lise bacteriana, desnaturacdo e fixacAdN& gendmico. Apds a etapa de
desnaturacao, os filtros foram mantidos a tempexratmbiente ou na estufa para secagem e

submetidos aos ensaios de hibridizacdo. Esse diasaéalizado na Universidade Federal de
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Sdo Paulo sob responsabilidade da Dra. Tania Tar@Geimes, professora titular do
Departamento de Microbiologia da Universidade Fad#e S&o Paulo (UNIFESP).

3.4.3 Diversidade genética

A diversidade foi investigada através da técniea RAPD-PCR empregando o0s
iniciadores 1254, A04 e M13 (Quadro 4). A extragdoo preparo do DNA seguiu
recomendac¢fes de Pachet@l (1997). As bactérias foram cultivadas em caldo T&@Bexo
2, item 1.6) a 37°C, sob agitacdo, por 18-24 hddasa aliquota da cultura foi diluida em
agua destilada estéril (1:10), imediatamente addasso, para determinar a densidade Optica a
600nm. Para o valor da densidade Optica de 0,4, aligaota de 200ul da cultura da fase
estacionaria foi centrifugada e ressuspensa eml @#Aagua destilada estéril. A suspenséao
foi submetida a fervura por 10 minutos, centrifugad sobrenadante utilizado como fonte de
DNA.

Quadro 4. Iniciadores para amplificacdo randdmica do DNA mdlifico em amostras de Eoli.

Iniciador Sequéncia (5~ 37) Concen’([;antii?/jlo) primer
1254 CCGCAGCCAA 30
AO4 AATCGGGCTG 30
M13 GAGGGTGGCGCTTCT 30

Para a reacao de PCR foi utilizado um volume @gl3contendo 20mM de Tris-HCI
(pH 8,4), 50mM KCI, 3mM MgCGl 250uM de cada dNTP, 30pmol do iniciador, 1U de Taq
DNA polimerase (Invitroget) e 3pl de lisado bacteriano. As amplificacdearforealizadas
em termocicladoMastercycler persongEppendorf) programado da seguinte forma: 4 ciclos
de 94°C por 5 minutos, 37°C por 5 minutos e 729C5pminutos, seguidos por 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 37°C por 1 minuto e 72°C pori2utos, e uma etapa de extensao final a
72°C por 10 minutos. Os amplicons obtidos foramnmilwlos a eletroforese em gel de
agarose na concentracdo de 1.5% (p/v) e na voltagenstante de 70V durante

aproximadamente 4 horas e 30 minutos. Foi utilizgdode solucdo corante GelRed (GelRed
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Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X, Biotium, Unisci&fiy para a visualizacdo do produto
amplificado em transiluminador de luz ultraviol@th/ITec Cambrigde, Reino Unido).

O critério para definicdo dos perfis eletrofarés foi baseado na presenca, auséncia e
intensidade das bandas polimorficas. A reprodidédude foi avaliada observando-se a
repeticdo do padréo eletroforético a partir derdifees reacdes de amplificacdo e culturas da
mesma amostra. Para estimar o tamanho dos fragsngatados foi utilizado o padrdo de
peso molecular na faixa de 1 Kb DNA ladder (In\ged®). Os perfis foram submetidos a
analise visual e computadorizada com o auxilio doggama UVI bandmap- image
acquisition and analysis softwarerersdo 11.9. O coeficiente Dice de similaridade f

utilizado na analise da arvore genética.

3.4.4 Tipagem filogenética

Ensaios de amplificacdo simultanea foram empiegadra a deteccdo dos marcadores
genéticos chuA yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2 (Quadro 5), sefguin
recomendac¢feasescritas por Clermont (2000). Para a extracaoNi&,@s células bacterianas
foram cultivas em caldo TSB a 37°C por 18 a 24 ©iodpds este periodo, uma aliquota de
40ul do crescimento bacteriano foi submetida auferpor 10 minutos e utilizada como fonte

de DNA.

Quadro 5. Iniciadores utilizados para o agrupamento filogeonédeE. coli (PCR — Triplex)

Geneou fragmento  Tamanho do  Concentracao do primer

Iniciador Sequéncia(5 -3) alvo amplicon (pb} (pmolL/uL}
chuA. 1 GALGAACCAACGOTCAGGAT
ChuA 279 20
chuA.2 TGCLGCCAGTACCAAAGALA
oAl TGAAGTGTCAGGAGACGCTG )
YiaA 211 20
¥iaA.2 ATGGAGAATGLGTTCCTCAAL

TSPE4.C2.1 GAGTAATGTCAGGAGACGCTG
T5PE4.C2 152 20

TSPE4.C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTALG

Para a reacdo de PCR foi utilizado um volumel filga2Qul contendo @l de tampéao
(100mM Tris-HCI, pH 8,8, 500mM KCI, 1% Triton X-1p§020pmol de cada iniciador
(chuA.1/chuA.2yjaA.llyjaA.2e TspE4.C2.1/TspE4.C2.2), 100uM de dNTP 80mM, 3neM d
MgCl, e 2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrod@nA reacéo foi programada para 30 ciclos
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de 94°C por 5 segundos, 59°C por 10 segundos,dsedaiuma extensao final de 72°C por 5
minutos, ap0s uma desnaturacao inicial de 94°G poinutos.

Os produtos de reacdo foram analisados por etse em gel de agarose 1% (Anexo
2, item 1.6) em tampé&o TBE 0,5X a 70V durante &afoFoi utilizado 4ul de solugcédo corante
GelRed (GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X,tBim, Uniscienc®) para a visualizagéo
do produto amplificado em transiluminador de luzavioleta (UVITec Cambrigde, Reino
Unido). O tamanho dos fragmentos foi estimado pedalrdo de 100pb DNA ladder
(Invitroger?”). O critério para a definicéo dos filogrupos segeicomendacdo de Clermont e
colaboradores (2000) com base na presenca e aaiskrscgeneshuA yjaA e do fragmento
TSPE4.C2 (figura 8).

chuA,

B2ouD B1ouA
L ‘
yjaA TSPE4.C2

R

Figura 8. Agrupamento filogenético dg. coli

Fonte: Clermont e colaboradores (2000).

3.5 Meétodos laboratoriais de investigacdo: Métodos fenipicos

3.5.1 Ensaios de aderéncia empregando células epiteli@s cultura

Os ensaios de aderéncia foram realizados com astt@® deE. coli potencialmente
enteropatogénicas utilizando limhagem celular HEp-2 (ATCC CCL 23) proveniente de
carcinoma de laringe humana.

As células epiteliais foram mantidas em meio miniessencial de Eagle (MEM —
Anexo 2, item 2.1) suplementado comuffnL de gentamicina, 2,Ag/mL de fungizona e
5% de soro fetal bovino. Para a execucao dos testalulas HEp-2 foram cultivadas sobre
laminulas de vidro de 13 mm de didametro, deposstadafundo dos pogos de microplacas de
24 orificios (Corning). Os tapetes confluentes élalas foram infectados com as suspensoées

bacterianas e incubados pelos periodos de 3 ea® BoB7°C em atmosfera de 5% de CO
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Apoés o tempo de incubacéo, os tapetes foram suthmsedi lavagem com solucdo neutra de
tampdo PBS (Tampéao fosfato-salino — Anexo 2, iteR) 2 fixados com metanol por 10
minutos e, entdo, corados por Giemsa (1:10 — Argxtem 2,3) durante 30 minutos, em
seguida, as laminulas foram lavadas com agua atistimontadas em laminas de vidro para
observacdo em microscopio optico (Resal, 1998).

As cepas ATCC EAEC 042, EPEC E2348/69 e H1/1 fonsiizadas como controles
dos padrdoes de aderéncia agregativa, localizadéusadrespectivamente. K. coli K-12
DH5-a foi utilizada como controle negativo. Foram utlliios os seguintes critérios para a
interpretacdo dos resultados de aderéncia: a) redardocalizada (AL): observacdo da
formacdo de microcolénias bacterianas aderidas repadas em areas especificas da
superficie celular; b) aderéncia difusa (AD): baattaderidas ao acaso, por toda a superficie
celular; c) aderéncia agregativa (AA): bactériasrigds sobre a célula e/ou nos espacos
intercelulares, lembrando a disposicao de tijolopithados; d) sem padrao tipico (SPT):
bactérias aderidas em pequeno numero ou isoladamssin a formacdo de um padrédo
caracteristico. As amostras foram testadas par@osnde 3 e 6 horas com repeticdo. Esse
ensaio foi realizado sob a supervisdo da Dra. Alaadia de Paula Rosa, professora adjuno

do Departamento de Microbiologia da Universidad&dimdo do Rio de Janeiro.

3.5.2 Testes de suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avalisapregando o método de difusédo em
agar seguindo recomendacOes prévias para execugdergetacdo dos resultados (CLSI,
2010). Foram utilizados discos impregnados com eguiates antimicrobianos: acido
nalidixico (30mcg), amicacina (30mcg), ampicilidi®@mcg), cefalotina (30mcg), cefepima
(30mcg), cefoxitima (30mcg), cefoxitina (30mcg),ftaaxona (30mcg), Ciprofloxacina
(0.5mcg), gentamicina (10mcg), nitrofurantoina (80Q), norfloxacina (100mcg) e
sulfametoxazol+trimetoprim (25mcg). Para os cdaesrodos testes de suscetibilidade
foram incluidos os seguintes padréescoli ATCC 25922 €. coli ATCC 35218.

3.6 Analises estatisticas

Os resultados obtidos através da investigac@orf@nalisados pelo teste aorrigido
por Yates, com o objetivo de verificar a razdo devaléncia e comparar a frequéncia e
distribuicdo dos patotipos DEC, a fim de avaliaase@ropor¢cdes observadas mostram ou néao
diferencas significativas. O programa utilizado doEpi Info versao 3.5.1. Valorgs< 0,05

foram considerados significativos.
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O esquema geral da caracterizacao realizada paaimastras do estudo esta resumido na

figura abaixo (Figura 9):

coleta

Caldo de Tripticaseina de soja

Diluicao seriada em agar eosina
azul de metileno (Teague)

ESTOQUE TSB
glicerol

Métodos
fenotipicos

Métodos
genotipicos

Hibridizacao Resisténcia a

em colonias

antimicrobianos

Métodos
fenotipicos

Métodos

genotipicos

Aderéncia
em células
epiteliais

RAPD-PCR
PCR-Triplex

Figura 9. Esquema geral de caracterizacao realizada pamaastras d&. coliincluidas neste estudo.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo foracmpaente apresentados nos seguintes

eventos cientificos:

O Il Simpdsio em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovac&omn Doencgas bacterianas e
fungicas. RJ, 2012. “Resisténcia a antimicrobianoem amostras deEscherichia coli
isoladas de criancas indigenas da etnia Guarani rsall do estado do Rio de Janeiro”.
Vercoza, € ; Périssé A RS, Marinho O ; Von Sohsten B 1;Regua-Mangia A H
'Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Escola Natim&atde Publica Sergio Arouca;

?Servico de Escritério Local — Rio de Janeiro/DistSanitario Especial Indigena Litoral Sul/SESAI/MS

0 XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia. SP,2012. “Marcadores
genéticos de enteropatogenicidade em amostras Becherichia coliisoladas de criangas
indigenas da etnia Guarani, com e sem diarreia, nsul do estado do Rio de Janeiro”.

Vercoza, C; Périssé A R'S; Vieira, M A M2 ; Marinho B ; Von Séhsten B1: Gomes T A
T2 ; Regua-Mangia A H

'Departamento de Ciéncias Biol6gicas, Escola Nati@&aude Pablica Sergio Arouca;
?Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP);

*Servigo de Escritdrio Local — Rio de Janeiro/Distanitario Especial Indigena Litoral Sul/SESAI/MS
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4.11solamento e identificacdo dd=scherichia coli
Foram incluidas no estudo 314 amostrak.deoliisoladas d&7 criancas, de 0 a 5 anos
de idade, moradoras das aldeias Araponga, SapMikemangua, Rio Pequeno e Paraty
Mirim, localizadas nos municipios de Angra dossReParaty (Quadro 1). Apenas a partir de
uma crianca moradora da aldeia Paraty Mirim, n&pdssivel isolar amostra de coli. Para
cada amostra fecal obtida, foram selecionadas at#8ias bacterianas com caracteristicas
morfo-tintoriais sugestivas da espécie visando adaisento deE. coli e a deteccdo de

patotipos diarreiogénicos circulantes na populagaestudo (Tabela 1).

Tabela 1.1solamento dé&. colia partir da populagéo do estudo.

Isolamento de coldnias

. N2 de criangas N2 de amostras
bacterianas

0 amostra 1 0
1 amostra 1 1
2 amostras 0 0
3 amostras 3 9
4 amostras 6 24
5 amostras 16 80
6 amostras 16 96
7 amostras 8 56
8 amostras 6 48
TOTAL 57 314

4.2 PCR-Multiplex para enteroviruléncia de Escherichia coli(PCR — DEC)

A amplificacdo dos genes revelou que das 314 @asodeE.coli incluidas no estudo,
136 (43%) eram carreadoras de, pelo menos, uma deduéncias investigadas¢\ bfpB,
stx], stx2 elt, estla estlh invE, astA aggR pic, uidA). Dentre os genes de enteroviruléncia
pesquisados, o mais encontrado f@sbA presente em 26% (83/314) das amostras. O gene
escVfoi detectado em 8% (24/314)idAem 7% (21/314)aggRem 5% (17/314)pic em 2%
(5/314) e,estlb e elt, ambos em 1% das amostras e coli (3/314). As seguintes
combinacBes genéticas foram detectadas\VuidA, aggRastA aggRpic, estlbelt/astA
astAuidA, pic/uidA, aggRpic/uidA.

Do total de amostras, 14% (44/314) representanaotencial genético dos
enteropatotipos aEPEC, EAEC e ETEC, com os perasntespectivos de, 55% (24/44),
45% (17/44) e 5% (3/44) (Figura 10).
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Figura 10. Perfis eletroforéticos obtidos a partir da amgidifido simultdnea dos genes de enteroviruléncia.
Colunas: (1) peso molecular 100pb; (2, 3 e 4) 1W7AIl e 107111 esc\#; (5) 112V esc\# euidAt; (6, 7 e 8) 108l,
10811 e 1081V astA+; (9) 106111 uidA+; (10) 130llaggRr epict; (11 e 12) 124111 e 1241\elt+ eestlbt; (13 e 14)

1301V e 130V aggR+.

4.2.1Distribuicdo dos genes de enteroviruléncia detectad por PCR-Multiplex por
aldeia indigena.

No grupo das amostras isoladas da aldeia Arapdogan detectados genes de
enteroviruléncia em 83% do total de amostras isalatksta aldeia (5/6). Todas as 5 amostras
foram carreadoras do geescV definindo a amostra como pertencentgatotipo aEPEC.

No grupo das amostras isoladas da aldeia de &jadho foram detectados genes de
enteroviruléncia em 44% do total de amostras isslatesta aldeia (8/18). Em 50% dessas
amostras (4/8) foi detectado o gaaggR ,definindoo patotipo EAEC. Em 25% (2/8) dessas
amostras foram detectadas os gestde no 25% restante (2/8) o genaA.

Na aldeia Mamangua foram detectados genes deoeintdéncia em 45% (10/22) do
total de amostras isoladas desta aldeia (n= 23sdNgrupo de amostras, 20% (2/10) eram
carreadoras do geresc\ definindo o patotipo atipico de EPEC, e 10% (LA@ portadora
também do geneidA. O geneastAfoi detectado em 40% (4/10) e em 10% (1/10) també
sequénciauidA. 20% (2/10) amostras possuiam apenas o gah® marcador da espécie
Escherichia coli.

Dentre as amostras isoladas de Sapukai foram ddtecgenes de enteroviruléncia em
44% (56/135) da populacéo bacteriana dessa aldeidl35) e as seguintes combinacoes
genéticas: 5% (3/56scVuidA, definindo o patotipo aEPEC e 3% (2/5%)/uidA. O gene
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escVapenas foi detectado em 20% desse grupo de am@s1i®6) caracterizando amostras
pertencentes ao patotipo aEPEC. O gaggR en 4% (2/56) definindo amostras EAEC. O
geneastAfoi amplificado de 59% (33/56) das amostras e rmegédA, marcador da espécie,

em 9% (5/56) das amostras.

Na aldeia Paraty Mirim, foram detectados genesrderoviruléncia em 43% (57/133)
do total de amostras @& coliisoladas (n= 133). Foi possivel detectar as seggisequéncias
genéticasaggRpic em 4% (2/57) das amostragggRastA em 4% (2/57)aggRpic/uidA e
astAuidA, ambas com 2% (1/57) cada, caracterizando o pat®AEC. 5% (3/57) foram
carreadoras das sequénaatibelt/astA caracterizando o patotipo ETEC. As outras amgstra
foram carreadoras de apenas um gene: 64% doageA€37/57), 10% do genaggR(6/57)
representando amostras do patotipo EAEC, 4% do geté (2/57), definindo o patotipo
aEPEC e 5% do gengdA (3/57), marcador dE. coli.

A distribuicdo dos marcadores genéticos obtidbavés do ensaio MPCR esta

representada abaixo (Tabela 2).

Tabela 2.Distribuicdo por aldeia indigena de amostras cdmes dos genes de enteroviruléncia obtidas a parti

do ensaio PCR-Multiplex

Marcadores genéticos de enteroviruléncia TOTAL
por
Aldeia  uidA escVC astA aggR escV/uidA aggR/astA aggR/pic aggR/pic/uidA estib/elt/astA astA/uidA pic/uidA 3ldeia
aEPEC EAEC aEPEC EAEC EAEC EAEC ETEC
Araponga - 5 5
Rio 2 4 - 8
Pequeno
Mamangua 2 2 4 - 1 - - - - 1 10
Sapucai 5 11 33 2 3 - - - - - 2 56
Paraty 3 2 37 6 2 2 1 3 1 57
Mirim
TOTAL 12 20 76 12 4 2 2 1 3 2 2 136

Legenda. (aEPEC) Escherichia coli enteropatogénica atipica; (EAE®scherichia coli enteroagregativa;

(ETEC)Escherichia colienterotoxigénica.
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4.3 Ensaios de hibridizacdo em colbénias para a deteadde genes de
enteropatogenicidade

Os resultados obtidos a partir dos ensaios dadi@acdo em colbnias detectaram
marcadores de enteropatogenicidade em 10% dasramdst estudo (30/314) a partir das 8
sequéncias investigadast (ETEC), It (ETEC), eae (EPECt ou aEPEChfpAEPECH), att
(EAEC), ipaC (EIEC), stx(STEC) estx2 (STEC). Dentre os genes de enteroviruléncia
pesquisados o gereae foi detectado em 5% (16/314) das amostras incguita estudo
(n=314). O genatt foi detectado em 4% (13/314)teem 0,3% (1/314).

Esses resultados permitiram detectar o patotipe(Eem 3% (1/30) da populacéo
potencialmente enterovirulenta, EAEC em 43% (13B@EPEC em 54% (16/30) (Figura
11).

POSITIVO

Figura 11. Autorradiografia ilustrando filtro hibridizado cofragmentos para o marcadeae Hibridizacéo
positiva: amostras 1041, 104111, 1041V, 104V, 104Y112VII, 113Il, 12011, 120IIl, 120V e 120VIl. Hibridizag¢&o
negativa: amostras 104VIl, 105I, 105ll1, 105IIl, 108, 105V e 105VI.

4.3.1 Distribuicdo dos genes de enteroviruléncia detealas por Hibridizacdo em
colénias por aldeia indigena

No grupo das amostras isoladas da aldeia Maman@odonam detectadas amostras
carrreadoras dos genes de enteroviruléncia atdovénsaio de Hibridizagdo em col6nias.
Na aldeia Araponga, foram detectadas amostrasacimas dos genes de enteroviruléncia em
23% (5/22) do total de amostras isoladas destdaalde 22). Essas 5 amostras possuiam

apenas o gergaee assim definidas como pertencentes ao ao pa@EPEC.

33



Na aldeia Sapukai, foram detectadas 14 amostnas pptencial de enterovirulencia.
79% (11/14) carreadoras apenas do gene eae defiafIEC, 7% (1/14) do gene It, patotipo
ETEC e 14% das amostras (2/14) carreadoras doagewkefinindo o patotipo EAEC.

No grupo de amostras isoladas da aldeia ParatynMiforam detectadas cepas
carreadoras do gerst em 7% (9/133) do total de amostras isoladas, itelino patotipo
EAEC. A distribuicdo dos marcadores genéticos oltidtravés do ensaio de Hibridizagao

esta representada abaixo (Tabela 3).

Tabela 3.Distribuicdo por aldeia indigena de amostras cdomees dos genes de enteroviruléncia obtidas a parti

do ensaio Hibridizacao

Marcadores genéticos de TOTAL
Aldeia enteroviruléncia por
It eae Att  ipaC aldeia
ETEC EPEC EAEC EIEC
Araponga 5 - - 5
Rio Pequeno - - 2 - 2
Sapukai 1 11 2 - 14
Mamangua
Paraty Mirim - - 9 - 9
TOTAL 1 16 13 - 30

Legenda. (EPEC) Escherichia coli enteropatogénica; (EAECEscherichia coli enteroagregativa; (ETEC)

Escherichia colienterotoxigénica (EIEGscherichia colienteroinvasora.

4.4 PCR-Multiplex e Hibridizagdo em colonias: sensibilade para a deteccdo dos

patotipos

Para o patotipo ETEC, os genes foram amplificatbosrés amostras (de uma mesma
crianca — identificacéo 124) a partir de ensaiosP@R-Multiplex e uma diferente amostra
(pertencente a outra crianca — I@R) ensaio de hibridizacdo em colbnias. Para o ipatot
EAEC, a amplificacdo do gene grupo-especifico fisesvada em dezessete amostras pelo
ensaio PCR-Multiplex e em treze amostras (tambéectlos pelo PCR-Multiplex) pelo no
ensaio de Hibridizacdo em colonias. Para o pat@pBEC, foi possivel detectar amostras
carreadoras de gene especifico em dezesseis asnosteaambos os ensaios (PCR-Multiplex
e Hibridizacdo) e em mais onze amostras soment@seo PCR-Multiplex (Tabela 4).

29 amostras obtiveram resultados positivos panamesmo patotipo em ambos o0s

ensaios.
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Tabela 4.Amostras potencialmente enterovirulentas defin@aso patotipos pelos ensaios amplificacdo e

hibridizacao.
patotipos Ensaios para a detec¢ao dos genes TOTAL
DEC PCR-Multiplex Hibridizagao
EPEC 27 (56%) 16 (33%) 27 (56%)
STEC - - -
ETEC 3 (6%) 1(2%) 4 (8%)
EAEC 17 (36%) 13 (27%) 17 (36%)
DAEC - - -
EIEC - - -
TOTAL 47 (98%) 30 (62%) 48 (100%)

Legenda. (EPEC) Escherichia colienteropatogénica; (STEC) Escherichia coli produtde toxina Shiga;
(ETEC) Escherichia colienterotoxigénica; (EAECEscherichia colienteroagregativa; (DAE@scherichia coli

de aderéncia difusa; (EIEEscherichia colienteroinvasora.

4.4.1 Distribuicdo das amostras potencialmente enterovidentas

Das 48 amostras pertencentes a um dado patoB@6,(20/48) estavam presentes na
aldeia Sapukai, 33% (16/48) na aldeia Paraty Mid®% (5/48) na aldeia Araponga, 8%
(4/48) na aldeia Rio Pequeno e 6% (3/48) na altiéémnangua (Tabela 5). Devido ao
universo limitado da amostragem proveniente dasiaddAraponga (n=6), Mamangua (n=
22) e Rio Pequeno (n=18) foi formado um grupo danado de aldeias pequenas visando a
analise de prevaléncia. As aldeias Sapukai (n=&3%3raty Mirim (n=133) foram analisadas
separadamente. A prevaléncia dos patotipos DEGildasas pequenas fonenor do que a
razao de prevaléncia dos patotipos DEC quando cami@s com as aldeias Sapukai e Paraty
Mirim. aEPEC foi detectada em 56% (27/48) das arasstsoladas de criancas sem diarreia
na faixa etaria de 4 meses a 4 anos de idade, oragdas aldeias Sapukai, Mamangua e
Paraty Mirim. EAEC foi detectada em 36% (17/483 danostras obtidas de criangas de 17
dias a 5 anos de idade, moradoras das aldeias @aRitk Pequeno e Paraty Mirim. Apenas
este patotipo foi isolado de uma crianca de 9 makete com quadro diarreico agudo e
febre.ETEC foi detectada em 8% (4/48) das amostras, abtieé duas criancas sem diarreia,
ambas com &nos de idade, moradoras das aldeias Sapukai ty Réiran. Para analises
estatisticas foi necessario categorizar trés grdpdaixa etaria distintos, sendo de 0 a 1 ano
de idade, >1 a 3 anos de idade e >3 a 5 anos de. idgrevaléncia dos patotipos DEC para
as criancas de 0 a 1 ano de idade foi maior daquevaléncia dos patotipos DEC tanto para
as criancas de >1 a 3 anos de idade quanto >3ashde idade. A razdo de prevaléncia se
mostrou estatisticamente significativas (%,0000185°= 18,34; g 0,0001486%°= 14,39).
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ALDEIA SAPUKAI

Na aldeia Sapukai foram detectadas 20 amostrasigiinem um patotipo especifico,
sendo 5% (1/20) ETEC pertencente a uma criancaaterda faixa etéria de >1 a 3 anos de
idade. 10% (2/20) EAEC, pertencentes a uma mesiaacer caso (com o quadro diarreico e
febre) da faixa etaria de 0 a 1 ano de idade e @5920) aEPEC, pertencentes a 6 criancas
controles, sendo trés criancas da faixa etariaalé @no de idade, uma crianga da faixa etaria
de >1 a 3 anos de idade e duas criancas da faika €e >3 a 5 anos de idade. Analises
estatisticas mostraram que a aldeia Sapukai termr miaance de um patotipo estar presente
do que as aldeias pequenas (RP= 0,36 / 0,20<RB<B8ditlo estatisticamente significativo
(p< 0,00091464*= 10,99).

ALDEIA PARATY MIRIM
Na aldeia Paraty Mirim, foram detectadas 16 arasstjue definem um patotipo

especifico, sendo que 19% (3/16) ETEC pertencentesa mesma crianga controle da faixa
etaria de >1 a 3 anos de idade, 69% (11/16) EAE@empcentes a 4 criancas controles, sendo
duas da faixa etaria de 0 a 1 ano de idade, unfaibdaetéria >1 a 3 anos de idade e uma
crianca da faixa etéria >3 a 5 anos de idade e (22%6) aEPEC, pertencentes a 2 criancas
controles da faixa etaria de >1 a 3 anos de idadi@ises estatisticas mostraram que a aldeia
Paraty Mirim tem maior chance de um patotipo eptasente do que as aldeias pequenas
(RP= 0,22/ 0,11<RP<0,42), sendo estatisticamegiéfisativo (p< 0,0000053%’= 20,73).

ALDEIAS PEQUENAS

O grupo das aldeias pequenas engloba trés aldRias Pequeno, Mamangua e
Araponga) que apresentam infra-estrutura e valpulpgional similares (poucas residéncias
com acesso mais dificil aos centros urbanos dodgsealdeias maiores — Sapukai e Paraty
Mirim — com trés, cinco e uma crianga, respectivae)le As amostras dé&. coli
potencialmente enterovirulentas serdo descritaseguir: Na aldeia Araponga foram
detectadas 5 amostras aEPEC pertencentes a umaroganta controle da faixa etéria de
>1 a 3 anos de idade. Na aldeia Rio Pequeno foedettddas 4 amostras EAEC pertencentes
a duas criancas controles, uma da faixa etarialde 3 anos de idade e outra da faixa etaria
>3 a 5 anos de idade. Na aldeia Mamangua foranctddtes 3 amostras aEPEC pertencentes
a uma mesma crianga controle da faixa etaria de5-anos de idade.
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Tabela 5. Distribuicdo por aldeia indigena de marcadoresétjgrs de enteroviruléncia investigados nas
amostras d&. colia partir dos ensaios de amplificacédo e de hitaghin.

ALDEIA N2 AMOSTRAS FAIXA ETARIA CASO/CONTROLE PATOTIPOS
1caso* EAEC

SAPUKAI 20 17 dias - 5 anos EAEC; aEPEC;

7 controles

ETEC

PARATY MIRIM 16 17 dias - 5 anos 7 controles EAEE‘T""EECPEC‘
RIO PEQUENO 4 10 meses - 5 anos 2 controles EAEC
MAMANGUA 3 4 meses 1 controle aEPEC
ARAPONGA 5 3 anos 1 controle aEPEC

Legenda. *crianca caso:diarreia aguda e febre.

4.5 PCR-Triplex para agrupamento filogenético deEscherichia coli

Os resultados da filogrupagem revelaram que ammt&tras d&. coli potencialmente
enterovirulentas se encontram distribuidas nosrguatupos filogenéticos descritos por
Clermont e colaboradores (2000). Os isolados faaoontrados, principalmente, no grupo A
(56%), seguindo-se os grupos Bl (26%) e B2 e Dpoambm 9%. (Figura 12).

De acordo com a distribuicdo dos marcadores igasos, detectamos a presenca de
seis diferentes perfis genéticos com base nas oagies das sequéncias genétasA
yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2. Para o filogruporam detectados os genétipos -,-
- € -,+,- representando 40% (19/48) e 16% (8/48)otlal de amostras respectivamente. O
filogrupo B2 teve como representantes os genoties e +,+,+, correspondendo a 2%
(1/48) e 7% (3/48) do total de amostras respecivdaen Ja os grupos B1 e D apresentaram
somente um genoétipo cada, sendo, -,+,+ e +,-,-regwondendo aos percentuais de 26%
(13/48) e 9% (4/48), respectivamente. Somente aésep +,-,+ (designada filotipo D) ndo
foi detectada entre as amostrasedeoli enterovirulentas incluidas no estudo. Para o ipatot
ETEC, somente o filogrupo A foi detectado. Paraatofgppo EAEC, foram detectados os
filogrupos A, B1, B2 e D. Para o patotipo aEPECario detectados os filogrupos A, B1 e B2
(Tabela 6).
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Figura 12. Perfis eletroforéticos de amostrasklecoli carreadoras dos marcadores filogenéticos. Colyas:
peso molecular 1kb; (2 e 3) 133VI e 133VII TSPE4C?4 e 5) 124111 e 1241VyjaA+; (6, 7 e 8) 130I, 1301l e
13011l chuA+; (9) 146111 TSPE4.C2+yjaA+ echuAt; (10) 130V TSPE4.C2+ gaA+.

Tabela 6. Grupo e perfil filogenético das amostras Eecoli potencialmente enterovirulentas incluidas no

estudo.
Grupo filogenético Perfil filogenético N2 de amostras .
: Patotipos
chuA yjaA TSPE4.C2 (%)
A - - - 19(40%) ETEC; EAEC;aEPEC
A? - + - 8(16%) ETEC; EAEC;aEPEC
B2' + - 1(2%) aEPEC
B22 + + 3(7%) EAEC
Bl - + + 13(26%) EAEC e aEPEC
D' - + -(0%) -
D2 + - - 4(9%) EAEC
TOTAL 48(100%)

4.5.1 Filotipagem por aldeia indigena

O grupo filogenético Al esteve presente em tadasldeias indigenas do estudo e o
grupo D! ausente nas aldeias.

Na aldeia Araponga, 60% (3/5) pertencem ao gAipe 40% (2/5) ao grupo B1l. Na
aldeia Rio Pequeno, 50% (2/4) pertencem ao grupe B0% (2/4) ao grupo B1l. Na aldeia
Mamangua, 33% (1/3) pertencem ao grupo Al e 67%) (#rtencem ao grupo A2. Na aldeia
Sapukai, a maioria das amostras (60% - 12/20) psztao grupo A, 5% (1/20) ao grupo A?,
30% (3/20) ao grupo Bl e 5% (1/20) ao grupo B2 diieia Paraty Mirim, 6% (1/16)
pertencem ao grupo A?, 31% (5/16) ao grupo A2, 19%46) pertencem ao grupo B1, 19%
(3/16) ao grupo B22 e 25% (4/16) ao grupo D? (Tal@l
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Tabela 7.Distribuicéo por aldeia indigena das amostras p@énente enterovirulentas entre os filogrupos

N2 AMOSTRAS POR FILOGRUPO

ALDEIAS
A A? B1 B2' B22 D' D?
ARAPONGA 3
RIO PEQUENO 2
MAMANGUA 1 2
SAPUKAI 12 1 1
PARATY MIRIM 1 5 3 4
TOTAL (n=48) 19 8 13 1 3 . 4

4.6 Método fenotipico: Aderéncia em células HEp-2 em ¢twra para amostras
potencialmente enterovirulentas.

As 48 amostras potencialmente enterovirulentamisubmetidas ao teste de aderéncia
em células HEp-2 pelos periodos de 3 horas e &h@s resultados obtidos revelaram que
100% (17/17) das cepas EAEC exibiu um padrao tipggegativo (AA) tanto no ensaio de 3
horas quanto no de 6 horas (Figura 13 e 14). Daagramostras de ETEC, 75% (3/4)
apresentou um perfil de aderéncia agregativa (AAgmsaio de 3 horas (Figura 15) e 25%
(1/4) apresentou um perfil de aderéncia discreta gadrao tipico (SPT) (Figura 16). No
ensaio de 6 horas, 100% das amostras ETEC apnesanaperfil sem padrao tipico (SPT)
(Figura 17). As amostras aEPEC apresentaram em(3/2% o perfil de aderéncia agregativa
(AA) no ensaio de 3 horas (Figura 18) e foi confido o perfil agregativo (AA) no ensaio de
6 horas (Figura 19). As restantes, 89% apresenttatm no ensaio de 3 horas quanto no de 6
horas, aderéncia discreta a moderada sem padiém (§#T) (Figuras 20 e 21). Os resultados

das 48 amostras analisadas sdo mostrados ababeld ).

Figura 13. Fendtipo agregativo exibido por amostra de EAECeasaio de aderéncia de 3 horas.
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Figura 14.Fendtipo agregativo exibido por amostra de EAEG=esaio de aderéncia de 6 horas

Figura 15. Fenétipo agregativo exibido por amostra ETEC enaiende aderéncia de 3 horas.

Figura 16. Fendtipo sem padrao tipico por amostra ETEC em@dsaaderéncia de 3 horas.
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Figura 17.Fendtipo sem padréo tipico exibido por amostra EEE(ensaio de aderéncia de 6 horas.

._" g
Figura 19. Fendtipo agregativo exibido por amostra aEPEC esmierde aderéncia de 6 horas.
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Figura 20. Fetétipo sem padréao tipico exibido por amostra dEBIER ensaio de aderéncia de 3 horas.

Figura 21. Fetétipo sem padréao tipico exibido por amostra dEBIER ensaio de aderéncia de 6 horas.

Tabela 8.Distribuicéo dos perfis de aderéncia entre as aamshterovirulentas.

AA SPT
PATOTIPO
3h 6h 3h 6h
ETEC (n= 4) 4 - - 4
EAEC (n=17) 17 17 - -
aEPEC (n=27) 3 3 24 24

Legenda: (AA) padrdo de aderéncia agregativo; (SBd padrdo tipico de aderéncia; (ETEC)
Escherichia colienterotoxigénica; (EAECEscherichia colienteroagregativa; (aEPEEgcherichia coli

enteropatogénica atipica.
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4.6.1 Distribuicdo por aldeia indigena dos padrbées fengticos de aderéncia em células
de cultura para amostras potencialmente enterovirdntas.

Na aldeia de Sapukai, a amostra ETEC (5% - Xd®ategorizada sem padrao tipico
(SPT), as amostras EAEC (10% - 2/20) exibiram adéaéagregativa (AA) e para as
amostras aEPEC, 80% (16/20) foram porém sem pdip@o (SPT) e 5% (1/20) padréao
agregativo (AA). Na aldeia Rio Pequeno, 100% (4/43 amostras EAEC apresentaram um
perfil de aderéncia agregativa (AA). Na aldeia Magqw&, 33% (1/3) das amostras aEPEC
apresentaram um perfil de aderéncia agregativa,(&#quanto 67% (2/3) das aEPEC foram
sem padrao tipico (SPT). Na aldeia Araponga, 108%) das amostras aEPEC foram sem
padrdo tipico (SPT). Na aldeia Paraty Mirim, 1008 émostras ETEC (3/3) foram sem
padrdo tipico (SPT), 100% das amostras EAEC (1lapt@¢sentaram perfil de aderéncia
agregativa (AA) e para as amostras aEPEC, 50% @p®)sentaram um perfil agregativo

(AA) e 50% (1/2) foram sem padréo tipico (SPT) @lal®).

Tabela 9. Distribuicdo por aldeia indigena dos perfis de @deia entre as amostras potencialmente

enterovirulentas

NeDE _PERFIL DE ADERENCIA

ALDEIAS AMOSTRAS  AA SPT
ARAPONGA 5 - 5
RIO PEQUENO 4 4 -
MAMANGUA 3 1 2
SAPUKAI 20 3 17
PARATY MIRIM 16 12 4
TOTAL 48 20 28

Legenda.(AA) aderéncia agregativa; (SPT) sem padréo tipico.

4.7 Meétodo fenotipico: Aderéncia em células HEp-2 em ¢ra para amostras
carreadoras dos geneaste pic.

Das 314 amostras de coli incluidas no estudo 26% (83/314) foram positivas
para o0 genast entretanto, 6 amostras carreadoras do gsttambém foram portadoras de
genes especificos de algum patotipo (2% - 2/83 pgeneaggR 3% - 3/83 para 0s genek
e estlbe 1% - 1/83 somente para o gexiy). Logo, 94% (77/83) das amostras positivas
somente para o gerast foram incluidas no ensaio de aderéncia em céldéagultura

posteriormente para a observacao de algum fenésipecifico.
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Das 314 amostras incluidas nos ensaios de detelecanarcadores genéticos, 16%
(5/314) amostras foram positivas para o geie entretanto, 60% (3/5) também foram
positivas para o geraggR especifico do patotipo EAEC. Logo, 40% (2/5) atrasspositivas
somente para o gen@c foram incluidas no ensaio de aderéncia em céldéasultura
posteriormente para a observacao de algum fenésipecifico.

As 79 amostras foram assim submetidas ao testelel@ncia em celular HEp-2 pelo
periodo de 6 horas. Os dados obtidos revelaraml@@fs (2/2) das amostras positivas para o
genepic exibiram um padrdo agregativo (AA) (Figura 22).a¥aamostras positivas para o
geneast apresentaram 7% (5/77) o padrao de aderéncibziada formada por microcolénias
(AL) (Figura 23), 31% (24/77) apresentaram o padt@aderéncia agregativa (AA) (Figura
24) e 62% (48/77) foram sem padréo tipico (SPTUifE 25) (Tabela 10).

Figura 22. Fendtipo agregativo exibido por amostra carreadorgene em ensaio de aderéncia de 6 horas.

Figura 23. Fenotipo localizado exibido por amostra carreadorgeneastAem ensaio de aderéncia de 6 horas.
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Figura 24. Fendtipo agregativo exibido por amostra carreadorgeneastAexibindo o padrdo agregativo em

ensaio de aderéncia de 6 horas.

Figura 25. Feno6tipo sem padréo tipico exibido por amostreeealora do genastAem ensaio de aderéncia de 6

horas.

Tabela 10. Distribuicdo dos perfis de aderéncia entre as aawsharreadoras dos gemesAe/oupic.

positividade Ensaio de 6 horas

para o gene AA SPT AL
Ast 24 48 5
Pic 2 - -

Legenda.(AA) aderéncia agregativa; (SPT) sem padréo tigigéh) aderéncia localizada.
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4.7.1 Distribuicdo por aldeia indigena dos padrdes fengticos de aderéncia em células
de cultura para amostras carreadoras dos geneste pic.

As amostras positivas para o ggne e que exibiram o perfil de aderéncia agregativa
(AA) se encontravam 100% (2/2) presentes na alfiefaukai. As amostras positivas para o
geneastestavam em 49% (38/77) na aldeia Paraty Mirimdgeue destas, 58% (22/38) nao
exibiram padréo tipico (SPT), 39% (15/38) exibiram padrdo agregativo (AA) e 3% (1/38)
exibiram um padréo de aderéncia localizada fornpadanicrocolénias (AL).

As amostras positivas para o gaseestavam em 42% (32/77) na aldeia Sapukai, sendo
que destas, 12% (7/32) exibiram um padrdo de adaré@agregativa (AA), 22% (4/32)
exibiram um padrdo de microcoldnias localizadas)(AL66% (21/32) n&o exibiram padréo
tipico (SPT). As amostras positivas para o geseestavam em 7% (5/77) na aldeia
Mamangua, sendo que destas, 20% (1/5) exibiram adrép agregativo (AA) e 80% (4/5)
nao exibiram padrao tipico (SPT). As amostras pasitpara 0 genast estavam em 2%
(2/77) na aldeia Rio Pequeno, sendo que destas (®oexibiram um padrdo agregativo
(AA). Nenhuma amostra positiva para os geasise pic foi detectada na aldeia Araponga
(Tabela 11).
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Tabela 11.Distribuicao por aldeia indigena dos perfis de @deia entre as amostras carreadoras dos

genesaste/oupic

ALDEIAS N2 DE AMOSTRAS PERFIL DE ADERENCIA
AA SPT AL

ARAPONGA - - - -
RIO PEQUENO 2 2 -
MAMANGUA 5 1 4 -
SAPUKAI 34 9 21 4
PARATY MIRIM 38 15 22 1
TOTAL 79 27 47 5

Legenda.(AA) aderéncia agregativa; (SPT) sem padréao tipAtg aderéncia localizada.

4.8 Meétodo fenotipico: Resisténcia a antimicrobianos

O teste de sensibilidade a antimicrobianos falizado para as 314 amostrasiecol
incluidas no estudo. Deste total, apenas 6 @¥&m sensiveis a todos os antimicrobianos
testados, sendo estas isoladas de 4 criancas @la 8lapukai e 2 criancas da aldeia Paraty
Mirim.

Os resultados revelaram que 276 (88%) amostrasfogaistentes e definiram 72 perfis
de resisténcia, exibindo 8 padrdes isolados pard AMP; CFL; CPM; GEN; NIT; NOR;
SUT e 64 padrdes de multirresisténcia para atéftithi@robianos (Tabela 12). O percentual
de resisténcia para cada antimicrobiano foi de:($96314) NAL, 12% (39/314) AMI, 69%
(216/314) AMP, 63% (197/314) CFL, 2% (5/314) CPMp §20/314) CFO, 9% (28/314)
CRO, 4% (11/314) CIP, 18% (58/314) GEN, 6% (19/3144, 3% (14/314) NOR e 54%
(171/314) SUT (Grafico 1). Estes antimicrobianotgedivididos em diferentes classes e

grupos (Tabela 13).

47



Tabela 12. Perfis de resisténcia a antimicrobianos encongrads amostras de coliincluidas no estudo.

PERFIL TOTAL DE PERFIL TOTAL DE
GERAL ANTIMICROBIANOS | AMOSTRAS GERAL ANTIMICROBIANOS AMOSTRAS
| AMI 3 XXXVII AMP; CFL; CRO; SUT 6
] AMP 19 XXXV AMP; CFL; GEN; SUT 11
n CFL 19 XXXIX AMP; CFL; NIT; SUT 1
v com 1 XL AMP; CRO; GEN; SUT 1
Vv GEN 4 XLI AMP; CIP; GEN; SUT 1
Vi NIT 1 XLl CRO; CIP; GEN; NIT 1
Vil NOR 2 XL NAL; AMI; AMP; CFL; CFO 1
Vil SUT 7 XLIV NAL; AMI; CFL; CFO; GEN 1
IX NAL; CFL 1 XLv NAL; AMI; AMP; CFO; SUT 1
X AMI; CFL 1 XLvI AMI; AMP; CFL; GEN; NOR 1
Xi AMI; SUT 1 XLvii AMI; AMP; CFL; GEN; SUT 3
Xi AMP; CFL 21 XLvii AMI; AMP; CFL; CFO; SUT 1
X AMP; SUT 21 XLIX AMI; AMP; CIP; GEN; SUT 1
Xiv CFL; CFO 2 L NAL; AMP; CFL; GEN; SUT 1
XV CFL; CRO 1 LI AMI; AMP; CRO; GEN; SUT 1
XVI CFL; GEN 1 LIl AMP; CFL; GEN; NIT; SUT 2
Xvi CFL; SUT 1 Lin AMP; CFL; GEN; NOR; SUT 2
Xvii NAL; AMI; CFL 1 LIv CFL; CRO; CIP; GEN; NIT 2
XIX NAL; AMP; NOR 1 Lv CRO; CIP; GEN; NIT; NOR 1
XX AMI; AMP; CFL 3 LVI NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; GEN 1
XXI AMI; AMP; GEN 2 Lvi NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; NIT 1
XX AMI; CFL; CRO 1 Lvii NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; SUT 1
XX AMP; CFL; CRO 1 LIX NAL; AMI; AMP; CFL; CRO; GEN 2
XXIV AMP; CFL; SUT 84 LX NAL; AMI; CFL; CRO; GEN; NOR 1
XXV AMP; CFO; SUT 1 LXI AMI; AMP; CFL; CFO; CRO; SUT 1
XXVI AMP; GEN; NIT 1 LXI AMI; AMP; CFL; CFO; CIP; GEN 1
XXVl AMP; GEN; SUT 4 LXIn AMI; CFL; CRO; GEN; NIT; SUT 1
XXVII AMP; NIT; SUT 1 LXIV AMP; CFL; CPM; CFO; NIT; SUT 1
XXIX CFL; CRO; GEN 1 LXV AMP; CRO; CIP; GEN; NIT; SUT 1
NAL; AMI; AMP; CFL; CPM; CFO;
XXX CFL; CRO; SUT 2 LXVI SUT 1
NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; CRO;
XXXI CRO; GEN; NOR 1 LXVIl GEN 1
AMP; CFL; CRO; CIP; GEN; NOR;
XXXII CIP; GEN; NIT 1 LXVII SuUT 1
AMP; CPM; CFO; GEN; NIT; NOR;
XXX NAL; AMP; CFL; SUT 2 LXIX SuUT 1
NAL; AMP; CFL; CIP; GEN; NIT;
XXXIV AMI; AMP; CFL;SUT 2 LXX NOR; SUT 1
AMI; AMP; CFL; CPM; CFO; CIP;
XXXV AMI; CFL; GEN; SUT 2 LXXI GEN; NIT; NOR 1
NAL; AMI; AMP; CFL; CPM; CFO;
XXXVI AMP; CFL; CFO; SUT 2 LXXII CRO; CIP; GEN; NIT; NOR 1
TOTAL 276
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Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampima), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR

(norfloxacina) e STU (sulfazotrim).
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Gréfico 1. Representacao grafica geral da incidéncia detéesia a antimicrobianos. Legenda: NAL (acido
nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampicilina), CF[cefalotina), CPM (cefepima), CFO (cefoxitina), CR
(ceftriaxona), CIP (ciprofloxacina), GEN (gentami)j, NIT (nitrofurantoina), NOR (norfloxacina) e 3T

(sulfazotrim).

Tabela 13. Nimero de amostras d& coli resistentes aos antimicrobianos separados paeckgrupo de

antimicrobianos.

Classe Grupo Antimicrobiano N2 de amostras

Aminopenicilinas Ampicilina 216

Cefalotina (12 geracgdo) 197

B-lactamicos Cefalosporinas Ceftriaxona (32 geracédo) 28
Cefepima (42 geracgdo) 5

Cefamicinas Cefoxitina 20

Aminoglicosideos Amicacina 39
Gentamicina 58

Ciprofloxacina 11

Quinolonas Fluoroquinolonas Norfloxacina 14
Acido Nalidixico 19

Inibidores da via de folato Sulfazotrim 171
Nitrofuranos Nitrofurantoina 19
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4.8.1 Padrao de resisténcia a antimicrobianos por aldeiendigena

A resisténcia a antimicrobianos foi observada@aas as aldeias indigenas incluidas no
estudo e os percentuais detectados foram: 91%2P0&aldeia Mamangua, 88% (121/135)
na aldeia Sapukai, 87% (116/133) na aldeia ParatynMe 83% nas aldeias Rio Pequeno e
Araponga (respectivamente, 15/18; 5/6).

Na aldeia Sapukai, foram detectados 54 perfisedisténcia, sendo 6 perfis isolados
(AMI, AMP, CFL, GEN, NOR e SUT) e 48 padrdes de timgdsisténcia para até 11
antimicrobianos (Tabela 14).

Na aldeia Paraty Mirim, foram detectados 27 pedfes resisténcia, sendo 4 perfis
isolados (AMP, CFL, CPM e SUT) e 23 perfis de imdsisténcia para até 9
antimicrobianos (Tabela 15).

Na aldeia Araponga, foram detectados 5 perfis distéacia, sendo 1 perfil isolado
(CFL) e 4 padrbes de multirresisténcia para atéuinecrobianos (Tabela 16).

Na aldeia Mamangud, foram detectados 6 perfis sistéacia, sendo 2 perfis isolados
(CFL e NIT) e 4 padrbes de multirresisténcia pagsbaantimicrobianos (Tabela 17).

Na aldeia Rio Pequeno, foram detectados 8 perfreslsténcia, sendo 1 perfil isolado

(CFL) e 7 padrbes de multirresisténcia para atétimarobianos (Tabela 18).
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Tabela 14.Perfis de resisténcia a antimicrobianos encontradssamostras de. coli isoladas da aldeia

Sapukai.
::';Z'ls( Al ANTIMICROBIANOS ATSL’;#::S ::';Z'ls( Al ANTIMICROBIANOS TOTAL DE AMOSTRAS
| AMI 3 | XXXvii AMP; CFL; CRO; SUT 3
I AMP 11 | XXXVl AMP; CFL; GEN; SUT 6
1] CFL 12 | XL AMP; CRO; GEN; SUT 1
v GEN 4| X AMP; CIP; GEN; SUT 1
Vil NOR 2 | XLl CRO; CIP; GEN; NIT 1
Vil suT 5 | xun NAL; AMI; AMP; CFL; CFO 1
X AMI; CFL 1| XLuv NAL; AMI; CFL; CFO; GEN 1
XI AMI; SUT 1|Xw NAL; AMI; AMP; CFO; SUT 1
X AMP; CFL 9 | XLVI AMI; AMP; CFL; GEN; NOR 1
Xi AMP; SUT 6 | xLvi AMI; AMP; CFL; GEN; SUT 2
XIV CFL; CFO 1Ll AMI; AMP; CRO; GEN; SUT 1
XVl NAL; AMI; CFL 1| AMP; CFL; GEN; NIT; SUT 1
XIX NAL; AMP; NOR 1L AMP; CFL; GEN; NOR; SUT 1
XX AMI; AMP; CFL 1|uv CFL; CRO; CIP; GEN; NIT 1
XXI AMI; AMP; GEN 1|Lv CRO; CIP; GEN; NIT; NOR 1
XXl AMI; CFL; CRO 1| NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; GEN 1
XXIV AMP; CFL; SUT 10 | LVII NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; NIT 1
XXV AMP; CFO; SUT 1L NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; SUT 1
XXVI AMP; GEN; NIT 1| LIX NAL; AMI; AMP; CFL; CRO; GEN 2
XXVII AMP; GEN; SUT 3| 1x NAL; AMI; CFL; CRO; GEN; NOR 1
XXIX CFL; CRO; GEN 1| LX AMI; AMP; CFL; CFO; CRO; SUT 1
XXX CFL; CRO; SUT 1| AMI; AMP; CFL; CFO; CIP; GEN 1
XXXII CIP; GEN; NIT 1| LXm AMI; CFL; CRO; GEN; NIT; SUT 1
XXX NAL; AMP; CFL; SUT 1|Lxv AMP; CRO; CIP; GEN; NIT; SUT 1
XXXIV AMI; AMP; CFL;SUT 2 | v NAL; AMI; AMP; CFL; CFO; CRO; GEN 1
XXXV AMI; CFL; GEN; SUT 1| LXx NAL; AMP; CFL; CIP; GEN; NIT; NOR; SUT 1
NAL; AMI; AMP; CFL; CPM; CFO; CRO; CIP;
XXXVI AMP; CFL; CFO; SUT 1| LXXH GEN; NIT; NOR 1
TOTAL 120

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampima), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR
(norfloxacina) e STU (sulfazotrim).
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Tabela 15.Perfis de resisténcia a antimicrobianos encontradssamostras de. coli isoladas da aldeia

Paraty Mirim.

PERFIS PARATY MIRIM ANTIMICROBIANOS ;;L’;LTRD:S

I AMP 8
1] CFL 2
Y coMm 1
Vil SUT 2
IX NAL; CFL 1
Xl AMP; CFL 11
Xim AMP; SUT 13
Xiv CFL; CFO 1
XVl CFL; SUT 1
XX AMI; AMP; CFL 1
XXI AMI; AMP; GEN 1
XX AMP; CFL; CRO 1
XXIV AMP; CFL; SUT 55
XXV AMP; NIT; SUT 1
XXXI CRO; GEN; NOR 1
XXXII NAL; AMP; CFL; SUT 1
XXXV AMI; CFL; GEN; SUT 1
XXXVI AMP; CFL; CFO; SUT 1
XXXVII AMP; CFL; CRO; SUT 3
XXXV AMP; CFL; GEN; SUT 3
XXXIX AMP; CFL; NIT; SUT 1
XLviil AMI; AMP; CFL; CFO; SUT 1
L NAL; AMP; CFL; GEN; SUT 1
L AMP; CFL; GEN; NOR; SUT 1
LXIV AMP; CFL; CPM; CFO; NIT; SUT 1

AMP; CPM; CFO; GEN; NIT; NOR;
LXIX SUT 1
AMI; AMP; CFL; CPM; CFO; CIP;

LXXI GEN; NIT; NOR 1
TOTAL 116

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampiina), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR

(norfloxacina) e STU (sulfazotrim).
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Tabela 16.Perfis de resisténcia a antimicrobianos encontradesamostrak. coliisoladas da aldeia Araponga.

PERFIS ARAPONGA ANTIMICROBIANOS | TOTAL DE AMOSTRAS
m CFL 1
XV CFL; CRO 1
Xvi CFL; GEN 1
XXX CFL; CRO; SUT 1
L CFL; CRO; CIP; GEN; NIT 1
TOTAL 5

Legenda.CFL (cefalotina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofemina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)
e STU (sulfazotrim).

Tabela 17.Perfis de resisténcia a antimicrobianos encontradesamostrai. coliisoladas da aldeia Mamangué.

n CFL 3
Vi NIT 1
X AMP; CFL 1
X AMP; SUT 2
XXIV AMP; CFL; SUT 12
L AMP; CFL; GEN; NIT; SUT 1
TOTAL 20

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampima), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR

(norfloxacina) e STU (sulfazotrim).

Tabela 18. Perfis de resisténcia a antimicrobianos encontradesamostraks. coliisoladas da aldeia Rio Pequeno.

e | wconos | o
n CFL 1
XX AMI; AMP; CFL 1
XXIV AMP; CFL; SUT 7
XXVII AMP; GEN; SUT 1
XXXVIII AMP; CFL; GEN; SUT 2
XLIX AMI; AMP; CIP; GEN; SUT 1
LXVI NAL; AMI; AMP; CFL; CPM; CFO; SUT 1
LXVIII AMP; CFL; CRO; CIP; GEN; NOR; SUT 1
TOTAL 15

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampima), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciproffmina), GEN (gentamicina), NOR (norfloxacina) e STU

(sulfazotrim).
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4.9 Método fenotipico: Resisténcia intermediaria antimicrobianos

O fenotipo intermediario foi encontrado em 203patras (65%) e definiram 76 perfis
de resisténcia intermediaria, sendo 12 padrdeadesle 64 de multirresisténcia intermediaria
para até 6 antimicrobianos (Tabela 19). Os pereentdetectados foram: 100% (6/6) na
aldeia Araponga; 72% (98/135) na aldeia Sapuk& §24/22) na aldeia Mamangud; 61%
(11/18) na aldeia Rio Pequeno; e 56% (74/133) daiaParaty Mirim.

Na aldeia Sapukai, foram detectados 53 perfisedisténcia intermediaria, sendo 11
perfis isolados (NAL, AMI, AMP, CFL, CFO, CRO, CIBEN, NIT, NOR e SUT) e 42
perfis de multirresisténcia para até 6 antimicrobg(Tabela 20).

Na aldeia Mamangua, foram detectados 9 perfisedisténcia intermediaria, sendo 2
perfis isolados (AMI e CFL) e 7 perfis de multiis#éncia para até 3 antimicrobianos (Tabela
21).

Na aldeia Rio Pequeno, foram detectados 7 paefisesisténcia intermediaria, sendo 5
perfis isolados (AMI, CFL, CPM, CRO e NOR) e 2 mere multirresisténcia para até 3
antimicrobianos (Tabela 22).

Na aldeia Araponga, foram detectados 6 perfisedesténcia intermediaria, sendo 3
perfis isolados (AMI, CFL e NIT) e 3 padrdes de timdsisténcia para até 3 antimicrobianos
(Tabela 23).

Na aldeia Paraty Mirim, foram detectados 29 peté resisténcia intermediaria, sendo 8
perfis isolados (NAL, AMI, CFL, CPM, CFO, CRO, NIE NOR) e 21 perfis de

multirresisténcia para até 5 antimicrobianos (Tal2d)).
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Tabela 19.Perfis de resisténcia intermediaria a antimicrob$agncontrados nas amostEasoli incluidas

no estudo.
PERFIL TOTAL DE PERFIL TOTAL DE
GERAL ANTIMICROBIANOS | AMOSTRAS GERAL ANTIMICROBIANOS AMOSTRAS
| NAL 2 | XXXIX NAL; AMI; GEN 1
I AMI 24 | XL NAL; AMP; CFO 1
n AMP 2| xu NAL; AMP; CIP 1
v CFL 49 [ xun NAL; AMP; NIT 1
v coMm 3| xu NAL; CFL; CIP 1
VI CFO 5 | XLV AMI; CFL; CRO 1
vil CRO 6 | XLV AMI; CFL; GEN 1
Vil cp 1| xwvi AMI; CFL; NIT 1
IX GEN 2 | XL AMI; CPM; CFO 1
X NIT 6 | XLvin AMI; CPM; CRO 1
Xi NOR 5 | XLIX AMI; CFO; CRO 1
Xi suT 2L AMI; CRO; CIP 2
X NAL; AMI 3lu AMI; GEN; NIT 2
XIv NAL; CFL 1| AMI; GEN; NOR 1
XV NAL; COM 1| un AMI; CIP; NOR 1
Xvi NAL. CIP 1|uv AMI; NIT; NOR 3
Xvii AMI; AMP 1| CFL; CPM; CRO 1
XVl AMI; CFL 13 | i CFL; CRO; GEN 1
XIX AMI; CFO 2 n CFL; CRO; NIT 1
XX AMI; CRO 2 v CPM; CFO; CIP 1
XXI AMI; GEN 1| ux CPM; CRO; NIT 1
XXl AMI; NIT 1| CFO; CRO; NIT 1
XX AMI; NOR 1| CRO; CIP; NIT 1
XXIV AMI; SUF 1| wa CRO; NOR; SUF 1
XXV AMP; CFL 4| CIP; NIT; NOR 1
XXVI AMP; CP M 1| wav NAL; AMP; CFO; CIP 1
XXvil AMP; NIT 1| v NAL; CFL; CIP; NOR 1
XXVl CFL; CRO 3| xvi AMI; CFL; CRO; NOR 1
XXIX CFL; CIP 1| v AMI; CFL; CPM; CRO 1
XXX CFL; GEN 3| v AMI; CPM; CFO; CRO 1
XXXI CFL; NIT 3 | LXIX AMI; CPM; CRO; NIT 1
XXXII CFL; NOR 1| x NAL; AMP; CFL; CFO; CRO 1
XXXIN CPM; CRO 3| xx NAL; CFL; CRO; CIP; NOR 1
XXXIV CPM; NOR 1| xn NAL; CPM; CRO; CIP; NIT 1
XXXV CRO; NIT 2 | Lxxi AMI; AMP; CFL; CIP; NIT 1
XXXVI CIP; NIT 1| xxiv AMI; CFO; CRO; CIP; NIT 1
XXXVII CIP; NOR 1| xxv AMP; CP M; CIP; GEN; NIT 1
AMI; CFL; CRO; GEN; NIT;
XXXVl NOR; SUF 1| LXxwi SUF 1
TOTAL 203

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampiina), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR
(norfloxacina) e STU (sulfazotrim).
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Tabela 20.Perfis de resisténcia intermediaria a antimicrobsaancontrados nas amostraskdecoli isoladas da

aldeia Sapukai.

PERFIS TOTAL DE PERFIS TOTAL DE

SAPUKAI ANTIMICROBIANOS | AMOSTRAS SAPUKAI ANTIMICROBIANOS AMOSTRAS

| NAL 1 [ xxxix NAL; AMI; GEN 1
I AMI 9| xL NAL; AMP; CFO 1
n AMP 2 [ xu NAL; AMP; CIP 1
v CFL 21| X NAL; AMP; NIT 1
Vi CFO 4| xuv AMI; CFL; CRO 1
Vil CRO 1 xwv AMI; CFL; GEN 1
vin cp 1 [ xwwi AMI; CFL; NIT 1
IX GEN 2 | xuvn AMI; CPM; CFO 1
X NIT 1L AMI; CRO; CIP 2
XI NOR 1|u AMI; GEN; NIT 1
X suT 2 |uv AMI; NIT; NOR 1
X NAL; AMI 2| CFL; CPM; CRO 1
XIv NAL; CFL 1| CFL; CRO; GEN 1
Xvi NAL. CIP 1| v CPM; CFO; CIP 1
Xvii AMI; CFL 4| ux CPM; CRO; NIT 1
XXl AMI; NIT 1| CFO; CRO; NIT 1
XXV AMP; CFL 2 [ xu CRO; NOR; SUF 1
XXVI AMP; CP M 1| v NAL; AMP; CFO; CIP 1
XXVl CFL; CRO 2 | xv NAL; CFL; CIP; NOR 1
XXIX CFL; CIP 1 [ xwi AMI; CFL; CRO; NOR 1
XXX CFL; GEN 3 | v AMI; CFL; CPM; CRO 1
XXXII CFL; NOR 1 [ v AMI; CPM; CFO; CRO 1
XXX CPM; CRO 3 | xx NAL; AMP; CFL; CFO; CRO 1
XXXIV CPM; NOR 1 | xxn NAL; CPM; CRO; CIP; NIT 1
XXXVI CIP; NIT 1 [ xxv AMP; CP M; CIP; GEN; NIT 1
Xxxvii CIP; NOR ! AMI; CFL; CRO; GEN; NIT;

XXXVIII NOR; SUF 1| xxwvi SUF 1
TOTAL 98

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampiina), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),
CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR

(norfloxacina) e STU (sulfazotrim).
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Tabela 21.Perfis de resisténcia intermediaria a antimicroiéagncontrados nas amostEa<oli pertencentes a aldeia

Mamangua.

PERFIS MAMANGUA | ANTIMICROBIANOS TOTAL DAS AMOSTRAS

1l AMI 4
Y CFL 2
XVl AMI; AMP 1
Xviii AMI; CFL 2
XX AMI; CRO 1
XXl AMI; NOR 1
XXXI CFL; NIT 1
L AMI; GEN; NOR 1
LIl AMI; CIP; NOR 1
TOTAL 14

Legenda: AMI (amicacina), AMP (ampicilina), CFL (cefalotinaCRO (ceftriaxona), CIP (ciprofloxacina),

GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina), NOR (Hoxacina).

Tabela 22. Perfis de resisténcia intermediaria a antimicrotsaencontrados nas amostiascoli pertencentes

aisoladas da aldeia Rio Pequeno.

PERFIS RIO PEQUENO | ANTIMICROBIANOS | TOTAL

n AMI 3
v CFL 2
Vv CoOM 1
Vil CRO 2
Xl NOR 1
XIX AMI; CFO 1
LXIl CIP; NIT; NOR 1
TOTAL 11

Legenda: AMI (amicacina),

AMP (ampicilina), CFL (cefalotinaCPM (cefepima), CFO (cefoxitina), CRO

(ceftriaxona), NIT (nitrofurantoina), NOR (norflociaa).

Tabela 23.Perfis de resisténcia intermediaria a antimicrofsa@ncontrados nas amostEasoliisoladas da aldeia

Araponga.

PERFIS ARAPONGA ANTIMICROBIANOS TOTAL DE AMOSTRAS

I AMI 1
v CFL 1
X NIT 1
XXIV AMI; SUT 1
XLVl AMI; CPM; CRO 1
LIv AMI; NIT; NOR 1
TOTAL 6

Legenda: AMI (amicacina), AMP (ampicilina), CFL (cefalotinaCPM (cefepima), CRO (ceftriaxona), NIT

(nitrofurantoina), NOR (norfloxacina) e SUT (sulézm).
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Paraty Mirim.

PERFIS PARATY TOTAL DE

MIRIM ANTIMICROBIANOS AMOSTRAS

| NAL 1
1l AMI 7
Y CFL 23
\") coM 2
Vi CFO 1
Vil CRO 3
X NIT 4
XI NOR 3
Xim NAL; AMI 1
Xv NAL; COM 1
XVl AMI; CFL 7
XIX AMI; CFO 1
XX AMI; CRO 1
XXI AMI; GEN 1
XXV AMP; CFL 2
XXVl AMP; NIT 1
XXVIII CFL; CRO 1
XXXI CFL; NIT 2
XXXV CRO; NIT 2
XL NAL; CFL; CIP 1
XLIX AMI; CFO; CRO 1
u AMI; GEN; NIT 1
LIV AMI; NIT; NOR 1
LviI CFL; CRO; NIT 1
LXI CRO; CIP; NIT 1
LXIX AMI; CPM; CRO; NIT 1
LXXI NAL; CFL; CRO; CIP; NOR 1
LXX1I AMI; AMP; CFL; CIP; NIT 1
LXXIV AMI; CFO; CRO; CIP; NIT 1
TOTAL 74

Legenda: NAL (acido nalidixico), AMI (amicacina), AMP (ampima), CFL (cefalotina), CPM (cefepima),

Tabela 24. Perfis de resisténcia intermediaria a antimicroisagncontrados nas amostEasoliisoladas da aldeia

CFO (cefoxitina), CRO (ceftriaxona), CIP (ciprofamina), GEN (gentamicina), NIT (nitrofurantoina)OR

(norfloxacina) e SUT (sulfazotrim).
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4.10 Padréo de multirresisténcia a antimicrobianog suas classificacdes

Nas 314 amostras incluidas no estudo, foram de@xtd16 amostras com o padrdo de
multirresisténcia seguindo o método de Magiorakosoboradores (2012). Segundo a
metodologia especifica utilizada para a categodizado fenotipo MDR, foi classificada uma
amostra como multirresisténcia quando a mesma apms resisténcia ou resisténcia
intermediéria para pelo menos 3 antimicrobianotdes. Ndo foi possivel definir as amostras
como XDR (amostra resistente a quase todas asslagsantimicrobianos) ou PDR (amostra
resistente a todas as classes de antimicrobiaBs).subdivisdo encontrada na referéncia nao
cabe no presente estudo, pois ndo foi feito o enzaia todas as classes de antimicrobianos,
entretanto, foi possivel categorizar as amostrasocdMDR (80/314, 25%) e possiveis-
XDR/PDR (36/314, 11%) (Tabela 25).

Nas 48 amostras com potencial de enterovirulérfa(18/48, 38%) sdo ndo-MDR, 23
(22/48, 48%) sdo MDR e 7 (7/48, 14%) sdo poss¥BIBR/PDR. Totalizando 28 (30/48, 62%)

com o padréo de multirresisténcia seguindo a titeaaatual (Tabela 26).

Tabela. 25 Classificacdo de todas as amostras incluidas nm@sjuanto ao fendétipo de resisténcia segundo

literatura atual.

Resistentes (n&do- o _
Multirresisténcia TOTAL
MDR)
MDR Possiveis-
198 XDR/PDR 314
80 36

Legenda: ndo-MDR (amostras bacterianas resistentes a mend€sl classes antimicrobianas); MDR (amostras
bacterianas resistentes a trés classes antimceashjgrossiveis XDR/PDR (amostras bacterianas eestst a mais

de trés classes antimcrobianas).
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Tabela 26. Classificacdo das amostras bacterianas potencitdmenterovirulentas quanto ao fendétipo de

multirresisténcia segundo literatura atual.

CLASSIFICACAO DE MULTIRRESISTENCIA
AMOSTRA PATOTIPO PERFIL DE RESISTENCIA CLASSES ANTIMICROBIANAS -

MDR POSSIVEIS XDR/PDR
81V AMI(1); CFL(R); CFO(R); GEN (R) Aminoglicosideos; B-lactanicos - -
2411 ETEC AMI(1); AMP(R); CFL(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
241V AMI(1); AMP(R); CFL(l); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
24V AMP(R); CFL(R); SUF(R) B-lactanicos; Nitrofuranos - -
18VIl AMI(R); AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
18Vill AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
30l NAL(l); CFL(R); CPM(I); B-lactanicos; Nitrofuranos - -
3011 AMI(R); AMP(R); CFL(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
30111 AMP(R); CFL(R) B-lactamicos - -
301V CFL(R) B-lactamicos - -
30V AMI(R); AMP (R); CFL(R); CPM(R); CFO(1); - +

CIP(R);GEN(R);NIT(R); NOR(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas
32VvI AMP(R); CFL(R); CFO(R); CIP(R); GEN(R); _ +
EAEC NOR(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas
32vil AMI(1); AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
33w AMI(R); AMP(R); (S:SIE((F;){ CPM(l); GEN(R); - . ) 4 o . + B
minoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos
33Vl AMP(R); CIP(1); GEN(R); NIT(1); NOR(l); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas - +
371 AMI(1); AMP(R); CFL(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
4611 AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
46111 AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
46V AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
46VI AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
541V AMP(R); CFL(R); CFO(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
2Vvi CFL(l); GEN(I) Aminoglicosideos; B-lactamicos - -
41 AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactanicos; Nitrofuranos + -
am NAL(R); AMP(R); CFL(R); CPM(I); CRO(1); _ +
CIP(R); GEN(R); NIT(R); NOR(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas
41v NAL(R); AMI(R); AMP(R); CFL(R); CFO(l); + -
CRO(R); GEN(R); Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos
av AMI(I); AMP(R); CFL(R); CPM(I); CFO(I); CRO(1); _ +
GEN(R); NOR(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas
4avi AMI(1); AMP (R); CFL(R); CPM(l); CFO(1); + -
GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos
71 CFL(l); CRO(l); B-lactamicos - -
71 CRO(R); CIP(R); GEN(R); NIT(R); NOR(l) B-lactamicos; Aminoglicosideos; Quinolonas + -
Al AMI(1); CFL(1) Aminoglicosideos; B-lactamicos - -
7v NAL(1); CFL(I); CRO(R); CIP(R); GEN(R); NIT(R); _ +
NOR(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas
12v AMI(1); AMP(R); CFL(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos - -
12Vl NAL(R); AMI(R); AMP(R); CFL(1); CPM(1); + -
aEPEC CFO(l); SUF(R) B-lactamicos; Aminoglicosideos; Quinolonas
1311 NAL(R); AMP(R); CFL(R); SUF(R) B-lactamicos; Nitrofuranos - -
2011 AMP(R); CFL(1); CRO(l); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos + -
2011 AMP(R); CFL(1); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos + -
20V AMP(R); CFL(R); GEN(R); SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos + -
20Vl AMP(R); CFL(R) B-lactamicos - -
2611 AMI(1); CFL(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos - -
26111 AMP(R); CFL(R); SUF(R) B-lactamicos; Nitrofuranos - -
26V AMP(R); CFL(R); SUF(R) B-lactamicos; Nitrofuranos - -
341 AMI(1); CFL(R); CPM(1); CRO(l); GEN(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos + -
3411 CFL(R); CRO(R); NIT(1) B-lactamicos; Nitrofuranos - -
3411 AMI(1); CFL(R); CRO(R); GEN(R); NIT(1); NOR(1); + -
SUF(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos
341V AMI(1); CFL(R) Aminoglicosideos; B-lactamicos - -
34VI AMI(1); CFL(R); CRO(R); CIP(R); GEN(R); NIT(R); - +
SUF(I) Ainoglicosideos; B-lactamicos; Nitrofuranos; Quinolonas
4211 CFL(I) B-lactamicos - -
55VI CFL(I) B-lactamicos - -

Legenda: ETEC (Escherichia coli EAEC (mesichia coli enteroagregativa); aEPEC

(Escherichia coli enteropatogéncia atipica); MDRidatras bacterianas resistentes a trés classescesttianas);

enterotoxigénica);

possiveis XDR/PDR (amostras bacterianas resistemtenais de trés classes antimcrobianas); NAL (acido
nalidixico); AMI (amicacina); AMP (ampicilina); CFl(cefalotina); CPM (cefepima); CFO (cefoxitina); OR
(ceftriaxona); CIP (ciprofloxacina); GEN (gentamig); NIT (nitrofurantoina); NOR (norfloxacina); STU

(sulfazotrim).
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411 Padrdao de resisténcia a antimicrobianos nas @astras potencialmente
enterovirulentas por aldeia indigena.

Nas 48 amostras definidas como patotipos espesjfforam detectados 24 perfis, sendo um
compartilhado por todos os trés patotipos (XXIMjés compartilhados pelos patotipos EAEC e
aEPEC (lll, XII e XXXVIII). Para as amostras categadas como ETEC foram detectados 3
perfis de resisténcia, sendo 1 perfil isolado (S€Tdois perfis de multirresisténcia para até 5
antimicrobianos. Para as amostras de EAEC, foraeti@delos 11 perfis, sendo 1 perfil isolado
(CFL) e 10 perfis de multirresisténcia para aténfinsicrobianos. Para as amostras definidas
como aEPEC, foram detectados 15 perfis de resiat&endo 1 perfil isolado (SUT) e 14 perfis

de multirresisténcia para até 6 antimicrobiano®€la27).

Tabela 27. Distribuicdo por aldeia indigena dos perfis de stésicia a antimicrobianos entre as amostras

potencialmente enterovirulentas

PARATY RIO

PATOTIPOS PERFIS SAPUKAI iR ARAPONGA oo MAMANGUA
ETEC XIll; XXIV; LI L XIll; XXIV
111; XI1; XXIV; XXVII; s X1 XXV il
XXXIV; XXXVIII; XXXVII;
EAEC XXXVIIL; XLVIE; XLVIE; XXXVIII XXXIV; - XXXVIII;
DXV X XXXVIII; LXXI XLVII; LVXIII
1113 XI1; XV; XVI; XXIV; XX))((IIII;I'X))(()\(/)I(I\;/II'
XXVII; XXX XXXIII; s 22N 111 XV; XVI; .
AEPEC XXXVII; XXXVIIT; XLII; )T_)I(I)I(VLI\I; )L(&' XXl XXX; LIV 1i; XXIvV
Lill; LIV; LV; LIX s LV LA

LXX

4.12 Amplificacdo randémica do DNA polimorfico (RAPD-PCR)

A diversidade das amostras diarreiogénicasEdeoli (n=48) foi investigada pelo
RAPD-PCR. Os perfis eletroforéticos foram obtidogpeegando os iniciadores 1254, A04 e
M13 (tabela 28, figura 26). As reacdes de amplddm geraram perfis polimorficos estaveis e
reprodutiveis, compostos por 2 a 6 bandas (iniciadb4), 2 a 8 bandas (iniciador A04) e 5 a
10 bandas (iniciador M13) variando entre 500 — PpB00500-3000pb, 500-2000pb,
respectivamente. Na populacao bacteriana potersménenteropatogénica, o iniciador A04
apresentou maior poder discriminatério detectaritlpetfis eletroforéticos, seguindo o 1254
com 23 perfis e o M13 com 19 perfis (Quadro 4). paiotipo aEPEC (n=27) foram
detectados 15 perfis com o iniciador 1254, 12 pexdm o iniciador AO4 e 11 perfis com o
iniciador M13. No patotipo EAEC (n=17) foram detetds 6 perfis com o 1254, 11 com o
A04 e 6 com o M13. No patotipo ETEC (n=4) foramedéados 2 perfis com todos o0s
iniciadores.
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1Kb 8IV 2411 241V 24V 1Kb  18VII 18VIIl 30111 301V 33Vl 33VIl 541V 1Kb 2vi 41 4l 4V 4V 4Vl 7Il
ETEC EAEC EPEC
A04
1Kb 8IV 2411 241V 24V 1Kb  18VII 18VIIl 30111 301V 33Vl 33VIl 541V 1Kb 2vi 41 4l 4V 4V 4Vl Il
ETEC EAEC EPEC
M13
1Kb 8IV 24111 241V 24V 1Kb 18Vl 18VIll 3011 301V 33VI 33VIl 541V 1Kb 2vi 41 4m 4V 4V avi 7i
ETEC EAEC EPEC

Figura 26. Perfis eletroforéticos de amostras potencialmenterovirulentas d&. coli obtidos a partir
da amplificacdo randémica do DNA polimérfico utilizdo os iniciadores 1254, A04 e M13. Colunas: (1)
padrdo de peso molecular 1Klhegenda. (ETEC) Escherichia coli enterotoxigénica; (EAEC)
Escherichia colienteroagregativa; (EPEE}pcherichia colienteropatogénica.
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Tabela 28.Representacao numérica dos perfis de RAPD-PCRrdastas potencialmente enterovirulentas de

E. colia partir dos iniciadores utilizados.

PATOTIPOS PRIMERS PATOTIPOS PRIMERS

AMOSTRA 1254 A04 M13 AMOSTRA 1254 A04 M13

sIv 1 1 1 alv 10 15 11

ETEC 24111 2 2 2 av 10 15 11

241V 2 2 2 4V| 10 15 11

24V 2 2 2 71 11 16 12

18V 3 3 3 71 12 16 12

18Vl 4 4 3 711 12 16 12

301 4 5 4 7V 12 16 12

3011 4 6 4 12V 13 17 13

30111 4 7 4 12VIl 14 18 14

301V 5 6 4 1311 15 19 12

30V 3 8 5 2011 10 20 13

32vI 5 6 4 20111 16 20 14

EAEC 32VII 6 8 5 EPEC 20V 17 20 13

33vi 6 9 5 20VII 18 20 13

33Vl 6 9 5 2611 19 21 15

371 7 10 6 26111 19 21 15

461l 6 11 7 26V 19 22 16

a6l 6 12 7 341 20 23 16

46V 6 12 7 3411 20 23 16

46VI 6 11 7 34111 20 23 16

541V 8 13 8 341V 20 23 16

2Vi 9 14 9 34VI 21 23 17

EPEC 4] 10 15 10 4211 22 24 18

alll 10 15 11 55V 23 25 19

TOTAL 23 25 19

4.12.1 Andlise da relagéo de identidade genética

A analise da relacdo de identidade genética aaveima populacdo diversa com

amostras dispostas isoladamente e organizadas wgnsgclonais, apresentando indices de

similaridade variando 10-52% (iniciador 1254), 248Qiniciador A04) e 5-58% (iniciador

M13) (Figura 28, 29 e 30). A relacdo de identidgdrética e o agrupamento obtido a partir

dos diferentes iniciadores utilizados foi concotdapara as amostras de cada patotipo

incluidas nesta analise.

compartilharam também as demais caracteristicastoolo.
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Figura 28. Dendrograma gerado a partir da técnica de RAPD-B@Rando o iniciador M13 para as amostras
definidas como ETEC.
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Figura 29. Dendrograma gerado a partir da técnica de RAPD-R@iRando o iniciador M13 para as amostras

definidas como EAEC.
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Figura 30. Dendrograma gerado a partir da técnica de RAPD-R@iRando o iniciador M13 para as amostras

definidas como aEPEC.
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Quadro 6. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas inveddiganas amostras de. coli potencialmente

enterovirulentas.

Caracteristicas genotipicas

Caracteristicas fenotipicas

RAPD-PCR Teste de sensibilidade antimicrobianos
ALDEIA PATOTIPO | AMOSTRA o Grupo L
MPCR Hibridizagdo filogenético Aderfenua
em células
1254 A04 M13 epiteliais Resisténcia Resisténcia intermediaria
ETEC 81V astA It 1 1 1 A SPT LI LXV
EAEC 18Vl aggR att 3 3 3 B1 AA XLVII SOMENTER
18Vl aggR att 4 4 3 B1 AA XXXVIII SOMENTE R
2vI escV - 9 14 9 B1 SPT SOMENTEI XXX
41 escV eae 10 15 10 Al SPT XXXVIII SOMENTER
4n escV eae 10 15 11 B1 SPT LXX XXX
4Iv escV eae 10 15 11 B1 SPT LIX i
AY, escV eae 10 15 11 B1 SPT Lin LXVII
4vl escV eae 10 15 11 A SPT XXXVIII XLVII
SAPUKAI 71 escV - 11 16 12 A SPT SOMENTE | XXVIII
71 escV - 12 16 12 A SPT XLl X1
aEPEC 7111 escV - 12 16 12 A SPT SOMENTE | XVl
v escV - 12 16 12 A SPT X1 XIV
12v escV/uidA | - 13 17 13 A2 SPT Xl 1
12vil - eae 14 18 14 B2' AA XXXVII I
1311 - eae 15 19 12 A SPT XXXVIII SOMENTER
2011 escV eae 10 20 13 Al SPT XXVII XXVIII
2011 escV/uidA  |eae 16 20 14 Al SPT XXVII v
20V - eae 17 20 13 A SPT XXXVIII SOMENTER
20VII escV/uidA  |eae 18 20 13 A SPT XXVII SOMENTER
2411 It/estlb/astA| - 2 2 2 A SPT XXIV I
ETEC 241V It/estlb/astA| - 2 2 2 A2 SPT XVl XVl
24V It/estlb/astA | - 2 2 2 I SPT XXIV SOMENTE R
301 aggR/pic/uid| att 4 5 4 D AA n XV
3011 aggR/pic att 4 6 4 D AA XXXIV SOMENTER
3011 aggR/pic att 4 7 4 D AA Xl SOMENTER
301V aggR - 5 6 4 D AA n SOMENTER
PARATY 30V aggR - 3 8 5 B1 AA LXXI Vil
MIRIM EAEC |37 aggR/astA | - 7 10 6 A2 AA XXIV I
4611 aggR att 6 11 7 B1 AA XXXV SOMENTER
46111 aggR att 6 12 7 B2? AA XXXV SOMENTER
46V aggR att 6 12 7 B2? AA XXIV SOMENTE R
46VI aggR att 6 11 7 B2? AA XXXV SOMENTER
541V aggR/astA |- 6 13 8 A AA SOMENTES SOMENTES
aEPEC 4211 escV - 22 24 18 Al AA SOMENTE| v
55VI escV - 23 25 25 B1 SPT SOMENTE | IV
32vI aggR att 5 6 4 B1 AA LXVIII SOMENTER
RIO EAEC 32Vl aggR att 6 8 5 B1 AA XXXVIII I
PEQUENO 33vI aggR - 6 9 5 A AA XLIX Y%
33Vl aggR - 6 9 5 A AA XXVII LXIII
2611 escV - 19 21 15 A AA n I
MAMANGUA aEPEC 26111 escV/uidA - 19 21 15 A? SPT XXIV SOMENTE R
26V escV - 19 22 16 A? SPT XXIV SOMENTE R
341 escV eae 20 23 16 Al SPT XVI XLVIII
3411 escV eae 20 23 16 B1 SPT XV X
ARAPONGA aEPEC 34111 escV eae 20 23 16 B1 SPT XXX LIV
341V escV eae 20 23 16 Al SPT n I
34V escV eae 21 23 17 A SPT LIV XXIV

Legenda. (ETEC) Escherichia coli enterotoxigénica; (EAEC)Escherichia coli enteroagregtiva; (aEPEC)

Escherichia coli enteropatogénica atipica (SOMENTE R) amostras s&msisténcia

intermediaria a

antimicrobianos; (SOMENTE |) amostra somente cosit@&acia intermediaria a antimicrobianos; (SOMENI)E

amostras sem resisténcia e resisténcia intermadidantimicrobianos.
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5 DISCUSSAO

A diarreia é causada por uma variedade de agdrdeterianos, sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade, tant paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. O diagnostico inadequado ou o diagnostico etioldégico tem impacto
significativo sobre a Saude Publica, podendo rasuk morte anual de milhares de criancas
abaixo de 5 anos de idade no mundo (Watheal, 2010; WHO, 2011), agrava-se a situacao
pois os laboratérios de exames de rotina ndo séipasps para a deteccdo das variantes
enteropatogénicas descherichia coli Sabe-se que os patotipos de DEC, através de seus
diversificados mecanismos de viruléncia, estdosilaados em pelo menos 6 subgrupos,
sendo eles:E. coli enteropatogénica tipica (EPECt) ou atipica (aEPEE) coli
enterotoxigénica (ETECE. coli produtora de toxina Shiga (STE®), coli enteroagregativa
(EAEC); E. coli enteroinvasora (EIEC); e. coli de aderéncia difusa (DAEC) o que requer a
necessidade de ferramentas diagnosticas mais geef@arke, 2001; Croxen & Finlay,
2010).

Deve-se dar um especial destaque a regibes d® ldvel de desenvolvimento
socioecondmico, nas quais os reflexos das condigfesarias de saneamento basico e o
limitado acesso a agua potavel, por exemplo, sddemrsiados pelas elevadas taxas de
morbidade e mortalidade provocadas por diarreisasaggides (Boschi-Pintet al, 2008;
Lozer, 2011; Ochoeet al 2011). Diversos estudos demonstram que essadadalié
encontrada nas populacdes indigenas no Brasil (Hduetal, 2002; Boiaet al, 2010; Souza
et al, 2010 Cardoset al, 2011).

O presente estudo realizado com amostras degagandigenas da etnia Guarani, que
vivem em condic¢des precérias de higiene e sanearhasico nas aldeias no sul do estado do
Rio de Janeiro, mostrou a circulacéo e coli diarreiogénica. Com excecdo da EAEC,
nenhum outro patotipo esteve associado com diaresimetanto, o estudo evidenciou o

elevado numero de criancas colonizadas por alguotijpa
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5.1 Propriedades e potencialidades de viruléncia damostras bacterianas isoladas nas
diferentes aldeias indigenas.

Nesse estudo foram analisadas 314 amostras a#i isoladas de 57 criangas indigenas
menores de 5 anos de idade, com e sem diarreiadoras das aldeias Araponga, Rio
Pequeno, Mamangua, Sapukai e Paraty Mirim e mendaatnia Guarani no sul do estado
do Rio de Janeiro. Os patotipos DEC foram detestasln 15% (48/314) das amostras
estudadas. aEPEC (56%; 27/48) foi o patotipo preusmie, seguido de EAEC (36%; 17/48)
e ETEC (8%; 4/48). Os outros patotipos investigadd® foram detectados pelas
metodologias moleculares empregadas.

Os patotipos DEC foram isolados de 19 criancas () ou sem diarreia (18). Nao ha
relatos na literatura sobre a distribuicdo entdégenas no Brasil, sendo assim, representamos
a primeira descricdo sobre a circulacdo e a caizatdo desses enteropatdégenos entre
criancas de uma ampla faixa etaria pertencentemaridades da etnia Guarani. Estudos que
demonstram que a populacéo indigena Guarani ihfabtianos) é mais susceptivel a doencas
infecciosas quando comparada a criangas nessa nias@aetaria da populacdo brasileira
nao indigena (Chaves al, 2006; Cardoso, 2010).

A populacéo indigena em estudo vive em aldeias p@carias condicdes de higiene e
saneamento basico, o que potencializa a dissenoirdgganicrorganismos patogénicos. Em
nosso estudo, o isolamento desses enteropatégenasadcas sem diarreia, continuamente
expostas a um meio ambiente desfavoravel, confeapel dessa populacdo indigena como
reservatorio e fonte em potencial de transmississes enteropatdégenos. Estudos
epidemioldgicos evidenciam o envolvimentoElecoli em situagdes epidemioldgicas criticas
como surtos e epidemias, além da associacdo codrogualinicos de grande severidade
levando inclusive a morte (Cohenhal, 2004; Gomez-Duartet al, 2010; Franlet al, 2011).
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5.2 Prevaléncia dos patotipos intestinais de. coli (DEC).

O isolamento de DEC a partir de material fecabdancas sem o quadro diarreico é
descrito e sua interpretacdo € bastante complegagrendo o esclarecimento do contexto
epidemiolégico envolvido. A colonizacdo assintocegpode ser resultado de varios fatores
como o patdgeno, o hospedeiro e o ambiente. A idadbeospedeiro € um dos fatores de
protecdo. Na idade primaria, a lactagdo, os amisotransplacentarios ajudam na resposta
imune do bebé, ja na idade maior os fatores degiotsdo baseados no desenvolvimento da
imunidade natural em funcéo das infec¢oes prévass fatores do patégeno, podemos dizer
gue a sua carga genética e de viruléncia podentittinam sistema complexo requerendo,
para sua plena expressdo, o0 envolvimento de det@nteis genéticos e moléculas
complementares, como por exemplo, genes reguladomsnponentes adicionais efetores.
Atualmente as investigacbes sdo centradas no esteidgenes associados a quadros de
diarreias mais graves, mas as coinfec¢des difioudtadentificacdo do agente responsavel da
doencga, assim como a ocorréncia de infeccbes miStasmbiente insalubre, por sua vez,
desempenha um papel relevante como disseminaéseevatério (Wenneras & Erling, 2004;
Ochoaet al, 2011).

Os resultados obtidos permitiram identificar osoppbs aEPEC (18%,10/56), EAEC
(12%, 7/56) e ETEC (3%, 2/56) entre as criancagermhs menores de 5 anos de idade, com
e sem diarreia. aEPEC foi isolada de criancas deeges a 5 anos de idade, sem diarreia,
moradoras das aldeias Sapukai, Mamangua e Paraty.NHAEC foi isolada de criangas de
17 dias a 5 anos de idade, moradoras das aldegakéaRio Pequeno e Paraty Mirim, sem
(n=6) e com diarreia (n=1), essa Ultima apreseatgoaddro agudo e febre. ETEC foi isolada
de duas criancas sem diarreia, ambas com 3 anidadks, moradoras das aldeias Sapukai e
Paraty Mirim. Este achado corrobora estudos ame=ri@ue detectaram a presenca dos
patotipos EPEC, EAEC e ETEC tanto em criancas sajnaglro diarreico como também
isolados de animais domésticos e da agua (Catrlals2011; Mouraet al, 2012).
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5.2.1 Escherichia colienteropatogénica atipica (aEPEC).

aEPEC vem sendo reconhecida como um enteropat@geai@ente e a literatura ainda
apresenta informacdes restritas sobre esses maaisngos e seu papel na génese na diarreia
permanece controverso (Ochelal 2008; Hernandest al, 2009). A frequéncia de aEPEC
(56%; 27/48) em nosso estudo, o0 patotipo mais é&eigy foi maior do que a frequéncia
relatada em diversos centros urbanos do mundoandwia prevaléncia de 7% a 46%
(Regua-Mangiat al, 2004b; Péreert al, 2010; Bugareét al, 2011). A frequéncia de aEPEC
foi absoluta entre criancas sem diarreia, essanaiasée relacdo com a diarreia pode ser
explicada pela heterogeinicidade desse patofistudos recentes tém relatado o crescente
envolvimento de aEPEC como causa de diarreia, tantte 0s mecanismos de
patogenicidade e o papel na doenca diarreica rexueraiores esclarecimentos. (Franzolin
et al, 2005; Moreireet al, 2008; Moureet al, 2009; Sampaiet al, 2011).

5.2.2 Escherichia colienteroagregativa (EAEC).

EAEC é um patotipo emergente com elevada divadsidfenotipica e genotipica,
frequente em paises em desenvolvimento. Tem sathdis com muita frequéncia de criancas
com o quadro de diarreia persistente e desnut(f@éeke & Nataro, 2001; Regua-Mangt
al, 2009a). A elevada diversidade caracteristicpatotipo, dificulta a identificacdo de uma
caracteristica estavel para a identificacdo degoate requerendo a investigacdo de diversos
marcadores. No presente estudo, a taxa de preialncde 26% (17/48) e apenas esse
patotipo foi isolado do caso de diarreia, compreadd duas amostras de uma crianca de 9
meses idade, com quadro agudo e febre. A hetezmipete da categoria também foi
observada nas amostras isoladas, corroborando elatos que descrevem a importancia do
emprego de diversas técnicas para o diagnostice pneciso da categoria (Regua-Mangfia
al, 2009a; Regua-Manggt al, 2009b; Estrada-Garcia & Navarro-Garcia, 2012).

A patogénese da EAEC é caracterizada pela formagdon espesso biofilme e pelo
aumento da secrecdo de muco pelo epitélio intéstisse aspecto pode representar uma
longa colonizacdo pela bactéria e o0 episodio gergs ou, mesmo sem diarreia,
comprometer o estado nutricional da crianca (Kapat 2004). Logo, a elevada prevaléncia
de EAEC observada na populacdo estudada, mesméquienha sido associada a diarreia,

indica uma taxa de colonizagao significativa.
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5.2.3 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

ETEC € um classico patotipo @ coli diarreiogénica frequentemente associado com
quadros agudos de diarreia, em criangcas menor@sat@s de idade, moradoras de regides
endémicas. No presente estudo, as amostras ETE@ fisoladas de duas criangcas sem
diarreia, ambas de 3 anos de idade. A auséncian@mopatia pode ser explicada pela
colonizagdo prévia e imunidade (Qaati al 2005; Ochoaet al 2011). Entretanto, 0s
marcadores genéticos e fendtipos encontrados dst@sordo com os achados da literatura
para populacdes nao indigenas. No presente tralfaliaon identificadas nas 4 amostras de
ETEC o gendt. Resultados de outras pesquisas no Brasil tam@&@naéscrito que a maioria
das cepas isoladas de ETEC é portadora do genea parasendo o isolamento de ampstras
carreadoras do geisé Apesar da baixa frequéncia de isolamento doipat&TEC em nosso
estudo (8%; 4/48), a taxa esta em conformidade cotros estudos epidemiolégicos que
apresentam uma frequéncia de ETEC variandd,2% a 9%. (Regua-Mangiat al, 2004a;
Franzolinet al, 2005; Garciat al, 2011).

5.3 Agrupamento filogenético das amostras potencraknte enterovirulentas.

De acordo com a literatura, as cepagdeoli comensais pertencem em sua maioria ao
grupo filogenético A e em menor proporgéo ao gidpee as agentes de doencga diarreica séo
encontradas nos grupos A, B1 e D. As linhagensgpaioas agentes de doencas extra-
intestinais tém sido classificadas como pertensert® sua maioria ao grupo B2 e em menor
escala ao grupo D (Clermoat al, 2000; Regua-Mangiat al, 2009b). Nossos resultados
permitiram classificar as 48 amostraskElecoli potencialmente enterovirulentas nos quatro
filogrupos genéticos descritos por Clermont (200Bs amostras foram classificadas
principalmente no grupo A (56%; 27/48), seguindossélogrupo Bl (26%; 13/48) e os
grupos B2 e D, ambos com representatividade de2@is @/48).

A presenca majoritaria de amostras pertencerassfilngrupos A e Bl corrobora
resultados encontrados em estudos com amostraslasotie criancas abaixo de 5 anos de
idade, que contemplam amostras comensais, de owgennental e/ou agentes de doencas
diarreicas. Amostras classificadas no grupo B2nforaenos frequentes e, geralmente, o
filogrupo abriga linhagens patogénicas agentesideg¢des extra-intestinais. E unanimidade
entre autores o reconhecimento da importancia g@stado e identificacdo dos grupos
filogenéticos podem contribuir para o conhecimeat@ entendimento da diversidade e
potencial de viruléncia dessa espécie em diferasuasinidades e sistemas ambientais (Le
Gall et al, 2007; Regua-Mangiet al, 2009b).

72



5.4 Amplificacdo randémica do DNA polimérfico.

O ensaio de amplificacdo randémica do DNA poliicér (RAPD-PCR) tem sido
amplamente utilizado como modo de tipagem moleculavido a sua simplicidade,
sensibilidade, flexibilidade e seu relativo baixsto. Esta técnica foi utilizada com éxito por
Pacheco e colaboradores (1997) e Regua-Mangiaabaradores (2010) para o estudo de
diversidade e da inter-relagdo de amostra=deoli provenientes de diferentes origens
evidenciando perfis genéticos grupo-especificos.

No presente estudo, a analise de identidadeigarggrmitiu detectar que a populacao
de E. coli, independente do patotipo € geneticamente diversagetanto, ha uma relacéo
genética mais estreita entre as amostras orildelama mesma crianca, sugerindo constituiu
a mesma amostra. Perfis RAPD idénticos entre Ididas com o emprego dos trés
iniciadores utilizados (1254, A04 e M13), foram elysdos entre amostras isoladas de uma
mesma crianga evidenciando a circulacdo da mespa @e ETEC, EAEC e aEPEC. A
diversidade detectada reflete a elevada plastieidgenémica caracteristica da espécie
bacteriana que através de mecanismos genéticoamndéeréncia promove a movimentacéo de
fragmentos de tamanhos variados. Esta plasticidadste como resultado de adicao,
rearranjos, excisdes e transferéncia horizontafjetees de viruléncia, que na maioria das
vezes, se encontram albergados em elementos gengtiveis (Le Galét al, 2007; Croxen
& Finlay, 2010).

5.5 Heterogeinicidade genética e seu papel na gémds diarreia.

A identificacdo precisa destes patotipos requenprego de métodos fenotipicos, como
o teste de aderéncia em células epiteliais, tete¢exigenicidade e de métodos moleculares,
como ensaios de hibridizacdo e amplificacdo de DHAtretanto muitos dependem de
conhecimento especializado e sdo restritos a labma de pesquisa. Isso limita a analise e
consequentemente, o conhecimento sobre a epidgiaalos diversos patotipos na génese

da diarreia e sua diferenciacao dentre as cepBs @#i constituintes da microbiota normal.
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5.6 Analises estatisticas: ocorréncia dos patotipantestinais entre criancas de aldeias
indigenas.

Através de andlises estatisticas foi possivel percama associacdo pela Razdo de
Prevaléncia (RP) e do teste do Qui-quadradh (ue mostra que as aldeias pequenas
(Araponga, Mamangua e Rio Pequeno) tém menor chdacapresentarem um patotipo
quando comparadas as aldeias Sapukai e Paraty Mgue sao aldeias com maior
proximidade dos centros urbano. Testes foram fegiéwa identificar a prevaléncia e a razao
de prevaléncia sobre cada patotipo especifico paeiaa indigena, porém nao foram
estatisticamente significativos. A faixa etaria @ea 1 ano de idade também apresentou
resultados estatisticos significativos que postbam a interpretacdo dessa faixa etaria como
a de maior chance de apresentar um patotipo quamtparada com criancas mais velhas
pertencentes as faixas etarias >1 a 3 e >3 a S5dmatade, entretanto, ao analisarmos por
aldeia ndo obtivemos valores estatisticamentefgigtivos.

5.7 Padrdes fenotipicos de aderéncia em célulasitefiais HEp-2 em cultura nas
amostras potencialmente enterovirulentas.

Métodos moleculares desenvolvidos para o diagmstieno o teste de Hibridizacdo
em colbnias e a PCR para a pesquisa do plasmidedeténcia pAA (também designado
pCVD432 na amostras prototipo de EAEC 17-2 e rgmteslo pelo genaggR vém sendo
utilizados largamente na deteccdo de EAEC (Toeteal 2005), o que tem apresentado
alternativas a utilizacdo do teste de aderénciacéhalas epiteliais HEp-2 em cultura.
Entretanto, nem todas as amostras EAEC possuenasmigleo pAA, o que dificulta o
diagndstico e contribui para a heterogeneidadeatiatipo. (Okeke & Nataro, 2001; Estrada-
Garcia & Navarro-Garcia, 2012). No presente estadasepas de EAEC foram identificadas
inicialmente pelos ensaios moleculares PCR mukipée Hibridizagcdo em colbnias e
posteriormente pelo ensaio fenotipico de aderéemwiacélulas epiteliais HEp-2 em cultura.
Das 17 cepas EAEC identificadas pelos ensaios mlales, 100% (17/17) apresentaram o
padrao tipico de aderéncia agregativa (AA), taat@eriodo de 3 horas quanto no periodo de
6 horas, dado que corrobora com muitos estudosi@ete evidenciando a importancia do
ensaio no diagnostico deste enteropatégeno coadmlepadrao-ouro (Roset al 1998;
Nataro, 2005).

As amostras identificadas como ETEC e aEPEC dntispamente, 8%; 4/48 e 56%,
27/48) também foram primeiramente caracterizadagpsaios moleculares e posteriormente
pelo ensaio de aderéncia em células epiteliais HEm cultura, tanto em periodos de 3 horas
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quanto periodos de 6 horas. 100% (4/4) das amadfasdas como ETEC apresentaram o
perfil de aderéncia agregativa (AA) no periodo deBas de incubacdo e foram sem padrédo
tipico (SPT) no periodo de 6 horas. Regua-Mangieolaboradores (2004a) realizaram
ensaios de aderéncia com células epiteliais Hez2@0-2 e em ambos 0s ensaios, amostras
ETEC apresentaram um padréo difuso (AD) (HEp-2, 71%/21 e CaCo-2, 76% - 16/21) ou
foram sem padréo tipico (HEp-2, 29%, 6/21 e CaC42 - 5/21).  J& as amostras EPEC,
geralmente, apresentam um padréo localizado (Adrnd@do por microcol6nias compactas,
entretanto, muitos estudos ja vém identificandoasufiormas de aderéncia para cepas aEPEC,
como por exemplo, o padrado categorizado posterimieneomo “like localized adherence”
(LAL), padréao de aderéncia difusa (AD) ou agregati®kA) (Trabulsiet al, 2002; Hernandes
et al, 2009; Moraet al 2009). No presente estudo, 11% (3/27) das ansostEPEC
apresentaram um padrao de aderéncia agregativaté®f) no ensaio de 3 horas quanto no
de 6 horas. O restante das amostras (89% - 24iPathfsem padréo tipico (SPT) em ambos
os periodos de incubacéo.

As atipias observadas quanto ao padrao de adzm@mice as ETEC e aEPEC poderiam
ser esperadas por se tratarem de amostras isaladesancas sem diarreia, cujo elevado
intercambio genético com a comunidade microbianassipelmente, comprometeu o

potencial genético e , consequentemente a exprded@notipo caracteristico.

5.8 Padrdes fenotipicos de aderéncia em célulasiteliais HEp-2 em cultura nas
amostras carreadoras dos genexstAepic.

Muller e colaboradores (2007) realizaram testegatit&do de aderéncia com células em
cultura, padrédo ouro para a classificacdo do petdEiAEC e observaram a ocorréncia de
falsos positivos para as cepas que carreavam serm@anestAou pic.

Recentemente tem sido reportado que o @gestb& esta presente ndo s6 em amostras
EAEC, mas também em outros patotiposEdeoli diarreiogénica incluindo EPEC (Mo&t
al, 2009; Hernandest al, 2009). Os nossos resultados corroboram estavalgser visto que
0 geneastA esteve presente em grande parte das amostrasxipane marcadores de
enteropatogenicidade, mesmo sem ser definido afzatotipo especifico, assim como esteve
presente em amostras aEPEC, ETEC e EAEC.

Das 77 amostras que amplificaram somente o gst® 7% (5/77) apresentaram o
padrédo de aderéncia localizada (AL), 31% (24/7ppdrao de aderéncia agregativa (AA) e
62% (48/77) foram sem padréo tipico (SPT) nos emssde 6 horas. Ja o gepe& foi

encontrado em poucas amostras incluidas neste ogsamdretanto, suas combinacdes
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genéticas foram sempre ligadas ao patotipo EAEQu® corrobora com os achados de
Liberatore e colaboradores (2007). Quando houvenpliicacdo deste gene somente, foi
feito o ensaio de 6 horas de aderéncia em célylidsliais em cultura e 100% (2/2) das
amostras apresentaram o perfil de aderéncia agr@gaue definiria as amostras como

pertencentes ao patotipo EAEC.

5.9 Perfil de resisténcia a antimicrobianos nas amstras incluidas no estudo.

Durante os ultimos anos, a utilizacdo de antimiemodis tem aumentado de forma
exponencial na medicina humana para tratar e pirevdrencas, em consequéncia,
principalmente, em paises em desenvolvimento, ehssr o0 surgimento de novos
mecanismos de resisténcia e a rapida disseminaggom@canismos ja existentes. Essa
disseminacédo € responsavel pelas altas taxashderfas tratamentos de infecgcdes em todo o
mundo e € considerado um dos maiores desafios émeSaublica no mundo moderno
(Rossi, 2011). Contudo, é evidente que a preocopaggrca de efeitos adversos para a saude
humana e do ambiente vem aumentando. Muitos estidsossido realizados visando a
pesquisa de caracteristicas de resisténcia emangaiwismos no ambiente hospital (Jaédri
al, 2009; Idresgt al, 2010; Garciat al, 2011; Jadhaet al, 2011; Bartolonet al, 2012).

No presente estudo, 276 (88%) amostras isoladasridngas moradoras das cincos
aldeias incluidas no estudo, foram resistentediriden 72 perfis de resisténcia, sendo que 8
padrées isolados (AMI; AMP; CFL; CPM; GEN; NIT; NOQRSUT) e 64 padrdes de
multirresisténcia para até 11 antimicrobianos. Aldisso, a resisténcia intermediaria foi
detectada em 203 (65%) amostras pertencentes a #mlaldeias incluidas no estudo e
definiram 76 perfis de resisténcia intermediariand® 12 padrbes isolados (todos os
antimicrobianos testados) e 64 de multirresistéimteamediaria para até 6 antimicrobianos.

Os resultados obtidos no teste de sensibilidadatianicrobianos revelaram a ampla
ocorréncia da resisténcia bacteriana na populagdiyena em estudo. Essa observacéo
reforca a necessidade de uma vigilancia epidemgadgais, visando evitar a selecdo e a
disseminacdo da resisténcia bacteriana, especi@msa considerarmos a emergéncia da
resisténcia para antimicrobianos de Ultima gerag@uoo, por exemplo, o antimicrobiano
cefepime, que embora ndo tenha apresentado o peticentual de ocorréncia ja apresenta
niveis consideraveis de resisténcia e de um femdtitermediario (Marshalet al, 2009;
Rossi, 2011; Aslaret al, 2011; Llane®t al, 2012).

Em relacdo ao padrdao de multirresisténcia, podediver que o estudo apresentou

niveis altos de grande relavancia a Saude Puligando apenas alguns antimicrobianos séo
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testados, ha dificuldades na aplicacdo do termomdéirresisténcia, especialmente os
fendtipos XDR (extensively drug-resistant) e PDRingrug-resistant). No caso de testes
imcompletos pode-se somente categorizar as amasinas possiveis-XDR/PDR, entretanto,
as categorias possiveis ndo podem ser comparadas sin apesar de seu valor
epidemioldgico. Nao ha relatos na literatura s@bresisténcia a antimicrobianos em amostras
de E. coli isoladas de criancas indigenas no Brasil, porénfenétipos de resisténcia
detectados mundialmente s&o, principalmente, meladios a conduta terapéutica no que diz
respeito ao uso indeterminado de antimicrobiaresutibioticoterapia empirica e, por isso, 0
padrédo e as caracteristicas podem refletir condotass (Jadhaet al, 2011; Bartolonkt al,
2012; Llaneset al, 2012). Nas aldeias incluidas no estudo, é conriangas adoecerem por
doencas respiratorias e diarreia, e geralmenteatantento é empirico (Marinho, 2000;
Cardoso, 2010). Adiciona-se ao fato de que essalggim € culturalmente exposta ao
ambiente, onde se deparam com uma elevada diveesidé&robiana composta, como por
exemplo, bactérias e fungos diversos, os quaisrgdbe naturalmente determinantes de
resisténcia que podem ser transferiveis por meuasisdiversos entre membros de
comunidades microbianas.

Esse estudo representa o primeiro relato solmiecalacdo e a caracterizacdo desses
enteropatdogenos em criancas indigenas no Brasdorunto dos resultados obtidos visa
contribuir para alertar e subsidiar o planejameatdgoestratégias na area da vigilancia em

saude indigena.
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6 CONCLUSOES

O Amostras bacterianas pertencentes a espgsiberichia colicom propriedades e
pontencialidades de enteroviruléncia foram detastadirculando na populagéao

indigena em estudo entre criancas das aldeias &ap&laraty Mirim.

O A deteccado da alta prevaléncia dos grupos filogerstA e B1, indica a circulacéo
de estirpes que normalmente ndo estdo associadagasps clinicos severos em

seres humanos.

O O diagnéstico molecular realizado pelo PCR-Multiptietectou maior prevaléncia
dos patotipos diarreiogénicos quando comparado @mdo de hibridizacdo em
colénias, reforcando estudos prévios que atribueiomsensibilidade a ensaios de

amplificacéo.

U Os patotipos aEPEC, EAEC e ETEC foram detectadasilahdo em criangas
assintomaticas e pertencentes a uma ampla faixia, et@nferindo assim a esses
individuos, um papel relevante como reservatoriopotenciais disseminadores

desses enteropatdgenos no ambiente.

O A andlise de genoma total detectou elevada divemisigienética bacteriana e revelou
gue os patotipos aEPEC, EAEC e ETEC caracterizgmilagdes de origem néo-

clonal.

O Nao foi observada a existéncia de perfil RAPD patér para um dado municipio ou
aldeia, nem mesmo uma associagao estreita conpestas clinico-epidemioldgicos

da populacéo indigena em estudo.

O A expressao dos fendtipos de aderéncia, em esgasamostras de EAEC, reforca
0 reconhecimento dos ensaios de adesdo como tahfopouro para o diagnoéstico
deste patotipo.
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0 A ampla circulagdo de amostras exibindo padrbes nadtirresisténcia a
antimicrobianos, envolvidos com diferentes mecaosnde resisténcia, vem
contribuir para o reconhecido papel do meio ambiemh disseminacdo dessa

propriedade.

O O fendtipo de resisténcia intermediéria, detecemioamostras isoladas de todas as
aldeias, alerta para a emergéncia de crescentes mig resisténcia, em especial,
considerando a expressao desse fenotipo para desgesicrobianas de ultima

geracao.
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7/ COLABORADORES

A proposta de dissertacdo de Carla Vercoza Lopeth@, aluna do Programa de poés-
graduagdo em Saude Publica, foi desenvolvida smmtacdo da Dra. Adriana Hamond
Regua Mangia e segunda-orientacdo do Dr. André &dyrsantos Périssé.

O isolamento das amostras He coli foi previamente realizado no Laboratério de
Epidemiologia Molecular do Departamento de Cién®asogicas da Escola Nacional de
Saude Publica Sérgio Arouca, da Fundacao Oswalap FIOCRUZ/RJ.

A investigacdo de marcadores genéticos de enteggracidade por ensaios de
amplificacdo e os testes de resisténcia a antibimmos foram realizados no setor de
Epidemiologia Molecular do Departamento de Cién@asdgicas da Escola Nacional de
Saude Publica Sérgio Arouca (DCB/ENSP), sob sup@&ovila orientadora e responsavel pelo

Setor de Epidemiologia Molecular.

A investigacdo de marcadores genéticos de enteggracidade por ensaios de
hibridizacdo foram realizados no Departamento derdbiologia da Universidade Federal de
Sé&o Paulo (UNIFESP), sob responsabilidade da préfaTania Tardelli Gomes.

Os ensaios de aderéncia foram realizados na Wideele do Estado do Rio de Janeiro
sob a supervisao da profd. Dr2. Ana Claudia deaPRoka, professora do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Unsidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ).

O projeto contou com a colaboracéo da pesquisddiarea Marinho do Departamento
de Ciéncias Biologicas da Escola Nacional de Sdfaldica Sergio Arouca, quanto aos

esclarecimentos dos aspectos sécio-culturais dalggio indigena em estudo.

O projeto contou com o0 apoio técnico da servidRomae Mary Pimentel Bezerra.
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ANEXO 1

Parte do questionario, aplicado na coleta do natigal, utilizada para a obtencdo de dados

epidemioldgicos:

identificagdo no projetoes

7. Informacdo adicional:

OBS: AS PERGUNTAS ABAIXO DEVERAOSERF EITAS APENAS PARA
CRIANCAS DE ATE 5 ANOS (COM OU SEM DIARREIA).

& Data de nascimento: / {

§. Fez use de antibidticos nos titimos 13 dias: Sim/Nie

10. Presenca de diarréia {alteragio do némero ¢ da consisténcia das fezes segundo
observagdo da mae, NAS ULTIMAS 24 heras): Sim/Nao

a. Sesim, € a queixa principal? Sim/N3o {especificar):

b. Se sim, quando se mmiciou: {dias)
¢. Se sim, margue a (s) caracteristica (s) das fezes:
i. Pastosa
i. Liquida

ii. Com muco
iv. Com residuos de sangue
v. Samgumolenta
d. Se sim, presenca de febre: Sim/Nio

e. Se sim, presenca de vomitos: Sim/Nao

f.  Se sim, sinais de desidratagdo: Sim/Nio
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ANEXO 2

1) Reagentes e solugdes utilizadas nos ensaios de PCR
1.1) Agar tripticaseina de soja (TSA - Difco™)

40g q.s.p. 1000mL
1.2) Gel de agarose 1,5% (p/v)
UltraPure Agarose (Invitrogen®) 1,5%

TBE 0,5X g.s.p. 100mL

1.3) Solugdo tampado Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X, pH 8.4

Tris-HCI (LGC Biotecnologia®) 0,89M
Acido bérico (Merck’) 0,89M
EDTA (LGC Biotecnologia®) 0,024M

1.4) GelRed (10.000X — Biotium, Uniscence)
Concentragao de uso 1:500 em agua destilada.

1ul g.s.p. 500mL

1.5) Caldo de tripticaseina de soja (TSB — Difco™)

30g q.s.p. 1000mL
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1.6) Gel de agarose 1,0% (p/v)

UltraPure Agarose (Invitrogen®) 1,0%

TBE 0,5X g.s.p. 100mL
1.7) T.E.pH 7,5

Tris HCl 10mM

EDTA 0,1mM q.s.p. 250mL

1.8) Salina 0,85%

NaCl 0,85gq.s.p. 100mL

1.9) Agar Mueller Hinton (MH — Difco ™)

38g q.s.p. 1000mL

2) Reagentes solugdes utilizadas no ensaio de aderéncia

2.1) Meio minino essencial de Eagle (MEM)

Soro fetal bovino 2% 2mL
D-manose 20% 5mL
qg.s.p. 100mL

2.2) Tampao fostato salino (PBS) pH 7,2

Cloreto de sédio 9g g.s.p. 100mL
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