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RESUMO

As doencas diarreicas sao um grave problema de salude publica e permanecem
como uma das principais causas de mortalidade infantil. O objetivo deste estudo foi
determinar a frequéncia de estirpes diarreogénicas de E.coli (DEC), Salmonella spp,
Shigella spp, Campylobacter spp, Yersinia enterocolitica, Vibrio spp, Aeromonas e
Plesiomonas shigelloides em amostras de fezes diarreicas de adultos e criangas no
estado do Parana. Foram utilizados métodos microbiolégicos convencionais para a
cultura e identificagcdo desses patdégenos e a reacdo em cadeia da polimerase para
varios genes alvo (PCR multiplex) para a deteccéo, isolamento e caracterizagao das
estirpes DEC. A determinacao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das
bactérias isoladas foi feita utilizando E-test para Campylobacter e disco-difusdo para
as demais. Um total de 400 amostras fecais foi analisado, sendo 305 provenientes
do Laboratério Central do Estado do Parand (LACEN/PR) e 95 do Laboratério
Municipal de Curitiba (LMC). No total, o indice de positividade foi de 20,7%. Os
patdégenos isolados e as respectivas frequéncias sao: Salmonella spp (9,2%),
Aeromonas spp (6,5%), estirpes de E. coli diarreogénicas (5,2%) e Campylobacter
(1%). Nao foram detectados casos de diarreia associados com Shigella spp, Yersinia
enterocolitica, Vibrio spp, P. shigeloides, EIEC e ETEC. Exceto para Salmonella spp,
para a qual foi observada uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,0066)
quanto a freqiiéncia nas amostras do LACEN (11,5%) e do LMC (2,1%), ndo houve
diferenca significativa nas frequéncias dos outros enteropatégenos isolados nas
amostras dos dois laboratérios. A frequéncia de Salmonella em criancas de 0 - 5
anos foi significativamente menor (p=0,022) que nas demais faixas etarias. Nas
amostras provenientes do LACEN Salmonella spp foi a bactéria isolada com maior
frequéncia (11,5%) e Aeromonas (11,6%) nas amostras do LMC, sendo A. caviae
(8,4%) a espécie predominante. As E. coli diarreogénicas contribuiram com uma
parcela significativa (5,2%) dos casos de diarréia sendo aEPEC (3,2%) o principal
patotipo isolado. C. jejuni foi isolado em frequéncia de 1%. Resisténcia a um ou mais
antimicrobianos foi detectada em todos os grupos de patdgenos isolados neste
estudo. A resisténcia mais comum entre as estirpes de Salmonella foi ao &cido
nalidixico (83,8%) seguido por cloranfenicol, ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprim
(10,8%). Entre as estirpes de Aeromonas a resisténcia mais comum foi a ampicilina
(96,1%, resisténcia intrinseca) como esperado, seguida por amoxicilina/acido
clavulanico (26,9%). Entre as estirpes de DEC, 47% foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados, sendo a resisténcia a ampicilina (52,4%) a mais comum
entre essas bactérias. Entre as estirpes de C. jejuni, resisténcia a ciprofloxacina foi
observada em 75% dos isolados, € a tetraciclina em 25%, sendo todas as estirpes
sensiveis a eritromicina. Os resultados deste trabalho mostram que Salmonella,
Aeromonas e as E. coli diarreogénicas sao as principais causas de diarreia de
origem bacteriana no Parana. Entretanto Aeromonas e DEC n&o fazem parte dos
patdgenos pesquisados na coprocultura nos laboratérios clinicos. A frequéncia
encontrada para estes patégenos no Parana justifica que sejam incluidos nas
andlises de rotina nas coproculturas.

Palavras-chave: Diarreia, Aeromonas, Escherichia coli diarreogénica, Salmonella,
Campylobacter.



ABSTRACT

Diarrheal diseases are a serious public health problem and remain a major cause of
infant mortality. The aim of this study was to determine the frequency of
diarrheogenic E. coli (DEC), Salmonella spp, Shigella spp, Campylobacter spp,
Yersinia enterocolitica, Vibrio spp, Aeromonas spp and Plesiomonas shigelloides in
samples of diarrheal stools of adults and children in the state of Parana.
Conventional microbiological methods were used for culture and identification of
pathogens, and polymerase chain reaction to various target genes (multiplex PCR)
for the detection, isolation and characterization of the DEC strains. The antimicrobial
susceptibility profile of the isolates was determined using test for Campylobacter and
disk diffusion for other bacteria. A total of 400 stools samples were analyzed, being
305 from the Central Laboratory of Parana State (LACEN / PR) and 95 from the
Municipal Laboratory of Curitiba (LMC). Overall the frequency of positive tests was
20.7%. The pathogens found and respective frequencies are: Salmonella (9.2%),
Aeromonas (6.5%), diarrheogenic E. coli (5.2%) and Campylobacter (1%). There
were no detected cases of diarrhea associated with Shigella spp, Yersinia
enterocolitica, Vibrio spp, P. shigeloides EIEC and ETEC. Except for Salmonella spp,
for which a statistically significant difference was found (p = 0.0066) between the
frequencies found in samples from LACEN (11.5%) and LMC (2.1%), no significant
difference was found in the frequencies of the other enteropathogens isolated from
samples of these laboratories. Salmonella frequency among children 0-5 years older
was significantly lower (p=0,022) than in the other age groups. In samples from
LACEN Salmonella were the most frequent pathogen isolated (11.5%) and
Aeromonas (11.6%) in samples of the LMC, being A. caviae (8.4%) the predominant
species. The diarrheogenic E. coli were responsible for a significant proportion
(5.2%) of diarrhea cases and aEPEC (3.2%) was the major pathotype of DEC
isolated. C. jejuni was isolated in frequency of 1%. Resistance to one or more
antimicrobials was detected in all groups of pathogens isolated in this study. The
most common resistance among Salmonella strains was to nalidixic acid (83.8%)
followed by chloramphenicol, ampicillin and trimethoprim / sulfamethoxazole (10.8%).
Among the Aeromonas strains resistance to ampicillin was the most common (96.1%,
intrinsic resistance) as expected, followed by amoxicillin / clavulanate (26.9%).
Among the strains of DEC 47% were sensitive to all antibiotics tested, and the
ampicillin resistance (52.4%) was the most common among these bacteria. Among
the C. jejuni strains, ciprofloxacin resistance was observed in 75% of the isolates,
and tetracycline in 25%, all strains were sensitive to erythromycin. The results of
these study show that Salmonella, Aeromonas and diarrheogenic E. coli are the
major causes of bacterial diarrhea in Parana State. However Aeromonas and DEC
are not sought in the stool culture for enteropathogens in clinical laboratories. The
frequency found for these pathogens in Parana warrants its inclusion in the routine
analysis.

Key-words: Diarrhea, Aeromonas, Diarrheagenic Escherichia coli, Salmonella,
Campylobacter.
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1 INTRODUCAO

Diarreia é a segunda principal causa de morte entre criangas menores de
cinco anos em todo o mundo. Quase uma em cada cinco mortes de criangas €
devida a diarréia, somando cerca de 1,5 milhdes a cada ano (UNICEF/WHO, 2009).
Em paises em desenvolvimento, criancas podem apresentar varios episédios de
diarreia aguda por ano. Cada um deles contribui para o ciclo de desnutricao-infeccéao
e comprometimento do crescimento e desenvolvimento dessas criangas (KOSEK,
BERN e GUERRANT, 2003).

Os agentes bacterianos causadores de diarréia mais comuns sao as estirpes
diarreogénicas de Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. € Campylobacter
jejuni (ORLANDI et al., 2006; YONGSY et al., 2008; LOUREIRO et al., 2010). As E.
coli diarreiogénicas (DEC) sao atualmente classificadas em 7 categorias: E. coli
enteropatogénica (tipica — tEPEC, atipica - aEPEC), E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC) (NATARO e
KAPER, 1998; SCHMIDT, 2010). O diagnostico das DEC nao pode ser realizado
utilizando métodos microbiolégicos convencionais isoladamente uma vez que essas
bactérias sado indistinguiveis bioquimicamente das demais E. coli ndo patogénicas
normalmente presentes na microbiota intestinal. A diferenciacdo das DEC requer a
utilizacdo de métodos moleculares, imunoldgicos e/ou cultivo celular (NATARO et al,
1998). Os avancgos nas técnicas de diagnéstico tém aumentado a capacidade de
deteccao destes patdogenos (NGUYEN et al, 2005).

Além desses, varios outros patégenos bacterianos também sdo capazes de
causar diarreia, mas, no entanto, parecem ser menos frequentes (JANDA E
ABBOTT 2011).

Neste trabalho a presenca de estirpes de DEC, Salmonella spp, Shigella
spp, Campylobacter spp, Yersinia enterocolitica, Vibrio spp, Aeromonas spp €
Plesiomonas shigelloides foi investigada, em amostras fecais de pessoas com
diarreia, utilizando métodos microbioldgicos convencionais, e a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) para a deteccao dos patotipos diarreogénicos de E. coli.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As doencas diarreicas sao um grave problema de salude publica nos paises
em desenvolvimento e permanecem como uma das principais causas de morbidade
e mortalidade em todo o mundo (DOSSO, COULIBALY e KADIO, 1998; WANKE,
2001; KOSEK, BERN e GUERRANT, 2003; WHO/UNICEF, 2009). Estima-se que
ocorram cerca de 2,5 bilhdes de casos de diarréia por ano em todo 0 mundo e
aproximadamente 20% das mortes de criancas de 0-5 anos sao relacionadas a
diarréia (BOSHI-PINTO, VELEBIT e SHIBUYA, 2008; WHO/UNICEF, 2009).

Os estudos epidemioldgicos revelam que os agentes bacterianos mais
comumente associados com diarréia sao as linhagens diarreogénicas de Escherichia
coli, Shigella spp, Salmonella spp e Campylobacter jejuni (ORLANDI et al., 2006;
YONGSY et al., 2008; LOUREIRO et al., 2010). Além disso, outros microrganismos
também sao capazes de causar diarréia incluindo bactérias como Vibrio,
Aeromonas, Plesiomonas shigelloides e Y. enterocolitica, protozoarios como Giardia
lamblia, Cryptosporidium spp, Entamoeba e virus como o Rotavirus entre outros
(LANATA e MENDOZA, 2002; DIEMERT, 2006; FALCAOQO et al., 2007; GHENGHESH
et al., 2008; EL QOUGA et al., 2011).

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli é a bactéria anaerdbia facultativa encontrada em maior
namero na microbiota intestinal (NATARO e KAPER, 1998). Este organismo faz
parte da familia Enterobacteriaceae, composta por bacilos Gram negativos,
anaeroébios facultativos e fermentadores de glucose. Desenvolve-se bem em meios
de cultura utilizados na rotina laboratorial como MacConkey e Teague (NATARO et
al., 2007).

E.coli normalmente coloniza o trato gastrointestinal infantil dentro das
primeiras horas de vida e posteriormente desenvolve uma relagcdo de beneficio
mutuo com o hospedeiro. Esta bactéria comensal raramente causa doenca, no

entanto em pacientes debilitados, imunossuprimidos ou quando as barreiras
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gastrointestinais s&o violadas, até mesmo as estirpes de E. coli ndo patogénicas
podem causar infeccao (NATARO e KAPER, 1998).

No entanto, existem varios clones de E. coli que adquiriram fatores
especificos de viruléncia e desenvolveram a capacidade de causar um amplo
espectro de doencas em humanos e até mesmo individuos saudaveis podem ser
susceptiveis a infeccdo por esses agentes (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004;
WILLIAMS, TORRES e LLOYD, 2010). As estirpes patogénicas de E. coli causam
basicamente trés sindromes clinicas: infec¢do do trato urinario, sepse/ meningite e
diarréia (NATARO e KAPER, 1998; HARRINGTON, DUDLEY e NATARO, 2005).

As estirpes de E.coli que causam diarreia humana podem ser divididas em
sete grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica também
conhecida como produtora de toxina Vero ou Shiga (EHEC, VTEC ou STEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogénica tipica (tEPEC), E.coli
enteropatogénica atipica (aEPEC) E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de
aderéncia difusa (DAEC) (NATARO e KAPER, 1998; KAPER, NATARO e MOBLEY,
2004). Cada um desses patotipos tem caracteristicas distintivas relacionados com a
epidemiologia, patogénese, manifestacées clinicas e tratamento (HUANG et al.,
2006).

A identificacdo de estirpes diarreiogénicas de E. coli exige a diferenciacao
dos membros ndo patogénicos que compdem a microbiota intestinal (NATARO e
KAPER, 1998). Na rotina dos laboratérios a sorotipagem tem sido utilizada,
entretanto essa metodologia requer grande numero de anti-soros além de ser um
marcador insuficiente para identificar com seguranca uma estirpe diarréica uma vez
que os antigenos de superficie ndo tém relacao direta com viruléncia (SALYERS e
WHITT, 2002; YANG et al., 2007)

A utilizacdo da sorologia isoladamente para diferenciar estirpes de E.coli
patogénicas pode levar a resultados falso-positivos, uma vez que a confiabilidade da
sorotipagem é limitada a certas estirpes ou sorogrupos (YANG et al., 2007). Assim, a
identificacdo destas estirpes patogénicas centrou-se cada vez mais na identificacao
de caracteristicas que determinam a viruléncia dessas bactérias, ou dos genes que
as codificam e que sirvam como marcadores moleculares (RODRIGUES-ANGELEZ,
2002). A diferenciacao desses patotipos pode requerer ensaios de adesao em

células HEp-2 ou Hela, testes de citotoxicidade, ensaios imunol6gicos, ensaios de
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hibridizacado de DNA e/ou PCR para detectar a presenca de genes que codificam
essas caracteristicas (NATARO e KAPER, 1998; PIAZZA et al., 2010).

Atualmente métodos moleculares tais como Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e outros ensaios moleculares tém sido extensivamente utilizados
para detectar E. coli envolvidas em infec¢des gastrointestinais (NATARO e KAPER,
1998). A PCR representa um grande avanco no diagnéstico molecular de
microrganismos patogénicos, e uma das vantagens € possuir uma grande
sensibilidade na deteccdo do DNA alvo (STACY-PHIPPS, 1995).

A seguir serdo apresentados o0s principais mecanismos de viruléncia

associados com as estirpes diarreiogénicas de E. coli.
2.1.2 Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli enteropatogénica foi o primeiro patotipo de E.coli a ser
descrito, identificado sorologicamente e associado com casos de diarreia em
criangas, sendo a aderéncia um dos seus principais fatores de patogenicidade
(RODRIGUEZ-ANGELES, 2002).

Os principais sintomas clinicos da infeccao causada por EPEC sao diarreia
aquosa acompanhada de febre, mal-estar e vOmitos. Essas bactérias causam
doenca primariamente em criangas menores de 2 anos de idade. A provavel
explicacdo para a razdo da resisténcia relativa de adultos e criangas mais velhas € a
perda de receptores especificos com a idade (NATARO e KAPER, 1998).

As estirpes de EPEC produzem um padrdo de aderéncia caracteristico,
denominado de aderéncia localizada, em células Hep-2 ou HelLa (SCALETSKY,
SILVA e TRABULSI, 1984; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Neste modelo, as
bactérias se ligam a areas localizadas na superficie celular, formando microcolénias
compactas (clusters bacterianos) que podem ser visualizadas 3 horas apds o
contato das bactérias com as células. Esse fenémeno esta associado a presenca do
plasmideo EAF (EPEC adherence factor) (NATARO e KAPER, 1998).

O principal fator responsavel pela aderéncia localizada é um tipo de pilus
denominado bundle-forming pilus (BFP), codificado pelo gene bfp presente no
plasmideo EAF, que interconecta as bactérias formando as microcolénias no epitélio
do intestino delgado e promove a sua estabilizacao (NATARO e KAPER, 1998).
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O principal mecanismo da patogénese da EPEC é a lesédo attaching and
effacing (A/E). Esta é caracterizada pela aderéncia intima da bactéria a superficie
das células epiteliais, seguida de destruicdo das microvilosidades, formacao de
pedestal e agregacado polarizada de moléculas de a-actina, bem como de outros
componentes do citoesqueleto situados abaixo do sitio de adesdo, devido ao
aumento dos niveis de célcio intracelular e de proteina quinase C (DONNENBERG e
KAPER, 1992; NATARO e KAPER, 1998; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

O desenvolvimento da lesdo A/E depende da expressado de varios genes
localizados em uma regido de 35 kb do cromossomo de EPEC, denominada Locus
of Enterocyte Effacement (LEE) (MCDANIEL et al, 1995). LEE é uma ilha de
patogenicidade que contém varios genes associados com viruléncia tais como genes
que codificam a intimina, sistema de secrecao do tipo Ill (necessario para transportar
proteinas envolvidas na formacao da lesao do tipo A/E), proteinas secretadas (Esp),
e o receptor de translocacao da intimina (Tir) (NATARO e KAPER, 1998; FRANKEL
et al., 1998; DONNENBERG e WHITTAM, 2001; SCHMIDT e HENSEL, 2004).

Um dos genes essenciais para a produgcao das lesbes A/E é o eae que
codifica a intimina, uma proteina necessaria para a adesao intima da bactéria a

célula hospedeira e o desenvolvimento da lesdo (ADU-BOBIE et al., 1998).

a) EPEC tipica e EPEC atipica

Em 1995 as EPECs foram divididas em dois grupos: EPEC tipica (tEPEC) e
EPEC atipica (aEPEC). As estirpes de EPEC sdo consideradas tipicas quando
possuem 0s genes eae (LEE) e bfp (plasmideo de viruléncia EAF). As EPECs
atipicas possuem o gene eae, mas nao o bfp (NATARO e KAPER, 1998; TRABULSI,
KELLER e GOMES 2002; KAPER NATARO e MOBLEY, 2004; SCHMIDT 2010).

O plasmidio EAF nao é essencial para a formacao das lesées do tipo A/E.
Sabe-se que a sua presenca aumenta a eficiéncia, provavelmente, através da
influéncia de um cluster de genes reguladores que aumentam a expressao dos
genes cromossomais da LEE. Além disso, evidéncias também indicam que o BFP
desempenha um papel na adesao a célula hospedeira aumentando a eficiéncia da
formacao da lesao do tipo A/E (FRANKEL et al.,, 1998; TRABULSI, KELLER e
GOMES, 2002; CLEARY et al., 2004).
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As EPECs tipicas correspondem aos sorotipos classicos de EPEC, como
O55:NM, O55:H6 e O111:NM, e sdo importantes causas de diarréia em paises em
desenvolvimento, sendo mais raras em paises industrializados onde ocorre
prevaléncia das aEPEC (TRABULSI, KELLER e GOMES, 2002). Estudos mostram
que as aEPEC estdo associadas com diarréias agudas prolongadas que podem
durar em média de 14 dias (AFSET et al., 2004; ESTRADA-GARCIA et al., 2009).

As estirpes de tEPEC e aEPEC também diferem no padrdo de aderéncia.
Enquanto as tEPECs mostram somente o padrdo de aderéncia localizada (LA), as
aEPECs podem apresentar padrao de aderéncia denominado LA-like (LAL),
caracterizado por microcolbnias menos compactas € menos densas que as LA,
padrdao de aderéncia difusa (DA), ou o padrdao de aderéncia agregativa (AA)
(SKALETSKY et al., 1999; DULGUER et al, 2003; CAMPOS, FRANZOLIN e
TRABULSI, 2004; TENNANT et al., 2009; SKALETSKY et al., 2010).

2.1.3 Escherichia coli Produtora de Toxina Shiga (STEC)

E.coli produtoras de toxina Shiga (STEC) foram reconhecidas em 1982
quando foram isoladas de pessoas envolvidas em surtos de diarreia sanguinolenta
associada com a ingestdo de hamburgueres mal cozidos em fast foods e também de
casos esporadicos de sindrome urémico hemolitica (RILEY et al., 1983; KARMALI et
al., 1983). Foi mostrado que essas bactérias provocavam um efeito citopatico
irreversivel sobre cultura de células Vero e HeLa (KARMALI et al., 1983; O’'BRIEN et
al.,1983) e que esta citotoxicidade poderia ser neutralizada com antitoxina preparada
contra a toxina de Shigella dysenteriae 1 (O’'BRIEN et al.,1983; NATARO e KAPER,
1998).

As STEC sao caracterizadas pela producdao de uma potente toxina
denominada toxina Shiga (PATON e PATON, 1998). Esta toxina é o principal fator
de viruléncia dessas bactérias que podem provocar desde diarreia ndo complicada a
complicagdes graves como colite hemorragica, purpura trombocitopénica trombética
(TTP) e sindrome urémico hemolitica (SUH) podendo até mesmo levar a morte
(KARMALI, 1989; NATARO e KAPER, 1998; O’'BRIEN et al., 1987; TZIPORI et al,
2004).
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Existem dois tipos principais dessas toxinas, que sdo denominadas toxina
Shigal (Stx1) e toxina Shiga 2 (Stx2). Elas apresentam 55% de homologia e sdo
codificadas pelos genes stx1 e stx2, respectivamente (NATARO e KAPER, 1998;
KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). Stx1 é praticamente idéntica a Stx produzida
pela Shigella dysenteriae do tipo 1 e reage cruzado com anticorpos anti Stx. Stx2 é
imunologicamente diferente da Stx1, ndo reage com anticorpos anti-Stx1, embora
essas toxinas sejam biologicamente e estruturalmente similares. A diferenca entre
Stx1 e Stx é de apenas um aminoacido, enquanto que Stx2 apresenta 56% de
similaridade na sequiéncia de aminoacidos com as duas outras toxinas (JACKSON et
al., 1987; NATARO e KAPER, 1998; PATON, e PATON,1998). Além das toxinas
Stx1 e Stx2 as STEC podem apresentar outros fatores de viruléncia que estao
distribuidos de forma heterogénea entre as diferentes estirpes, e que aumentam sua
viruléncia (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004), dentre eles a intimina, também
presente nas EPEC e aEPEC (NATARO e KAPER, 1998). Esses subgrupos de
STEC que contém eae sao capazes de causar lesdes attaching and effacing (A/E) e
sao denominados E. coli enterohemorragica (EHEC) (NATARO e KAPER, 1998).

Atualmente além da STEC sorotipo O157:H7, identificada no surto em 1982,
sao reconhecidos mais de 200 sorotipos diferentes, designadas como STEC néao-
0157, capazes de causar doencas em humanos (PATON e PATON, 1998).

2.1.4 Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC)

As ETEC sao uma importante causa de diarréia nos paises em
desenvolvimento, e sdo a principal causa da “diarréia do viajante” (NATARO et al.,
2007; SAHAH, DuPONT e RAMSEY, 2009; JIANG, et al., 2010). As ETEC sao mais
dificeis de serem reconhecidas e por tanto, muitas vezes nao sao valorizadas como
sendo a principal causa de diarréia em criangas (QADRI et al., 2005).

Estas bactérias estdo distribuidas numa grande variedade de sorogrupos,
que abrangem pelo menos 78 grupos O e 34 H. Os sorogrupos O mais comuns sao
06, 08, 015, 020, 025, 027, 049, 063, 078, 0128, 0148, 0153, 0159, O167 e
0169, sendo os grupos O e H mais fortemente associados O8:H9, O78:H12 e
025:H42 (MERSON et al., 1979; WOLF, 1997; NATARO et al,, 2007).
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A transmissdo de E. coli enterotoxigénica se da pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados (NATARO e KAPER, 1998; QUADRI et al., 2005).

As ETEC séao caracterizadas pela producao de toxinas: a toxina-termolabil
(LT) e a toxina termo-estavel (ST). Uma ou ambas as toxinas podem ser expressas
(SPANGLER, 1992). Este microrganismo coloniza a mucosa do intestino delgado e
elabora suas enterotoxinas que dao origem a uma diarreia secretora semelhante a
cOlera. (SPANGLER, 1992; NATARO e KAPER, 1998; KAPER, NATARO e
MOBLEY, 2004; QADRI et al, 2005).

A toxina LT, codificada pelo gene plasmidial /t, é fisiologicamente,
estruturalmente e antigenicamente similar a toxina da colera (CT) expressa pelo
Vibrio cholerae. Suas sequéncias de aminoacidos tém aproximadamente 80 % de
similaridade e elas possuem o mesmo mecanismo de acdo (SPANGLER, 1992;
SEARS e KAPER, 1996; QUADRI et al, 2005).

Existem dois grupos de toxinas LT: LT-I e LT-Il, que ndo reagem cruzados
em testes imunolégicos. A LT-I1 é expressa em estirpes de ETEC que séo
patogénicas para humanos e animais e apresenta maior similaridade com a toxina
da colera. LT-Il € encontrada principalmente em ETEC isoladas de animais e
raramente em isolados de humanos (NATARO e KAPER, 1998).

Apbs a colonizacdo do intestino delgado, as ETEC liberam a toxina LT,
levando a ativagdo permanente da adenilato ciclase. Isto resulta em aumento de
cAMP intracelular que estimula a secrecao de cloreto e inibe a captacao de NaCl. O
desequilibrio de ions resulta em diarréia aquosa pela perda de agua (GILL e
RICHARDSON, 1980; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

As toxinas ST sao divididas em duas classes: STa (também chamada de ST-
[) e STb, que diferem em estrutura e mecanismos de acado. As toxinas ST de ambas
as classes sao codificadas pelos genes st encontrados predominantemente em
plasmideos, e alguns em transposons (NATARO e KAPER, 1998; QUADRI et al.,
2005). Praticamente s6 as toxinas da classe STa estdo associadas com doenca em
humanos (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

A toxina STa liberada no intestino delgado, se liga reversivelmente ao seu
principal receptor de membrana, ativa guanilato ciclase, resultando em aumento dos

niveis de cGMP. Altos niveis de cGMP ativa quinases cGMP dependentes,
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aumentando a secrecao de cloreto e inibindo a absorcao de NaCl, e dando origem a
diarreia secretéria (VAANDRAGER, 2002; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

A colonizacao do intestino € mediada por uma ou mais proteinas fimbriais ou
fatores de colonizacao fibrilares (CFs) que sdao denominados CFA (antigenos de
fator de colonizagao), CS (antigeno de superficie de coli) ou PCF (provavel fator de
colonizagdo) seguidos por um numero. Mais de 20 CFAs foram caracterizados e a
maioria das ETEC isoladas de humanos expressa CFA/I, CFA/Il ou CFA/IV (KAPER,
NATARO e MOBLEY, 2004; QUADRI et al., 2005). Os genes das CFAs usualmente
sao codificados em plasmideos, que também codificam as enterotoxinas ST e LT
(NATARO e KAPER, 1998).

2.1.5 Escherichia coli Enteroinvasora (EIEC)

EIEC séao intimamente relacionadas a Shigella spp em seu perfil bioquimico,
genético e patoloégico. Estudos genéticos mostram que Shigella e EIEC séao
taxonomicamente indistinguiveis ao nivel de espécie, mas devido a importancia do
significado clinico da Shigella uma distingdo na nomenclatura ainda € mantida
(KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; PARSOT, 2005). EIEC e Shigella sao
distinguidas por poucas provas bioquimicas, mas estes patégenos compartilham
fatores de viruléncia essenciais (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

A patogénese da EIEC é semelhante a de Shigella e inicia-se com a invasao
das células epiteliais do intestino, seguida pela lise do vacuolo endocitico,
multiplicacdo intracelular, e disseminagdo da bactéria nos enterécitos, levando a
destruicdo dos mesmos (NATARO e KAPER, 1998; KAPER, NATARO e MOBLEY,
2004; MURRAY, ROSENTAHL e PFALLER, 2006; CROXEN e FINLAY, 2010).

Além da invasao e disseminacao dentro das células epiteliais, que pode
resultar em disenteria (fezes diarréicas com muco e sangue) EIEC e Shigella
também produzem enterotoxinas secretoras que intensificam a diarreia
(SANSONETTI, 2002). Quando a infecgdo é grave, a sequéncia desses eventos
pode provocar uma forte reagcao inflamatéria que se manifesta como ulceragoes.
Além disso, diarreia grave por E. coli Enteroinvasora pode evoluir para bacteremia
em paciententes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (BESSESEN et al,
1991; NATARO e KAPER, 1998).
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Embora as infeccées com estirpes de EIEC possam resultar em colite
inflamatéria invasiva e disenteria, na maioria das vezes essas estirpes causam
diarreia aquosa (SEARS e KAPER, 1996).

A patogenicidade de EIEC e Shigella esta em grande parte associada com a
presenca de um plasmidio de viruléncia denominado plnv, que contém os genes
necessarios para a invasao e disseminacao bacteriana nas células do hospedeiro
(NATARO e KAPER, 1998). Os genes ipaH (invasion plasmid antigen) e ial (invasion
associated locus), associados com invasao, estdo presentes no plasmideo de
viruléncia e séo utilizados para o diagnostico de EIEC. Entretanto jpaH também esté
presente no cromossomo de EIEC e Shigella (LUSCHER e ALTWEGG, 1994).

No plasmidio plnv estdo presentes genes que codificam um sistema de
secrecao do tipo Il (TTSS) que é essencial para a secre¢cdo de multiplas proteinas
necessarias para a patogenicidade entre elas as proteinas Ipa (lpaA, ipaB, ipaC e
ipaD) codificadas nos loci ipa. Estas sao proteinas efetoras no fenétipo da invasao e
mediam eventos de sinalizagédo celular, rearranjo do citoesqueleto, captacao celular,
lise do vacuolo fagocitico e induzem apoptose em macréfagos (NATARO e KAPER,
1998; ASHIDA et al., 2007).

O TTSS é codificado pelos genes mxi e spa, e resulta na formacéo e
insercdo de um poro nas membranas da célula hospedeira através do qual sédo
transportadas as proteinas efetoras (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

2.1.6 Escherichia coli que adere Difusamente (DAEC)

O termo “E.coli que adere difusamente” foi inicialmente usado para se referir
a qualquer estirpe de E.coli HEp-2 aderente que apresentava padrdo de adesao
distinto dos da EPEC (adesao localizada). Posteriormente a DAEC foi reconhecida
como uma categoria independente de E.coli potencialmente patogénica (NATARO e
KAPER, 1998).

Estes patotipos de E. coli sao definidos pela presenca de um padrao
caracteristico de adesado difusa as células HEp-2 bem como em células HelLa
(SERVIN, 2005). Estudos mostram que DAEC estd associada a diarreia sendo
criangcas maiores de 12 meses as mais afetadas (KAPER, NATARO e MOBLEY,
2004; SERVIN, 2005; SPANO et al., 2008).
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O padrao de adesao difusa apresentado pelas DAEC é mediado por adesinas
codificadas por uma familia de operons, que expressam adesinas fimbriais (F1845 e
Dr) e nao fimbriais (AfakE-l e Afak lll) (LE BOUGUENEC, et.al., 2006). A fimbria
F1845 é codificada pelo gene daaE que pode estar presentes tanto no cromossomo
bacteriano como em plasmidio (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; SERVIN,
2005). Aproximadamente 75% das estirpes de DAEC produzem a fimbria de adeséo
F1845. Esta fimbria pertence a familia Dr de adesinas, que usam DAF (uma proteina
de membrana, que normalmente protege células de danos pelo sistema
complemento) como receptor.

As DAEC induzem um efeito citopatico caracterizado pelo desenvolvimento
de extensdes celulares longas que envolvem a bactéria aderente efeito este,
desencadeado pela ligacdo da F1845 ao receptor DAF (KAPER, NATARO,
MOBLEY, 2004). Além deste efeito, essas estirpes de E. coli também sao capazes
de provocar reacdo inflamatéria nas células intestinais através da inducdo de
secrecdo de IL-8, citocina capaz de estimular a migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (BETIS et al., 2003).

2.1.7 Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)

EAEC foi reconhecida em 1987 ao ser isolada de uma crianga chilena que
apresentava diarreia persistente (NATARO et al., 1987). Este grupo de DEC é uma
causa comum da diarréia do viajante e foi identificado como a causa de varios surtos
de diarreia entre adultos e criancas de paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(OKEKE e NATARO, 2001; HUANG et al, 2006; NAVARRO-GARCIA e ELIAS,
2011).

As EAEC sao definidas pelo padrao de aderéncia agregativa (AA) as células
HEp-2 caracterizado pela autoaglutinacdo proeminente entre as bactérias na
superficie celular, o que é descrito como “tijolos empilhados” (NATARO e KAPER,
1998; OKEKE e NATARO, 2001; KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

O plasmideo de aderéncia agregativa (pAA), também chamado de CVD432,
tem sido utilizado como marcador em estudos epidemioldgicos e para a identificacao
da EAEC. Este plasmidio codifica varios genes de viruléncia tais como as fimbrias de
aderéncia agregativa (AAF-I e 1) (HARRINGTON, DUDLEY e NATARO, 2005), a
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toxina termo-estavel de E. coli enteroagregativa 1 (EAST-1) (SAVARINO et al.,
1993), e o ativador transcricional AggR (NATARO et al., 1994). Entretanto a
distribuicdo destes fatores de viruléncia é bastante heterogénea (NATARO e
KAPER, 1998).

A patogénese da EAEC inicia-se com colonizacdo da mucosa intestinal,
utilizando fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs), seguida pela estimulacdo da
secrecdo de muco na célula hospedeira, aprisionando as bactérias em um biofilme
(que impede a absorcédo intestinal podendo provocar desnutricdo principalmente em
criangas), predominantemente no célon, e por fim, a secre¢cao de enterotoxinas e
citotoxinas que desencadeiam uma resposta inflamatéria, toxicidade e secrecéo
intestinal (NATARO, STEINER e GUERRANT, 1998; WEINTRAUB, 2007; HUANG et
al, 2006).

O ativador transcricional AggR é regulador de um conjunto de genes de
viruléncia da EAEC incluindo os que codificam fatores de aderéncia agregativa,
fimbrias AAF / 1 e AAF / Il (NATARO et al., 1994), a proteina dispersina (VELARDE
et al., 2007) e um grande aglomerado de genes de uma ilha de patogenicidade
inserida no locus PheU (HUANG et al, 2006), e tem sido utilizado como marcador
para este patotipo de E. coli (ARANDA et al., 2004).

A enterotoxina termostavel de E.coli enteroagregativa (EAST 1), codificada
por um gene plasmidial (astA), foi a primeira toxina de EAEC a ser reconhecida e
melhor caracterizada (SEARS e KAPER, 1996). Embora esta toxina tenha 50% de
homologia com a STa de ETEC, elas sdo geneticamente e antigenicamente
distintas. Acredita-se que a EAST1 contribui para a diarreia aquosa, no entanto, o
gene da EAST1 também pode ser encontrado em muitos isolados de E. coli
comensais e, conseqglentemente, o papel dessa toxina na patogénese da diarreia
permanece controverso (NATARO, STEINER e GUERRANT, 1998; MENARD e
DUBREUIL, 2002).

Como E. coli é ubiquitaria em fezes humanas e de animais, a presenca
dessa espécie na agua é considerada um indicador de contaminacao fecal. Essa
bactéria pode ser isolada de agua e alimentos contaminados com fezes, mas
provavelmente ndao ocorre como organismo de vida livre no ambiente. E. coli é

tipicamente transmitida através da ingestdo de agua e alimentos contaminados,
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contato pessoa a pessoa, contato com animais e ambientes ou fémites

contaminados com material fecal (NATARO et al., 2011).

2.2 DETECCAO LABORATORIAL DAS E.coli DIARREIOGENICAS

EPEC e EIEC podem ser isoladas através de cultura em meios seletivos
diferenciais, e detectadas através da aglutinacdo com anticorpos contra o antigeno
somatico para EPEC e EIEC (GRAY, 1995; PIAZZA et al., 2010). Embora esta
metodologia seja amplamente utilizada nos laboratérios, ndo ha relacao direta entre
o sorotipo e viruléncia (SALYERS e WHITT, 2002). Resultados falsos positivos e
falsos negativos podem ocorrer com uso desta metodologia isoladamente (YANG et
al., 2007). Ensaios com cultura celular também podem detectar essas bactérias. As
tEPEC podem ser identificadas através do padrdo de adesao localizado em cultura
de células HEp-2 ou HeLa. Da mesma forma, o padrao de invasdo de EIEC também
pode ser obrservado na cultura dessas células (ROBINS-BROWNE et al.,, 1992;
LUSCHER e ALTWEGG, 1994; GRAY, 1995, PIAZZA et al., 2010).

As estirpes de STEC podem ser detectadas pelo ensaio de citoxicidade em
células Vero, outra alternativa é a deteccdao da toxina utilizando ensaios
imunolégicos (PATON e PATON, 1998; PIAZZA et al., 2010).

As ETEC podem ser identificadas através do ensaio de toxicidade em cultura
de células de ovario de hamster Chinés (CHO) nas quais as toxinas LT produzidas
pela bactéria causam alteracbes na morfologia celular visualizadas pelo
alongamento destas células. Além disso, ensaios imunolégicos como ELISA também
podem detectar as toxinas (GUERRANT et al., 1974; DONTA, MOON e WHIPP,
1974; GRAY, 1995).

O diagnoéstico de EAEC e DAEC podem ser realizados principalmente pela
deteccdo dos seus padrbes de aderéncia em células HEp-2 ou Hela, que séo
aderéncia agregativa e aderéncia difusa respectivamente (PIAZZA et al., 2010).

Além de ensaios fenotipicos e imunoldgicos, os testes moleculares utilizando
hibridizacao de DNA ou PCR estao disponiveis para o diagnostico dos patotipos de
E.coli diarreiogénicas, e tem como alvo a deteccdo dos genes de viruléncia
(NATARO e KAPER, 1998; ARANDA et al., 2004, ARANDA et al., 2007; PIAZZA et
al., 2010).
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2.3 Salmonella

As bactérias do género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
estdo amplamente difundidas na natureza (agua, solo, plantas e animais) podendo
infectar tanto o homem quanto os animais (BARROW, 1993).

De acordo com sistema usado pelo CDC, taxonomicamente séao
reconhecidas duas espécies de Salmonella: S. enterica que compreende 6
subespécies: |, Il, llla, llib, IV e VI e S. bongori com 1 subespécie (V). Membros
dessas sete subespécies podem ser sorotipados em mais de 2500 diferentes
sorovariedades de acordo com os antigenos somaticos (O) e flagelares (H).
(BRENNER et al., 2000; CDC, 2004; BOYLE et al., 2007).

As seis subespécies de Salmonella enterica sao referidas por um numero
romano ou por um nome: |-Salmonella enterica subesp. enterica; 1-Salmonella
enterica subesp. salamae; llla- Salmonella enterica subesp. arizonae, |lllb-
Salmonella enterica subesp. diarizonae; \V- Salmonella enterica subesp. houtenae,
VI- Salmonella enterica subesp. indica (BRENNER, et al., 2000; CDC, 2003). A
maioria dos mais de 2500 sorotipos pertence a S. enterica subsp. Enterica e os
sorotipos mais comuns estao contidos nos grupos A, B, C1, C2, D e E. Além disso,
as estirpes pertententes a esses grupos causam aproximadamente 99% das
infecgdes por Salmonella em humanos e animais de sangue quente. Sorotipos de S.
enterica subespécies I, llla, lllb, IV e VI e S. bongori sdo geralmente isolados de
animais de sangue frio e do ambiente, mas raramente de humanos (CHIU, SU e
CHU, 2005; BRENER et al., 2000).

A infeccdo por Salmonella em humanos e animais continua a ser um
problema de saude publica preocupante em todo o mundo. Estirpes de Salmonella
estdo entre os mais importantes patégenos transmitidos por alimentos, levando a
milhdes de casos de diarreia e surtos no mundo todo, sendo S. enterica subesp.
enterica sorovar Enteritidis o principal patégeno isolado atualmente (O’'BRIEN et al.,
2002; GALANIS et al., 2006; MURMANN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Os sintomas da infeccao usualmente aparecem 6-48 horas apés a infecgéao e
incluem febre, dor abdominal, diarreia (as fezes podem conter sangue, linfécitos e
muco), nauseas e vbmitos. A doenca dura geralmente 4-7 dias, e a maioria das

pessoas se recupera sem tratamento. No entanto, em criangcas e idosos a
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antibioticoterapia pode ser necessaria (DARWIN e MILLER, 1999; LAI et al., 2007;
WHO, 2012).

Alguns sorotipos como Salmonella Typhimurium tem um amplo espectro de
hospedeiros, infectando uma grande variedade de animais. Outros como Salmonella
Typhi e Salmonella Paratyphi A sédo altamente adaptados a humanos e ndo causam
doenca em outros hospedeiros (CHIU, et al., 2004).

Existem quatro formas de infeccdo por Salmonella: gastroenterite, sepse,
febre entérica e colonizagdo assintomatica. A gastroenterite, que é o foco deste
trabalho, € a forma mais comum de salmonelose, sendo os sorovares Salmonella
Enteritidis e Typhimurium as principais causas (DARWIN e MILLER, 1999;
MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2006; GALANIS, et al., 2006; HENDRIKSEN
etal., 2011).

2.4 Shigella

As espécies do género Shigella estao entre os patégenos bacterianos mais
frequentemente isolados de pacientes com diarreia, incluindo 1,1 milhées de casos
fatais. A maior parte dos episddios de diarreia e mortes causadas por Shigella
ocorrem em criancas menores de 5 anos (KOTLOFF et al.,, 1999; PARSOT, 2005;
SCHROEDER e HILBI, 2008).

O género Shigella pertence a familia Enterobacteriaceae e contém quatro
espécies que sao responsaveis por doencas em humanos: S. boydii, S. dysenteriae,
S. flexneri e S. sonnei (NATARO E KAPER, 1998; PARSOT, 2005). Além disso,
essas bactérias sdo intimamente relacionadas entre si e as estirpes de E. coli
principalmente EIEC (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004; PARSOT, 2005).
Atualmente Shigella é considerada como um clone de E. coli (PUPO et al., 2000).

S. boydii e S. sonnei sdo predominantes em areas mais desenvolvidas, ao
passo que S. flexneri e S. dysenteriae sao responsaveis por shigelose endémica em
regibes menos desenvolvidas e em paises em desenvolvimento. Epidemias de
shigelose sdo quase sempre provocadas pela S. dysenteriae tipo |, produtora da
toxina de Shiga (NA-UBOL et al., 2006).

Trinta e seis sorotipos de Shigella sao reconhecidos: 18 sdo de S. boydii, 13
de S.dysenteriae e 6 de S. flexneri enquanto que S. sonnei tem somente um
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sorotipo. Shigella é adaptada aos seres humanos como unico hospedeiro natural,
mas em alguns casos pode infectar primatas superiores (LAN e REEVES, 2002).

A transmissao de Shigella ocorre por via fecal-oral, geralmente de pessoa
para pessoa ou pela ingestdo de agua e alimentos contaminados. Aproximadamente
99% das infec¢des por Shigella ocorrem em paises em desenvolvimento. Shigelose
€ uma infeccao intestinal aguda, os sintomas podem variar de diarreia aquosa leve a
disenteria bacilar inflamatdria caracterizada pela destruicdo do epitélio do célon que
€ provocada pela resposta inflamatéria. A diarreia pode ser acompanhada de forte
abdominal, cdlicas, febre e fezes contendo sangue e muco. A doenca é geralmente
autolimitada, mas pode se tornar fatal em pacientes imunocomprometidos (KAPER,
NATARO e MOBLEY, 2004; PARSOT, 2005; SCHROEDER e HILBI, 2008).

A Shigella é altamente infecciosa, uma vez que a ingestdo de apenas 100
bactérias pode resultar em doenca, e se dissemina rapidamente em comunidades
onde os padrfes de higiene sanitarios e o de nivel de higiene pessoal sdo baixos
(DUPONT, LEVINE e HORNICK, 1989; SCHROEDER e HILBI, 2008). Essa doenca
acomete principalmente criancas: 70% das infecgdes ocorrem em ciangcas com
menos de 15 anos. Surtos epidémicos ocorrem em creches, enfermarias e
instituicdes de custodia. A doenga endémica em adultos € comum em homossexuais
masculinos e em contatos domésticos de criangas infectadas (PILLAY et al., 1997;
ARAGON et al.,, 2007; MURRAY, ROSENTAHL e PFALLER, 2006; LEE et al.,
2003).

2.5 Yersinia

O género Yersinia, também pertencente a familia Enterobacteriaceae, inclui
11 espécies, das quais somente Y.pestis, Y pseudotuberculosis e algumas estirpes
de Y enterocolitica sdo patogénicas para humanos e alguns animais de sangue
quente, ao passo que as outras espécies sao de origem ambiental e podem,
raramente, agir como oportunistas (FABREGA e VILA, 2012).

Y. pseudotuberculosis € a espécie de Yersinia menos comum nas doencas
em humanos e pode causar linfadenite mesentérica acompanhada por febre e dor
abdominal (LONG et al., 2010). Y. pestis causa a peste bubbnica caracterizadas por

febre alta e ichagco inflamat6rio dos linfonodos nas axilas e virilha e peste



30

pneumonica caracterizada por sintomas tipicos de pneumonia (febre, mal estar, e
tosse) (MURRAY, ROSENHTAHL e PFALER, 2006).

Y. enterocolitica é a principal espécie do género associada com
gastroenterite. Esta espécie é muito heterogénea do ponto de vista bioquimico,
sorolégico, quanto a patogenicidade e distribuicdo geografica (FREDRIKSSON-
AHOMAA e KORKEALA, 2003). Esta espécie € classificada por biotipo (com base
nas caracteristicas fenotipicas) em 6 biogrupos, 1A, 1B, 2, 3, 4 e 5, e por
sorotipagem, em mais de 57 sorogrupos O (com base nos seus antigenos de
superficie, o LPS) (FABREGA e VILA, 2012). Cinco dos 6 biogrupos (1B e 2-5) sdo
potenciais patégenos humanos e os sorogrupos O:3 (biogrupo 4), 0:5,27 (biogrupos
2 e 3), 0O:8 (biogrupo 1B) e O:9 (biogrupo 2) sdo mais frequentemente isolados de
amostras clinicas do mundo todo (VIRDI e SACHDEVA, 2005; FABREGA e VILA,
2012).

As espécies patogénicas de Yersinia estdo amplamente distribuidas no meio
aquatico e em animais, como suinos, ratos, esquilos e animais domésticos que
servem como reservatorios de estirpes patogénicas para o homem (HAYASHIDANI
et al., 1995; BOTTONE, 1997). A gastroenterite por Y.enterocolitica é transmitida
pela ingestdo de agua e alimentos contaminados com essas bactérias.

Yersinia € um microrganismo psicrofilo, cresce em temperaturas variando de
0 °C a 44°C, sendo a o6tima entre 25 °C a 28°C. Resiste bem ao congelamento,
podendo sobreviver em alimentos congelados. E sensivel ao calor, sendo destruido
através da pasteurizacdo (BOCKEMUHL e WONG, 2003; FALCAO e FALCAO,
2006).

Y. enterocolitica € uma causa comum de enterocolite na Escandinavia e
outros paises europeus e nas areas mais frias da América do Norte (MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006; GALINDO et al, 2011). No Brasil, infeccoes
causadas por esta espécie ndao sdo comuns. Tal fato deve-se, ou a pequena
ocorréncia do microrganismo em nosso pais, ou a ndo utilizacdo das técnicas ideais

para isolamento e caracterizacdo dessa bactéria (FALCAO e FALCAO, 2006).
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2.6 Aeromonas

O género Aeromonas esta atualmente classificado na familia
Aeromonadaceae e compreende bacilos gram-negativos anaerdbios facultativos,
catalase e oxidase positivas, fermentadores da glicose e de outros carboidratos
(HORNEMAN, ALI e ABBOTT, 2007; PARKER e SHAW 2011).

As bactérias do género Aeromonas estdao subdivididas em dois grandes
grupos com base na temperatura 6tima de crescimento desses microorganismos. O
grupo das psicrofilas, é constituido por bactérias que causam doencas em peixes,
sao imébveis, e apresentam crescimento 6timo em temperaturas entre 22°C a 25°C.
O grupo das mesdéfilas compreende bactérias mdveis, com temperatura 6tima de
crescimento entre 35°C a 37°C, e que estdo associadas com uma variedade de
infecgbes em humanos. (HORNEMAN, ALl e ABBOTT, 2007; JANDA e ABBOTT,
2010).

Atualmente 24 espécies de Aeromonas sao conhecidas, sendo A.hydrophila,
A.caviae e A. veroni biovar sbbria as espécies frequentemente isoladas de amostras
clinicas (JANDA e ABBOTT, 2010; PARKER e SHAW 2011).

As duas principais doengas causadas por Aeromonas em seres humanos
sao gastroenterite e infeccoes de feridas. Além disso, essas bactérias podem
também causar septicemia em imunocomprometidos, e um ndmero de enfermidades
pouco relatadas tais como peritonite, meningite, infeccées nos olhos, ossos e
articulagdes (ABBOTT et al., 2003; VALLY et al., 2004; DIXON, 2008; TULSIDAS,
ONG e CHAN, 2008).

Aeromonas podem ser isoladas a partir de praticamente todos os nichos
ambientais onde existem ecossistemas bacterianos, incluindo animais domésticos,
espécies de invertebrados, aves e frutos do mar, e principalmente rios, lagos, agua
mineral, agua potavel e esgotos (ALAVANDI e ANANTHAN, 2003; RAZZOLINI et al.,
2008; RAHMAN et al., 2007; MARTINS et al., 2009; COELHO et al, 2010). Esta
variedade de distribuicao contribui para uma constante exposicao e interagdes entre
essas bactérias e os seres humanos (HORNEMAN, ALI e ABBOTT, 2007; JANDA e
ABBOTT, 2010).
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As infec¢des causadas pelas estirpes de Aeromonas geralmente se devem a
ingestdo de agua e alimentos contaminados (GHENGHESH et al., 2008; JANDA e
ABBOTT, 2010).

Diarreia associada a Aeromonas ocorre em adultos e criangas tanto nos
paises desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento e varia desde uma
diarréia aquosa moderada, auto-limitada a uma disenteria mais severa e invasiva
(JANDA e ABBOTT, 2010). Nos paises desenvolvidos, a frequéncia de Aeromonas
varia entre 2,2% a 10% e nos paises em desenvolvimento a frequéncia varia de 1-
88% (PAZZAGLIA et al., 1991; ESSERS, et al., 2000; JANDA e ABBOTT, 2010). A
espécie predominante nos casos de diarréia por Aeromonas varia em cada pais,
sendo que no Brasil Aeromonas caviae é considerada a principal espécie
(GHENGHESH et al., 2008).

2.7 Plesiomonas shigelloides

O género Plesiomonas possui somente uma espécie: P. shigelloides, um
bacilo gram-negativo mével e oxidase positiva, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Foi isolado pela primeira vez por Ferguson e Henderson em
1947 e denominada como C27 (FERGUSON et al., 1974; FALCAO et al., 2007).

Seus principais habitats sdo a adgua doce e salgada, e o intestino de
mariscos, peixes de agua doce, répteis, anfibios e mamiferos como gatos, caes e
suinos (FERGUSON et al, 1974; INGRAM, MORRISON, JR., LEVITZ, 1987;
FALCAO et al, 2007; PEREIRA et al, 2008). Os animais, alimentos e agua
contaminados s&o considerados os veiculos de transmissdo de Plesiomonas para o
homem (FALCAO et al., 2007).

P. shigelloides é relacionada fenotipicamente ao género Aeromonas (Plesio-
préximo; monas - de Aeromonas) e ambas faziam parte da familia Vibrionaceae
(JAGGER, 2000). No entanto estudos genéticos indicaram que P. shigelloides é
intimamente relacionada a familia Enterobacteriaceae na qual esta incluida
atualmente (JANDA, 1998).

O crescimento da P. shigelloides em agua depende muito da temperatura,
disponibilidade de nutrientes e do nivel de poluicdo da agua (essas bactérias
preferem agua contaminada com esgoto). Ha varios relatos de incidéncia de
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infeccdes causadas por P.shigelloides durante estacdes quentes e auséncia em
estacdo fria. Em paises de clima tropical, essa diferenca ndo é observada. Além
disso, essas bactérias sdo dependentes de uma oxigenacdo adequada e séo
tolerantes a pH elevados (TSUKAMOTO et al.,, 1978; JAGGER, 2000; MONDINO,
NUNES e RICCIARDI, 1995).

A doenca mais comumente causada por P. shigelloides é a gastroenterite
caracterizada por febre, calafrio, dor abdominal, dor de cabeca, nausea, vomito
diarreia aguosa ou mucosa e as vezes com sangue. Na maioria dos casos a diarréia
€ auto-limitante (MANDAL e WHALE e MORSON, 1982; TSUKAMOTO et al, 1978;
ALCANTARA et al, 1984; VAN LOON et al, 1989; JAGGER, 2000; FALCAO et al,
2007). A maior incidéncia de infeccao por P. shigelloides ocorre em pessoas que
vivem em paises de clima tropical e subtropical e que consomem alimentos
marinhos crus (KAIN e KELLY, 1989; ABBOTT, 2003).

Além da gastroenterite, P. shigelloides também pode causar colite
pseudomembranosa e infecgdes extra-intestinais como sepse, meningoencefalite,
osteomielite e colecistite (CLAESSON et al.,, 1984; INGRAM, MORRISON, JR e
LEVITZ, 1987; VAN LOON, et al., 1989; OZDEMIR et al., 2010).

As manifestacdes clinicas das gastroenterites causadas por P. shigelloides
incluem diarreia secretéria (aquosa), colite disentérica, ou uma doenca
subaguda/crénica com duragdo de 2 semanas a 3 meses (AHMAD, AGGARWAL e
AHAMED, 1998; JAGGER, 2000).

2.8 Vibrio

O género Vibrio, pertencente a familia Vibrionaceae, é composto por mais de
100 espécies e esta entre as bactérias mais isoladas de aguas estudrias e marinhas
(onde fazem parte da microbiota natural) (JANDA et al., 1988; THOMPSON, IIDA e
SWINGS, 2004; LIPP, HUQ e COLWELL, 2002; HARVELL et al., 1999; GRIMES,
1991). Vibrios sado bacilos curvos, méveis, que se movimentam através de um flagelo
polar, sdo gram negativos, anaerdbios facultativos, oxidase positiva, e reduzem
nitrato a nitrito (KAPER, MORRIS e LEVINE, 1995).

Dentre todas essas espécies, cerca de 11 estdao implicadas em infecgdes
humanas, sendo que as mais importantes sdo: V. cholerae, V. parahaemolyticus e
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V. wulinificus. (JANDA et al., 1988; THOMPSON, IIDA e SWINGS, 2004). V.
parahaemolyticus e V. wvulnificus sdo responsaveis pela maioria das infeccoes
bacterianas relacionadas com o consumo de mariscos e das infeccoes de feridas
abertas em nadadores e pescadores (LIPP, HUQ e COLWELL, 2002).

V. parahaemolyticus, em alguns paises, € a principail espécie de Vibrio
responsavel por causar gastroenterite devido ao consumo de dgua e mariscos mal
cozidos contaminados com a bactéria (MEAD et al,, 1999; MCLAUGHLING et al,
2005). Os sintomas mais comuns da doenca sao diarreia, colicas abdominais,
nauseas e vomito. A diarreia induzida € de natureza secretéria e auto-limitada. Em
alguns casos, a doenca se agrava e apresenta carater semelhante a célera (JANDA,
et al.,1988).

Cerca de 200 sorogrupos de V. cholerae ja foram reconhecidos, mas somente
dois deles, O1 e 0139, que produzem a toxina colérica, foram associados com
grandes epidemias de colera (LIPP, HUQ e COLWELL, 2002). A célera foi
responsavel pela morte de dezenas de milhares de pessoas na Inglaterra entre os
anos 1930 e 1950. Apds isso, varios surtos de colera ja foram registrados em areas
endémicas, sendo o ultimo grande surto registrado no Haiti em 2010 (THOMPSON,
IIDA e SWINGS, 2004; CDC, 2010; CHIN et al., 2011).

A maioria dos casos de célera acontece nos meses quentes e principalmente
entre pessoas que consomem agua e frutos do mar, como por exemplo, ostras,
camardes e peixes (crus ou mal cozidos) contaminados com o V. cholerae
(DANIELS e ALIZERA, 2000; THOMPSON, IIDA e SWINGS, 2004).

A infecgéo por V. cholerae pode variar de colonizagdo assintomatica, ou uma
diarreia branda a diarréia grave rapidamente fatal. (MURRAY, ROSENTHAL e
PFALLER, 2006). No intestino essas bactérias aderem ao epitélio e produzem uma
enterotoxina, a toxina colérica (CT) semelhante estrutural e funcionalmente a toxina
termolabil da ETEC (REIDL e KLOSE, 2002). Esta toxina provoca secre¢ao ativa de
cloreto, sédio, potassio, bicarbonato e agua no Iumen intestinal, dando origem a uma
diarréia secretéria aquosa (aspecto de agua de arroz) tao intensa que pode levar a
morte (KAPER, MORRIS e LEVINE, 1995; SEARS e KAPER, 1996).
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2.9. Campylobacter

O género Campylobacter, membro da familia Campylobacteriaceae, consiste
de pequenos bacilos gram-negativos em forma de S, asas de gaivota, que se
movimentam rapidamente através de flagelos unipolar ou bipolar. Este género
compreende cerca de 20 espécies sendo C. jejuni a principal causa de diarreia
humana aguda nos paises desenvolvidos. Cerca de 90% dos casos de
campilobacteriose humana sao causadas por C. jejuni. A fragao restante deve-se
principalmente a C. coli (JANSSEN et al., 2008).

As reacoes bioguimicas que diferenciam Campylobacter de outras bactérias
sdo poucas devido a sua incapacidade de fermentar ou oxidar os carboidratos
usuais disponiveis no laboratério. Esses enteropatégenos sdo oxidase positiva,
reduzem nitrato a nitrito e a catalase é um dos poucos testes disponiveis para a
diferenciacao entre as espécies (PENNER, 1988). A maior parte das espécies de
Campylobacter é microaerofila. C. jejuni e C. coli sdo espécies termofilicas
fastidiosas que requerem meios de cultura especiais suplementados com
antibioticos para inibir o crescimento de outras bactérias. Necessitam de ambiente
microaerofilico (5% de O, 10% de CO. e 85% de N,) e temperatura de 42°C para o
seu crescimento (NACHAMKIN, 2003).

Campylobacter pode colonizar a mucosa intestinal de muitas espécies de
animais de sangue quente. Aves sao 0s principais reservatorios de C. jejuni e suinos
de C. coli. A contaminacao fecal de carne de frango durante o abate é a considerada
a principal fonte de infecdo por este microsganismo (PENNER, 1998; HEUER et al.,
2001; NEWELL, 2002; THAKUR e GEBREYS, 2005;).

A ingestdo de carne de aves e de porco mal cosidas, leite e agua
contaminados pode levar ao desenvolvimento de uma infec¢do intestinal auto-
limitada (ON 1996; SAMUEL et al., 2004; JANSSEN et al., 2008). Condi¢cdes que
impedem a producado de acido pelo estbmago, tais como gastrite atréfica, anemia
perniciosa e medicamentos que diminuem a acidez gastriga predispéem a infeccao
por Campylobacter, pois esta bactéria € sensivel a niveis baixos de pH (NEALL et
al., 1996; CABADA e WHITE JR, 2008).

Campylobacter foi considerado a maior causa de diarreia nos paises

desenvolvidos até o inicio do século XXI. A incidéncia dessa bactéria aumentou
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exponencialmente durante a ultima década do século XX, provavelmente pela
melhoria nos métodos de deteccdo e diagnostico dessa bactéria (WASSENAAR,
1997; JANSSEN et al, 2008). A maior parte das infecgbes infecbes por
Campylobacter ocorrem como casos esporadicos, e surtos sao raramente
reconhecidos (JANSSEN et al., 2008).

As doencas primarias causadas por Campylobacter sao sepse e
principalmente gastroenterite (ON, 1996). Os sintomas mais comuns da
gastroenterite sao diarreia aquosa com sangue e leucédcitos, célicas abdominais,
nauseas e febre. Ou ainda pode haver somente diarreia aquosa nao inflamatoria
com auséncia de leucécitos e sangue. Em uma pequena parte dos pacientes a fase
aguda pode ser seguida por graves complicacbes auto-imunes: a sindrome de
Guillain-Barré e a artrite infecciosa reativa (WASSENAAR, 1997; GILLESPIE et al.,
2006; JANSSEN et al., 2008; WHO, 2011).

2.10 DETECCAO LABORATORIAL DE Salmonella spp, Shigella spp,
Y.enterocolitica, Vibrio spp, Aeromonas spp , P. shigelloides e Campylobacter spp

A deteccdo laboratorial de Salmonella spp e Shigella spp € realizada de
rotina nos laboratérios através da coprocultura, enquanto que Y. enterocolitica,
Vibrio spp, Aeromonas spp e P.shigelloides sao pesquisados somente por alguns
laboratérios de referéncia.

Salmonella spp e Shigella spp podem ser detectadas a partir da cultura de
fezes em meios de cultivo seletivos e diferenciais como agar XLD e agar SS, e
confirmados com a sorologia (FARMER, 2003).

Vibrio spp, Aeromonas spp e P.shigelloides sao detectados principalmente
pelo cultivo de fezes, enriquecidas em agua peptonada alcalina, e subcultivadas em
agar TCBS para o isolamento de Vibrio spp, e agar MacConkey ou qualquer meio de
cultura sem inibidores para o isolamento de Aeromonas spp e P. shigelloides.
(JANDA et al., 1988; JAGGER, 2000; FARMER, JANDA e BIRKHEAD, 2003 JANDA
e ABBOT, 2010; PARKER e SHAW, 2011).

As principais espécies de Campylobacter que causam diarréia podem ser
detectadas em agar seletivo para Campylobacter com ou sem sangue, € em

condicoes de cultivo diferentes das outras bactérias pesquisadas na coprocultura.
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Enquanto a maioria das bactérias patogénicas cresce em 24 horas e a uma
temperatura de 35°C, as espécies de Campylobacter possuem um crescimento mais
lento (48 horas) e em temperatura 6tima de 42°C. Além disso, requerem atmosfera
de microaerofilia para crescer (PENNER, 1988; NACHAMKIN, 2003).

Y. enterocolitica pode ser isolada de fezes a partir do cultivo em meios
seletivos como agar MacConkey e agar cefsulodin-irgasan-novobiocina (CIN), a
temperatura de 25 °C. Métodos baseados em andlise de DNA, como PCR e
hibridizacdo, podem detectar este patdégeno mais rapidamente e com maior
sensibilidade (FREDRIKSSON-AHOMA e KORKEALA, 2003; BACKEMUHL e
WONG, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo detectar, isolar e caracterizar bactérias
enteropatogénicas, a partir de culturas de amostras fecais de pessoas com diarréia,

utilizando métodos convencionais e moleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Fazer a triagem de amostras fecais quanto a presenca das seguintes
bactérias enteropatogénicas: Salmonella spp, Shigella spp, Yersinia enterocolitica,
Vibrio spp, Aeromonas spp, Plesiomonas shigeloides e Campylobacter spp,

utilizando os métodos microbiol6gicos convencionais.
-Realizar a triagem de amostras fecais quanto a presenca de E. coli
diarreiogénicas, através da amplificacdo de genes de viruléncia, marcadores que

definem cada estirpe.

-Isolar e caracterizar bioquimicamente as bactérias enteropatogénicas

isoladas.

-Avaliar a incidéncia das bactérias causadoras de diarreia.

-Determinar o padrdo de suscetibilidade aos antimicrobianos dos
enteropatdégenos encontrados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRA

Foram analisadas 400 amostras de fezes diarreicas, de adultos e criancas.
Destas, 305 foram provenientes do Laboratério Central do Estado (LACEN) e 95 do
Laboratério Municipal de Curitiba (LMC). As amostras do LACEN foram coletadas no
periodo de junho de 2010 a janeiro de 2012 e as do LMC de setembro de 2010 a
dezembro de 2011. As amostras fecais foram transportadas em meio Cary Blair e
mantidas sob refrigeracéo até o momento da cultura.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da UFPR (CEP: 320SM102.06.12, CAEE: 0053.0.091.000-06).

4.2 METODOLOGIAS EMPREGADAS

Para a deteccao dos enteropatdégenos foram empregadas duas abordagens:
a coprocultura convencional utilizando meios para a deteccdo de Salmonella spp,
Shigella spp, Campylobacter spp, Vibrio spp, Yersinia enterocolitica, Aeromonas spp
e Plesiomonas shigelloides e a PCR para a triagem e identificagdo das estirpes
diarreiogénicas de E. coli (DEC). As colbnias de DEC detectadas por PCR foram

posteriormente identificadas bioquimicamente utilizando o API 20E.
4.3 CONDICOES DE CULTIVO

As condicbes de cultivo para a coprocultura (método microbioldgico
convencional) e para a deteccédo das DEC estao descritas a seguir. Foram utilizados
meios de cultura das seguintes procedéncias: Difco (TCBS e TSA), Himedia (XLD) e
Oxoid (MacConkey e CCDA).

4.3.1. Meios de cultura e condi¢cdes utilizadas para a realizagdo da coprocultura

Para o cultivo e isolamento das bactérias enteropatogénicas, as amostras

fecais foram semeadas em meios seletivos e diferenciais. Para a cultura de Yersinia
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enterocolitica, o material fecal foi semeado em agar MacConkey (MC) e mantido por
18 a 24 horas a temperatura ambiente, uma vez que a temperatura 6tima de
crescimento dessa espécie é 25°C. Para o isolamento de Salmonella e Shigella,
outra porcao de fezes foi semeada em agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e
incubada a 35°C/18-24 horas.

Para o isolamento de Vibrio, Aeromonas e Plesiomonas shigelloides, as
fezes foram semeadas agua peptonada alcalina (APA) pH 8,5 e incubadas a
35°2C/18-24 horas. A seguir, uma aliquota do crescimento bacteriano em APA foi
semeada em agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS), para o isolamento de
Vibrio; em agar Triptona de Soja (TSA), para o isolamento de Aeromonas e P.
shigelloides e os meios foram incubados a 35°C/18-24 horas.

Uma vez que o Campylobacter tem exigéncias de crescimento diferente dos
demais enteropatdgenos pesquisados, para o isolamento dessa bactéria as fezes
foram semeadas em Agar Seletivo para Campylobacter sem Sangue (CCDA-
Modificado por Preston) suplementado com cefoperazona e anfotericina B
(suplemento SRO155E, Oxoid). O meio foi incubado a 42°C por 48 horas em
atmosfera de microaerofilia, que foi obtida com a utilizacdo do sachet CampyGen

(Oxoid) e o uso de jarra de anaerobiose.
4.3.2 Cultivo para a deteccao de estirpes diarreogénicas de E. coli

A seguinte estratégia foi utilizada para a deteccdo das DEC. Inicialmente,
DNA extraido de um “pool” de bactérias foi analisado através de PCR multiplex para
a presenca de genes marcadores de DEC (etapa de triagem). Se nesta etapa o
resultado foi positivo (amplificagdo de fragmentos de genes marcadores de DEC), a
analise procedeu para a segunda etapa, que foi a identificacdo da colénia de DEC.
Nesta etapa até 100 colbnias foram testadas utilizando apenas um par de
oligonucleotideos iniciadores (primers) especifico para a categoria de DEC
detectada na etapa de triagem.

Para a etapa de triagem das E.coli diarreiogénicas, as fezes foram cultivadas
em agar MacConkey e incubadas a 35 + 1°C durante 18 a 24 horas, em aerobiose.
As col6nias desenvolvidas no quadrante primario de cada cultura foram coletadas

com uma alca bacteriolégica e transferidas para um tubo tipo Eppendorf, capacidade
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de 1,5 mL, contendo 500 uL de agua destilada estéril e a suspensao utilizada para a
extracdo de DNA (item 4.4).

4.4 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fervura (OLSVIK e
STROCKBINE, 1993). As suspensdes de bactérias (item 4.3) foram fervidas por 10
minutos para liberacdo do DNA e entao centrifugadas a 14.000 rpm (microcentrifuga
Eppendorf modelo 5410) por 1 minuto. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos e mantidos a -20° C até o momento da analise.

4.5 PCR
4.5.1 Bactérias utilizadas como controles da PCR
As caracteristicas e a procedéncia das bactérias que foram utilizadas como

controles estdao descritas na Tabela 1. Essas bactérias foram mantidas em
TSB/glicerol 20% a -20°C.

TABELA 1- BACTERIAS UTILIZADAS COMO CONTROLES

DA PCR

Bactéria Genétipo Procedéncia
EPEC E2348/69 eae’, bfpA* UNIFESP’
STEC 0157:H7 stx1*, stx2, eae” IAL®
EIEC 307 ial’, ipaH’ AlL®
ETEC H1040 st’, It UNIFESP’
EAEC 2391 CVD432 IAL?
DAEC C 1845 daaE’ UNIFESP'
E.coli ATCC 25922* - Oxoid
E.coliATCC DH10B* - Invitrogen

'Universidade Federal de Sao Paulo - Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia, %|nstituto Adolfo Lutz, *Nao contém genes de
viruléncia de DEC.
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A deteccao dos genes marcadores das DEC foi realizada utilizando PCR multiplex,
de acordo com FIALHO, 2008. Os genes alvos utilizados estdo indicados na Tabela
2, juntamente com as sequéncias dos respectivos oligonucleotideos iniciadores. As
reacdes foram realizadas em volume final de 25 uL, contendo 5,0 uL do extrato bruto
de DNA, 2,5 uL de tampéao da Tag DNA Polimerase Maxima® Hot Start (10X), 1,5 uL
de MgClz (1,5 mM), 1,0 uL de dNTP (0,2 mM), 10 pmol de cada iniciador e 0,2 uL de
Taq DNA Polimerase Maxima® Hot Start (5U / uL, Fermentas).

TABELA 2 — INICIADORES UTILIZADOS PARA A AMPLIEICAQAO DOS GENES
DE VIRULENCIA ASSOCIADOS COM E.coli DIARREOGENICAS

Categoria Gene Sequéncia dos iniciadores Tamanho do

das DEC (5'-3') e fonte Fragmento
(pb)

STEC stx1 F CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT Gt 150

R AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC'

stx2 F GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC' 255
R TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G'

eae F GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC' 384
R CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG'

EPEC bipA F AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC? 324
R GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA?

eae F GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC' 384
R CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG'

ETEC It F GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC? 450
R GG TCT CTATATTCCCTG TT?

EIEC ial F GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA? 650
R GGA GGC CAA CAATTATTT CC?

ipaH F GTT CCT TGA CCG CCT TTC CGA TAC CGT C* 600
R GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG AGT AC®

' PATON et al., J. Clin. Microbiol. 40: 271-274, 2002; ° LOPEZ-SAUCEDO et al., Emerg. Infect. Dis. 9:127-131, 2003; °
ARANDA et al., J. Clin. Microbiol. 42: 5849-5853, 2004; 4 VIDAL et al., J. Clin. Microbiol. 43: 5362-5365, 2005; 5 LU et al., J.
Clin. Microbiol. 38: 2076-2080, 2000; 6 STACY-PHIPPS et al., J. Clin Microbiol. 33: 1054-1059, 1995.
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Categoria Gene Sequéncia dos iniciadores Tamanho do
das DEC (5'-3") e fonte Fragmento
pb
EAEC CVD432 F CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT? 630
R CAA TGT ATA GAAATC CGC TGT T
DAEC daaE F GAA CGT TGG TTA ATG TGG GGT AA* 542
R TAT TCA CCG GTC GGT TAT CAG T*
Controle 16S F CCA GCA GCC GCG GTA ATACG® 995

R ATC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACT TC®

T PATON et al., J. Clin. Microbiol. 40: 271-274, 2002; ° LOPEZ-SAUCEDO et al., Emerg. Infect. Dis. 9:127-131, 2003; °
ARANDA et al., J. Clin. Microbiol. 42: 5849-5853, 2004; 4 VIDAL et al., J. Clin. Microbiol. 43: 5362-5365, 2005; 5 LU et al.,
J. Clin. Microbiol. 38: 2076-2080, 2000; 6 STACY-PHIPPS et al., J. Clin Microbiol. 33: 1054-1059, 1995.

O protocolo desenvolvido por FIALHO (2008) envolve 2 sistemas de PCR-
multiplex, ou seja, sao realizadas 2 reagdes distintas para a deteccdo de DEC. O
sistema 1 foi desenvolvido para a deteccdo dos seguintes genes: six1, stx2, eae,
bfpA, daa, It, st, ial e 16S. O sistema 2 para os genes ipaH, CVD432, daaE e 16S. O
gene 16S rRNA codifica 0 RNA ribossomal 16S presente na subunidade menor do
ribossomo. E um gene essencial, presente em todas as bactérias (CLARRIDGE,
2004). Assim, a funcdo dos iniciadores 16S utilizados em ambos os sistemas de
PCR-multiplex é servir como um controle interno de amplificacéo.

As reacOes foram realizadas em termociclador Veriti 96 Applied Biosystems.
O programa utilizado para o sistema 1 foi 0 seguinte: 95°C, 2 minutos (1 ciclo); 95°C,
30 segundos (35 ciclos); 55°C, 30 segundos; 72°C, 1 minuto (35 ciclos) e um ciclo
final de 72°C, 5 minutos. Para o sistema 2 foram utilizadas as mesmas condigdes,

exceto pela temperatura de anelamento que foi 58°C.

4.6 DETECCAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos das reagdes de PCR foram detectados por eletroforese em gel
de agarose a 2,0% utilizando como tampdo o Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X
concentrado. A separacao eletroforética foi realizada a 38 V durante 2 horas. Os
géis foram corados durante 15 minutos em solucao de brometo de etidio 0,5 mg/mL
(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989) visualizados em transiluminador

ultravioleta e a imagem registrada com camera digital.
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4.7 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COLONIAS DE BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS

4.7.1 Isolamento das E.coli diarreogénicas

Na etapa de triagem por PCR foi utilizado DNA extraido de uma mistura de
bactérias (item 4.3). Sendo assim, as amostras positivas foram novamente
analisadas para identificar as colénias de DEC. Para cada amostra até 100 col6nias
isoladas, independentemente da reacdo de lactose, foram transferidas para uma
placa de agar MacConkey com areas numeradas (figura 1) e incubadas a 35 + 1°C
por 18 a 24 horas. O DNA de cada colénia foi extraido como descrito no item 4.4 e
foram testadas em grupos de 10 utilizando apenas um par de oligonucleotideos
iniciadores (primers) especifico para a categoria de DEC detectada na etapa de
triagem. O grupo de 10 colénias que apresentou amplificacdo do marcador para
DEC teve cada uma das 10 colénias isoladas testadas individualmente, da mesma
forma. As colbnias positivas para os genes de viruléncia foram estocadas em
TSB/glicerol 20% a -20° C.

FIGURA 1- ETAPA DE ISOLAMENTO DAS
COLONIAS DE DEC

FONTE: O autor (2012)
NOTA: Placa de MC com colénias suspeitas de

DEC, inoculadas em areas numeradas.
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4.7.2 Caracterizacao bioquimica das E.coli diarreogénicas

As colbnias isoladas, positivas para genes de viruléncia de DEC, foram
caracterizadas bioquimicamente utilizando o sistema de identificacdo de
enterobactérias APl 20E (bioMérieux) e o APIWEB, de acordo com as instrugdes do

fabricante.

4.7.3 lsolamento e identificacdo bioquimica das bactérias patogénicas pesquisadas

na coprocultura convencional

Como existe uma vasta microbiota presente no intestino, as bactérias
isoladas na coprocultura que apresentaram, nos meios XLD, TCBS, CCDA, MC e
TSA caracteristicas compativeis com os enteropatégenos pesquisados foram antes

submetidas a uma etapa de triagem como descrito a seguir.

a) Salmonella e Shigella

O XLD é um meio de cultura seletivo para Salmonella e Shigella e diferencial
para producdo de H»S e fermentacdo da lactose. As colbnias de Salmonella
produzem H.S e se coram em preto como mostra a figura 2A. Shigella nao produz
H.S e portanto permanece incolor, contra 0 meio de coloragéo vermelha. As colénias
suspeitas de Salmonella e Shigella foram inoculadas nos meios de triagem agar KIA
(fermentacao da glucose e lactose, produgcdo de gas a partir da glucose e HyS) e
agar MILi (motilidade, indol, lisina) para verificar se apresentavam caracteristicas
compativeis com as esperadas. Perfil esperado para Salmonella: mével, fermenta
glucose com producgao de gas, nao fermenta a lactose, descaboxila a lisina, produz
H.S e € indol negativo. Perfil de Shigella: imével, fermenta glucose e ndo produz
gas, nao fermenta a lactose, lisina negativa, ndo produz H»S e indol variavel
(FARMER, 2003; BOPP et al., 2003).
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b) Vibrio spp

O TCBS é um meio de cultura seletivo para Vibrio spp. e diferencial para HoS
(cor preta) e sacarose (cor amarela). As colbnias de V. cholerae e V.
parahaemolyticus, que sao as principais espécies que causam gastroenterite ficam
amarelas e verdes respectivamente, neste meio. As colbnias suspeitas de Vibrio que
apresentaram reagao de citocromo oxidase positiva foram inoculadas nos meios de
triagem KIA e LIA (descarboxilacdo da lisina e producao de H.S). Perfil de Vibrio:
fermenta a glucose sem producédo de gas, nao fermenta a lactose, descarboxila a
lisina e ndo produz H,S (FARMER, 2003).

c) Yersinia enterocolitica

MacConkey é um meio de cultura seletivo para bactérias gram negativas e
diferencial para a lactose. As bactérias que fermentam a lactose se coram na cor
rosa escuro e as que nao fermentam, como Y. enterocolitica, permanecem
transparentes contra o meio de cultura rosa claro. As colénias lacotose negativa que
cresceram no agar MC a 25°C foram inoculadas nos meios de triagem KIA, MILi e
Uréia para ver se apresentavam perfil de Y.enterocolitica: fermenta a glucose sem
producdo de gas, nao fermenta a lactose, ndo produz H,S, hidrolisa a uréia e é
variavel para as outras reacdes analisadas na triagem (BOCKEMUHL e WONG,
2003; FARMER, 2003).

As colbnias que obtiveram um perfil compativel com Salmonella spp.,
Shigella spp., Vibrio spp. e Y. enterocolitica foram identificadas utilizando testes
convencionais e sorologia de acordo com BOPP e colaboradores (2003), FARMER
(2003), FARMER, JANDA e BIRKHEAD (2003) e BOCKEMUHL e WONG (2003).

d) Aeromonas e P.shigelloides
Nas placas de agar TSA, um meio de cultura que ndo contém compostos

seletivos e diferenciais, foram pesquisadas Aeromonas e P.shigelloides. Colénias

isoladas foram submetidas ao teste da oxidase, e as colbnias oxidase positivas
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foram submetidas a triagem com o KIA, para verificar a fermentacao de glicose. As
colénias oxidase positivas e fermentadoras de glicose foram inoculadas em Miller
Hinton agar e testadas quanto a resisténcia ao agente vibriostatico O129. As
colbnias resistentes ao 0129 (perfil de Aeromonas) e sensiveis ao 0129 (perfil de P.
shigelloides) foram encaminhadas para a etapa de identificacdo de acordo com
HORNEMAN e colaboradores (2007) e ABBOTT e colaboradores (2003).

e) Campylobacter

O crescimento bacteriano na placa de CCDA, a temperatura de 42 °C e com
aspecto leitoso, como mostra a figura 2B, € considerado uma triagem para a
deteccdo de Campylobacter pois o meio suplementado, a atmosfera microaerofilica
e a temperatura favorecem o crescimento deste género bacteriano. As colénias
suspeitas de Campylobacter foram analisadas quanto a morfologia e reacéo tintorial
utilizando a coloragdo de Gram. Colénias apresentando morfologia sugestiva deste
género (em S, asas de gaivota) foram testadas para as provas da oxidase e
catalase, hidrélise do hipurato, perfil de resisténcia ao acido nalidixico e a cefalotina
conforme NACHAMKIN, (2003), para a identificacao das espécies.

FIGURA-2 ASPECTO DAS COLONIAS DE Salmonella spp e Campylobacter
spp. EM AGAR SELETIVO

e

FONTE: O autor (2012)
NOTA: A. Colénias H,S+ (cor preta) de Salmonella spp. em agar XLD B.
Colbénias de Campylobacter spp. na cor branca (aspecto leitoso) em agar CCDA
suplementado
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4.10 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinado pelo E-test
para Campylobacter, e pelo método de disco-difusdo para as demais bactérias, de
acordo com os seguintes documentos do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) de 2011: M100-S21 (para Enterobactérias) e M45-A2 (para Aeromonas e
Campylobacter).

4.11. ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o teste exato de Fisher bidirecional, realizado com o programa
Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA), e o teste de Chi-quadrado ou o teste
exato utilizando a tabela contingéncia r x ¢ (r x ¢ Exact Contingency Table,
disponivel no seguinte endereco quando apropriado:
http://www.physics.csbsju.edu/stats/exact NROW NCOLUMN form.html).

Foi considerado como diferenca estatisticamente significativa valor de p <0,05.
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5 RESULTADOS

A figura 3 mostra os perfis obtidos para as bactérias utilizadas como
controles positivos e negativos (Tabela 1) na PCR-Multiplex para detecg¢édo de genes

de viruléncia de DEC.

5.1. PADRAO DE AMPLIFICACAO DAS ESTIRPES DE REFERENCIA DE E.coli
DIARREOGENICAS E CONTROLES NEGATIVOS NOS SISTEMAS DE PCR
MULTIPLEX

FIGURA- 3 PADRAO DE AMPLIFICACAO DOS CONTROLES POSITIVOS DAS
E.coli DIARREIOGENICAS E CONTROLES NEGATIVOS

1000 pb — 1000 pb —

500 pb — 500 pb —

100 pb — 100 pb N

Eletroforese em gel de agarose a 2,0% do produto de PCR dos controles positivos e negativos (A: Sistema 2;
B: Sistema 1) A) 1. Marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder Fermentas; 2. DAEC-controle positivo
para daa (542 pb); 3. EIEC-controle positivo para ipaH (600 pb); 4. EAEC-controle positivo para CVD 432
(630 pb); 5. E.coli ATCC 25922-controle negativo B) 1. Marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder
Fermentas; 2. STEC-controle positivo para positivo para stx7 (150 pb), stx2 (255 pb), eae (384 pb) 3. EPEC-
controle positivo para bfpA (324 pb), eae (384 pb) 4. EIEC controle positivo para ial (650 pb); 5. E.coli
DH10B-contole negativo. Gene 16S amplificado em todos os controles- controle da reacéo de PCR (995 pb).

Em cada um dos sistemas de PCR esta incluido um par de primers para a
amplificacdo do gene 76S como um controle interno da reagdo. Isso valida as
reacdes negativas uma vez que a a amplificacdo do gene 16S mostra que nao existe

inibidores na reacao de PCR.
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5.2 FREQUENCIA DE ENTEROPATOGENOS ISOLADOS

Dos 305 espécimes fecais provenientes do LACEN/PR, 61 (20%)
apresentaram um ou mais enteropatégenos bacterianos. Em 4 amostras foram
recuperadas 2 bactérias, sendo Salmonella spp isolada de todas elas associada com
aEPEC, DAEC, A. caviae ou Aeromonas spp.

Um total de 65 bactérias foram isoladas, e sua classificagdo e respectivas
frequéncias estao indicadas no grafico 1.

GRAFICO 1 - FREQUENCIA DE ENTEROPATOGENOS ISOLADOS A PARTIR DE
AMOSTRAS PROVENIENTES DO LACEN/PR
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Estes resultados mostram que Salmonella spp foi o enteropatégeno mais
frequente (11,5%) nas amostras provenientes do LACEN. Bactérias do género
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Aeromonas foram isoladas em 4,9% das amostras e A. caviae (3,6%) foi a espécie
prevalente. Estirpes de DEC foram isoladas de 3,9% das amostras, sendo aEPEC

(2,9%) a mais frequente. C. jejuni foi recuperado de 1% das amostras.

Das 95 amostras diarreicas provenientes do Laboratério Municipal de
Curitiba (LMC), 22 (23%) foram positivas para bactérias enteropatogénicas. Duas
bactérias patogénicas foram isoladas de uma das amostras, A. hydrophila e aEPEC.
No total 23 enteropatégenos foram isolados e sua identidade e respectiva frequéncia
estao indicados no grafico 2.

GRAFICO 2 - FREQUENCIA DE ENTEROPATOGENOS ISOLADOS DAS AMOSTRAS
PROVENIENTES DO LMC
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O enteropatogeno prevalente nas amostras do LMC foi Aeromonas (11,6%),
sendo A. caviae (8,4%) a mais comum. A frequéncia de DEC foi 9,5% e aEPEC
(4,2%) foi a mais comum entre este grupo de bactérias. Salmonella spp foi isolada
de 2,1% das amostras e C. jejunide 1,1%.
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Nao houve diferenca na frequéncia de exames positivos para o0s

enteropatdégenos pesquisados entre as amostras do LACEN e do LMC (p = 0,57).
A frequéncia dos enteropatégenos nas amostras provenientes dos dois

laboratérios foi comparada e os resultados estao indicados na Tabela 3

TABELA 3- FREQUENCIA DOS ENTEROPATOGENOS ISOLADOS A PARTIR DE
AMOSTRAS DO LACEN E LMC.

Bactéria LACEN LMC p
Salmonella spp 35 02 0,0066*
Aeromonas caviae 11 08 0,263
Aeromonas hydrophila 03 02 0,6108
Aeromonas spp 01 01 0,4703
aEPEC 09 04 0,7443
DAEC 02 01 1,00
EAEC 01 02 0,187
STEC 0 01 0,2738
tEPEC 0 01 0,2738
Campylobacter jejuni 03 01 1,00
Positivos 61 22 0,5765
Total de amostras 305 95 -

p, probabilidade com o teste exato de Fisher bidirecional; * indica diferenca
estatisticamente significativa.

Esses resultados indicam que apenas a frequéncia de Salmonella difere
entre as amostras do LACEN e LMC.

As tabelas 4 e 5 contém dados referentes as pessoas/amostras das quais foram

isoladas bactérias enteropatogénicas



TABELA 4-

DADOS EPIDEMIOLOGICOS DOS PACIENTES DOS QUAIS FORAM

ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LACEN/PR (CONTINUA).

ISOLADAS BACTERIAS

53

Numero Bactéria Sexo Idade Procedéncia Data da

da amostra Isolada (em anos) da amostra Coleta
116-C Salmonella spp Q 23 10% RS Cascavel 10/06/2010
117-C Salmonella spp d 25 10% RS Cascavel 10/06/2010
214-C Salmonella spp Q 31 22 RS Curitiba 09/11/2010
215-C Salmonella spp d 6 2?2 RS Curitiba 09/11/2010
216-C Salmonella spp d 11 22 RS Curitiba 09/11/2010
219-C Salmonella spp Q 51 22 RS Curitiba 09/11/2010
241-C Salmonella spp d 67 2?2 RS Curitiba 23/11/2010
242-C Aeromonas caviae 3 48 5% RS Paranagué 24/11/2010
248-C Aeromonas caviae 3 26 5% RS Paranagué 24/11/2010
252-C Aeromonas caviae Q 50 10* RS Cascavel 02/12/2010
258-C aEPEC Q 16 17 RS Londrina 20/12/2010
259-C aEPEC Q 8 92 RS Foz do Iguacl 20/12/2010
02-C aEPEC Q 31 92 RS Foz do Iguacl 05/01/2011

NOTA: Q: sexo masculino. J: sexo feminino. RS: regional de salde.




TABELA 4-

DADOS EPIDEMIOLOGICOS DOS PACIENTES DOS QUAIS FORAM

ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LACEN/PR (CONTINUA).

ISOLADAS BACTERIAS

Numero Bactéria Sexo Idade Procedéncia Data da

da amostra Isolada (em anos) da amostra Coleta
19-C Salmonella spp Q 7 8% RS F. Beltréao 13/01/2011
28-C aEPEC 3 7 5% RS Paranagué 20/01/2011
30-C Campylobacter jejuni Q 20 5% RS Paranagué 19/01/2011
34-C Salmonella spp Q 36 22 RS Curitiba 19/01/2011
35-C Salmonella spp d 9 2?2 RS Curitiba 19/01/2011
51-C aEPEC Q 51 10% RS Cascavel 02/01/2011
62-C Salmonella spp Q 67 22 RS Curitiba 04/02/2011
66-C Aeromonas hydrophila 3 20 22 RS Curitiba 10/02/2011
81-C Campylobacter jejuni 3 22 12 RS Antonina 18/02/2011
92-C Aeromonas hydrophila Q 47 22 RS Curitiba 11/02/2011
93-C Aeromonas hydrophila Q 5 15%RS Maringa 23/02/2011
96-C Aeromonas caviae Q 71 5% RS Paranagué 18/02/2011
97-C Aeromonas caviae 3 47 5% RS Paranagué 16/03/2011

NOTA: Q: sexo masculino. J: sexo feminino. RS: regional de salde.
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TABELA 4- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DOS PACIENTES DOS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LACEN/PR (CONTINUA).

Numero Bactéria Sexo Idade Procedéncia Data da

da amostra Isolada (em anos) da amostra Coleta
100-C aEPEC ) 6 2?2 RS Curitiba 24/03/2011
120-C aEPEC ) 0 142RS Paranavai 20/05/2011
121-C aEPEC ) 16 142RS Paranavai 20/05/2011
130-C EAEC ? 1 2?2 RS Curitiba 20/06/2011
134-C Salmonella spp; aEPEC Q 67 82 RS Cruzeiro 15/07/2011
135-C Salmonella spp ) 28 82 RS Cruzeiro 15/07/2011
136-C Salmonella spp Q 39 82 RS Cruzeiro 15/07/2011
137-C Salmonella spp; DAEC Q 56 82 RS Cruzeiro 15/07/2011
143-C Aeromonas caviae Q 9 142 RS Paranavai 10/08/2011
154-C Salmonella spp ) 1 22 RS Curitiba 19/08/2011
162-C Aeromonas caviae 3 60 14?2 RS Paranavai 30/08/2011
184-C Aeromonas caviae Q 1 18 % RS Guarapuava 29/09/2011
191-C Salmonella spp d 1 2?2 RS Curitiba 06/10/2011

NOTA: Q: sexo masculino. J&: sexo feminino. RS: regional de satde. UMS: unidade municipal de satde



TABELA 4- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DOS PACIENTES DOS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LACEN/PR (CONTINUA).

Numero Bactéria Sexo Idade Procedéncia Data da

da amostra Isolada (em anos) da amostra Coleta
210-C Salmonella spp Q 30 9% RS Foz do Iguacu 20/10/2011
214*-C Salmonella spp d 28 10? RS Trés Barras 16/10/2011
215*-C Salmonella spp Q 14 10? RS Trés Barras 16/10/2011
216*-C Salmonella spp Q 9 10? RS Trés Barras 17/10/2011
217-C Salmonella spp Q 16 10% RS Trés Barras 17/10/2011
218-C Salmonella spp Q 25 10? RS Trés Barras 17/10/2011
219*-C Aeromonas caviae 3 1 10% RS Trés Barras 17/10/2011
221-C Salmonella spp Q 35 10 RS Trés Barras 17/10/2011
225-C DAEC Q 51 12 RS Guaraquecgaba 24/10/2011
227-C Aeromonas caviae Q 1 22 RS Curitiba 26/10/2011
232-C Salmonella spp 3 53 22 RS Curitiba 11/11/2011
239-C Campylobacter jejuni 3 2 142 RS Paranavai 22/11/2011
246-C Salmonella spp Q 1 22 RS Curitiba 30/11/2011

NOTA: Q: sexo masculino. J: sexo feminino. RS: regional de salde.



TABELA 4- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DOS PACIENTES DOS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LACEN/PR (CONCLUSAO).

Numero Bactéria Sexo Idade Procedéncia Data da

da amostra Isolada (em anos) da amostra Coleta
247-C Salmonella spp d 1 2?2 RS Curitiba 08/12/2011
248-C Salmonella spp d 25 10?2 RS Guaraniagl 08/12/2011
249-C Salmonella spp d 38 102 RS Guaraniagu 08/12/2011
250-C Salmonella spp Q 52 10? RS Guaraniagu 08/12/2011
251-C Salmonella spp; A.caviae 3 40 10? RS Guaraniagu 06/12/2011
252-C Salmonella spp 3 18 10? RS Guaraniagu 06/12/2011
01-C Salmonella spp Q 9 10 RS Cascavel 05/01/2012
02-C Salmonella spp Q 31 10 RS Cascavel 05/01/2012
03-C Salmonella spp; Aeromonas spp Q 25 10 RS Cascavel 05/01/2012

NOTA: Q: sexo masculino. J: sexo feminino. RS: regional de salde.
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TABELA 5- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS PESSOAS DAS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LMC (CONTINUA)
Numero Bactéria Idade " . Procedéncia Data da
da Sexo (em Dados Clinicos do paciente
Isolada da amostra coleta
amostra anos)
Parasitol6gico de fezes: Negativo . .
2-Im Aeromonas caviae 3 2 | Avaliagao de rotina Unldage d? Saude 02/12/2010
arolin
Coprocultura: EPEC , .
5-Im A.hydrophila; aEPEC 3 9m | Risco evolutivo-scio economico Unidade de Saude 03/12/2010
. . Sao Domingos
Diarréia intermitente
Parasitol6gico de fezes: Negativo . .
7-im STEC © | 57 | Avaliagao complementar Unidade de Saide | 15/12/2010
Nova Orleans
Chagas e menopausa
Parasitol6cio de fezes: Negativo . .
11-Im aEPEC 3 11m Risco evolutivo social Unlqade de. Saude 08/02/2011
o A Sao Domingos
Constipagao cronica
Parasitol6gico de fezes: Negativo . .
15-Im {EPEC 0 22 | Sangue oculto:+++ Unidade de Satde | 5g/91/2011
A I L. Umbara
Febre cronica, poliartrite e diarréia
23-Im EAEC g 47 | sangue oculto: ++++ Unidade de Satde | 53/93/2011
Santa Candida
Aeromonas Anemia - .
27-Im . d 2m | Avaliagdo geral da crianca, risco Unlcjade de Saude 04/04/2011
Hydrophila : . A S&o Domingos
evolutivo sécio-econémico

NOTA: Q: sexo masculino. J: sexo feminino. NI*: dados nao informados




59

TABELA 5- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS PESSOAS DAS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LMC (CONTINUA)
Numero Bactéria Idade . . Procedéncia Data da
da Sexo (em Dados Clinicos do paciente
Isolada da amostra coleta
amostra anos)

Parasitolégico de fezes: Negativo . .

34-lm Aeromonas caviae 3 8 Dor abdominal Un|c~jade de. Saude 25/04/2011

Sao Domingos

Sangue oculto: +++
Parasitologico de fezes: Ascaris . .

35-Im aEPEC 3 1 lumbricoides e Giardia lamblia Unidade de Saude 08/04/2011

. Fernando de Noronha

Diarréia recorrente
Parasitolégico de fezes: Negativo . .

38-Im aEPEC 3 3 | Diarréia a 30 dias Unidade de Sadde | 42/07/2011

Barigui

Leuc fezes:
Parasitol6gico de fezes: Negativo . .

41-Im EAEC ? 1 Assaduras recorrentes Unidade de Saude 27/09/2011

Sao Domingo

Sangue oculto: +++ . )

57-Im DAEC 3 30 Fezes com sangue por 2 anos Unldad.e de Satude 16/08/2011

Bairro Alto
60-Im Salmonella spp Q 79 NI* Unidade de SaUdg 01/09/2011
Waldemar Monastie
68-Im Aeromonas spp 3 1 NI* Unidade de Saide | /08/2011

Sao Domingos

NOTA: Q: sexo masculino. J: sexo feminino. NI*: dados nio informados
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TABELA 5- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS PESSOAS DAS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LMC (CONTINUA)
Numero Bactéria Idade . . Procedéncia Data da
da Sexo (em Dados Clinicos do paciente
Isolada da amostra coleta
amostra anos)
. Parasitol6gico de fezes: Negativo Unidade de Saude
69-Im Aeromonas caviae 3 1 Diarréia e queda ponderal N.S? do Sagrado 29/07/2011
coragao
Diarréia crénica , .
71-lm Aeromonas caviae 3 81 Acompanhamento oncolégico Unldac_jrg de ,Saude 10/10/2011
ingui
75-m Salmonella spp 3 12 NI* Unidade de Satde | 54/09/2011
Santa Candida
Parasitol6gico de fezes: Negativo . .

77-lm Aeromonas caviae Q 12 Dor abdominal Unldad.e de Saude 18/10/2011
Bairro Alto

82-Im Aeromonas caviae Q 45 Exame de rotina UnidaFje d.e Satde 04/10/2011
Pilarzinho

85-Im Aeromonas caviae ) 2 Dor abdominal Unidade dAe S?‘Ude 23/09/2011

Santa Candida

86-Im Aeromonas caviae ) 30 Diarréia persistente UnidaFje d.e Saude 04/10/2011

Pilarzinho

NOTA: Q= sexo masculino. J'= sexo feminino. NI*: dados nao informados
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TABELA 5- DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS PESSOAS DAS QUAIS FORAM ISOLADAS BACTERIAS
ENTEROPATOGENICAS - AMOSTRAS PROVENIENTES DO LMC (CONTINUA)

Numero Bactéria Idade " . Procedéncia Data da

da Sexo (em Dados Clinicos do paciente
Isolada da amostra coleta
amostra anos)
Parasitol6gico de fezes: Negativo . .
94-m | Campylobacter jejuni | ¢ 32 | Sangue oculto +++ U”'dgde d‘;‘] Satde | 57/10/2011
acacheri

NOTA: Q: sexo masculino. &: sexo feminino. NI*: dados n&o informados
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O LACEN realiza culturas de amostras fecais obtidas de casos isolados e
surtos de diarréia. No caso de andlise de surtos de diarréia geralmente sao
encaminhadas amostras fecais de cerca de 10% das pessoas afetadas pela doenca.
A tabela 4 mostra informacgdes referentes a idade, sexo, regido geografica onde
mora o doente e a data da coleta das amostras encaminhadas ao LACEN. Estes
dados aliados a identidade do enteropatégeno permitem sugerir a ocorréncia de
surtos de doenca diarréica.

Os dados sugerem que durante o periodo de 10/06/2010 a 05/01/2012
podem ter ocorrido surtos provocados por Salmonella nas cidades de Cascavel
junho/2010 e janeiro/2012), Curitiba (novembro/2010, janeiro-fevereiro/2011),
Cruzeiro (julho/2011), Trés Barras (outubro/2011) e Guaraniagu (dezembro/2011).

Apenas com essas informacoes também nao se pode descartar a ocorréncia
de possiveis surtos causados por A. caviae em Paranagua (novembro/ 2010) e por
aEPEC em Paranavai (maio/2011).

A tabela 5 traz informacbes sobre as pessoas atendidas pelo LMC, que
trabalha com amostras encaminhadas pelos Postos de Saude e que provavelmente
representam casos isolados de diarreia.

A tabela 6 indica o numero de cada tipo de bactéria recuperado das

amostras fecais de acordo com a idade dos doentes.
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TABELA 6- COMPARAGAO DA DISTRIBUICAO DOS ENTEROPATOGENOS
POR GRUPO DE FAIXAS ETARIAS

Bactérias 0-5 anos 6-15anos >15 anos p-total
Salmonella 4 8 25 0,022*
Aeromonas 10 3 13 0,186
Campylobacter 1 0 3 1,0

DEC 7 3 11 0,603

Foi utilizado o teste exato com a tabela de contingéncia r x ¢; *indica uma
diferenga estatisticamente significativa.

Os dados apresentados na Tabela 6 indicam que todos os enteropatégenos
isolados, considerando Aeromonas como um Unico grupo, € 0 mesmo para as E. coli
diarreogénicas, foram isolados de pessoas de todas as faixas etarias.

A frequéncia de Salmonella é significativamente menor em cerca de 2,5
vezes entre criancas na faixa etaria de 0-5anos (18%) quando comparada com as
faixas etarias de 6-15 anos (57%) e >15anos (48%). Para as demais bactérias nao
houve diferencas significativas nas frequéncias em relacdo as trés faixas etarias

analisadas.

5.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de todos os isolados é
mostrado nas tabelas 7, 8, 9 e 10.
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TABELA 7- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE ESTIRPES DE AEROMONAS (CONTINUA)

Antimicrobiano

Estirpe CAZ CFO SUT CTX COM AMC CRO TE CIP AK MER C IPM LVX ATM AMP NA
2-Im S R S S S S S S S S ND S S S S R R
5Im S S S S S S S S S S S S S S S R S
27 Im S R S S S S S S S S S S S S S R S
34 Im S R S S S S S S S S S S S S S R S
68 Im S S S S S I S S S S S S S S S R S
69 Im S S R S S S S S S S S S S S S R S
71 Im S S I S S S S S S S S S S S S R S
77 Im S S S S S S S S S S S S S S S S S
82 Im S S I S S S S S S S S S S S S R S
85Im S S I S S S ND S S S S S S S S R S
86 Im S S S S S S S S S S S S S S S R S
66-C S S S S S S S S S S S S S S S R S
92-C S R S S S R S S S S S S S S S R S
93-C S R S S S R S S S S S S S S S R S
96-C S S R S S S S S S S S S S S S R S
97-C S S S S S S S S S S S S S S S R S
143-C S S R S S R S S S S S S S S S R R
242-C S S S S S S S S S S S S S S S R R
248-C S S S S S S S S S S S S S S S R R
252-C S S S S S R S S S S S S S S S R S

CAZ - ceftazidime; CFO — cefoxitina; SUT—sulfametaxazol/ trimetropim; CTX —cefotaxime; CPM — cefepime; AMC —amoxacilina/ac.clavulanico; CRO-ceftriaxona; TE-tetraciclina;
CIP — ciprofloxacina;AK—amikacina; MER- meropenem; C- cloranfenicol; IPM—imipenem , LVX- levofloxacino; ATM—aztreonam; AMP—ampicilina; NA- &cido nalidixico
R — resistente; | — intermediario; S — sensivel. ND- nao definido
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TABELA 7- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE ESTIRPES DE AEROMONAS (CONCLUSAO)

Antimicrobiano

Estirpe CAZ CFO SUT CTX COM AMC CRO TE CIP AK MER IPM LVX ATM AMP NA

C
162-C S S S S S S S S S S S S S S S R S
219-C S R R S S R S R S S S S I S S R S
227-C S S S S S R S S S S S S S S S R S
251-C S S S S S I S S S S S S S S S R S
03-C S S S S S S S R S I S S S S S R S

CAZ - ceftazidime; CFO — cefoxitina; SUT—sulfametaxazol/ trimetropim; CTX —cefotaxime; CPM — cefepime; AMC —amoxacilina/ac.clavulanico; CRO-ceftriaxona; TE-tetraciclina;
CIP — ciprofloxacina;AK—amikacina; MER- meropenem; C- cloranfenicol; IPM—imipenem , LVX- levofloxacino; ATM—aztreonam; AMP—ampicilina; NA- &cido nalidixico
R — resistente; | — intermediario; S — sensivel. ND- nao definido

Apenas uma estirpe de Aeromonas foi suscetivel a todos os antimicrobianos testados. A resisténcia mais comum foi a
ampicilina. Onze padrdes diferentes de resisténcia aos antimicrobianos foram observados entre estas bactérias. Duas estirpes
multi-resistentes (143-C, 219-C) foram encontradas entre A. caviae



TABELA 8- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE ESTIRPES DE SALMONELLA (CONTINUA)
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Antimicrobiano
NA CAZ AMP SUT ETP ATM CN AMC CRO KF TE CIP MER

Estirpe

IPM LVX CFO

60 Im
75-Im
116-C
117-C
214-C
215-C
216-C
219-C
241-C
19-C
34-C
35-C
62-C
134-C
135-C
136-C
137-C
154-C
191-C
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NA- acido nalidixico; CAZ — ceftazidime; AMP—ampicilina; SUT—sulfametaxazol/ trimetropim; ETP— ertapenem; ATM-aztreonam; CN— gentamicina; AMC —amoxacilina/
ac.clavulanico; CRO-ceftriaxona; KF-cefalotina; TE — tetraciclina; CIP — ciprofloxacina; MER- meropenem; C- cloranfenicol; IPM—imipenem , LVX- levofloxacino; CFO —

cefoxitina. R — resistente; | — intermediario; S — sensivel. ND-ndo determinado



67

TABELA 8- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE ESTIRPES DE SALMONELLA (CONCLUSAO)

Antimicrobiano

Estirpe NA CAZ AMP SUT ETP ATM CN AMC CRO KF TE CIP MER IPM LVX CFO

210-C
214*-C
215*-C
216*-C
217-C
218-C
221-C
232-C
246-C
247-C
248-C
249-C
250-C
251-C
252-C
01-C
02-C
03-C S
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NA- acido nalidixico; CAZ — ceftazidime; AMP—ampicilina; SUT—sulfametaxazol/ trimetropim; ETP— ertapenem; ATM-aztreonam; CN— gentamicina; AMC —amoxacilina/
ac.clavulanico; CRO-ceftriaxona; KF-cefalotina; TE — tetraciclina; CIP — ciprofloxacina; MER- meropenem; C- cloranfenicol; IPM—imipenem , LVX- levofloxacino; CFO —
cefoxitina. R — resistente; | — intermediario; S — sensivel. ND-ndo determinado
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Todas as Salmonella foram resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Trinta e uma estirpes (83,8%) foram resistentes ao acido
nalidixico. A tetraciclina, cinco estirpes (13,5%) foram resistentes e ao cloranfenicol 4
estirpes (10,8%). Trés estirpes (8,1%) foram resistentes a ampicilina, duas (5,4%) a
cefalotina e trés (8,1%) ao sulfametoxazol/trimetoprim. Quatro estirpes de
Salmonella (60-lm, 154-C, 191-C e 232-C) apresentaram resisténcia a mdultiplos

antimicrobianos.
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TABELA 9- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE ESTIRPES DE E.coli DIARREOGENICAS (CONTINUA)

Antimicrobiano
Amostra CAZ CFO AMP KF CIP CRO CPM ATM SUT IPM TZP AMC CTX CN

-
m

51Im S S S S S S S S S S S S S S S
7 1m S S S S S S S S S S S S S S S
11 1Im S S S S S S S S S S S S S S S
151m S S S S S S S S S S S S S S S
23 1Im S S R S S S S S S S S S S S S
35 Im S S S S S S S S S S S S S S S
38 1Im S S R S S S S S S S S S S S S
41 Im S S R S S S S S S S S S S S S
57 Im S S R S S S ND S S S S S S S S
02-C S S S S S S S S S S S S S S S
28-C S S S S S S S S S S S S S S S
51-C S S S S S S S S S S S S S S S
100-C S S S S S S S S S S S S S S S
120-C S S R S S S S S S S S S S S S
121-C S S R S S S S S S S S S S S S
130-C S S R S S S S S S S S S S S S
134-C S S R S S S S S S S S S S S S
137-C S S R S S S S S S S S S S S S

CAZ — ceftazidime; CFO — cefoxitina; AMP—ampicilina; KF—cefalotina; CIP — ciprofloxacina; CRO — ceftriaxona; CPM — cefepime; ATM—aztreonam; SUT—sulfametaxazol/ trimetropim;
IPM—imipenem; TZP — piperacilina/tazobatam; AMC —amoxacilina/ac.clavulanico; CTX —cefotaxime; CN — gentamicina; TE — tetraciclina. R — resistente; | — intermediario; S —
sensivel. ND-ndo determinado
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TABELA 9- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE ESTIRPES DE E.coli DIARREOGENICAS (CONCLUSAO)

Antimicrobiano
Amostra CAZ CFO AMP KF CIP CRO CPM ATM SUT IPM TZP AMC CTX CN TE

225-C S S R S S S ND S S S S S S S S

258-C S S S S S S S S S S S S S S S

259-C S S R R S S S S S S S S S S S
CAZ — ceftazidime; CFO — cefoxitina; AMP—ampicilina; KF—cefalotina; CIP — ciprofloxacina; CRO — ceftriaxona; CPM — cefepime; ATM—-aztreonam; SUT—sulfametaxazol/ trimetropim;
IPM—imipenem; TZP — piperacilina/tazobatam; AMC —amoxacilina/ac.clavulanico; CTX —cefotaxime; CN — gentamicina; TE — tetraciclina. R — resistente; | — intermediario; S —

sensivel. ND-ndo determinado

Das 21 E.coli diarreogénicas analisadas, 10 (47,6%) foram susceptiveis a todas as drogas testadas e incluem aEPEC (8),
STEC (1) e tEPEC (1). Foi verificada a resisténcia a somente 2 dos 15 antimicrobianos testados. A resisténcia observada com
maior freqUéncia foi a ampicilina (11 estirpes). Apenas 1 estirpe foi resistente a cefalotina.
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TABELA 10- PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
DE ESTIRPES DE CAMPYLOBACTER

Antimicrobiano

Amostra TE EM CIP
94-Im R S R
30-C S S R
81-C S S S
239-C S S R

TE- tetraciclina; EM-eritromicina; CIP: ciprofloxacina

Apenas uma estirpe de C. jejuni foi sensivel a todos os antimicrobianos
testados. Estes dados mostram que é importante que o teste de sensibilidade aos

antimicrobianos seja realizado rotineiramente para esta bactéria.
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6 DISCUSSAO

Gastroenterite € uma causa comum de internacdes hospitalares e mortes de
criangas principalmente durante os primeiros anos de vida (UNICEF/WHO, 2009;
WIEGERING et al., 2011).

O saneamento basico, acesso a agua tratada, melhoria na higiene pessoal e
cuidados no preparo de alimentos sao fatores que reduzem o indice dessas
doencas. Esses fatores associados ao diagnéstico laboratorial das doencas
diarreicas, que permite a identificacdo do enteropatégeno causador da infeccao,
direciona para o correto tratamento e eventualmente permite identificar a fonte de
contaminacao que sao fundamentais para o controle dessas doencas.

Para que o diagnéstico laboratorial seja abrangente é preciso conhecer os
principais enteropatdgenos associados com a doenga no pais e nas diferentes
regibes do mesmo. Um dos objetivos desse trabalho foi determinar a frequéncia de
enteropatdégenos bacterianos no Parana, em pessoas de todas as faixas etarias,
visando contribuir para o esclarecimento da etiologia dessas doencas e verificar a
importancia das DEC nesta regio.

No cémputo geral, considerando os dados do LACEN e LMC em conjunto, o
indice de positividade para enteropatégenos bacterianos foi de 20,7%, similar ao
relatado em estudo realizado em Juruti (Pard) que também envolveu criangcas e
adultos com 19% (LOUREIRO et al., 2010). As bactérias isoladas e as respectivas
frequéncias estao indicadas a seguir: Salmonella spp (9,2%), Aeromonas spp
(6,5%), estirpes de E. coli diarreogénicas (5,2%) e Campylobacter (1%). Nas
amostras analisadas ndo foram detectados casos de diarreia associados com
Shigella spp, Yersinia enterocolitica, Vibrio spp, Plesiomonas shigelloides, EIEC e
ETEC.

Considerando isoladamente as amostras do LACEN e do LMC, os indices de
positividade para bactérias enteropatogénicas foram respectivamente de 20% e
23%. Nao houve diferenca significativa (p= 0,5765, Tabela 3) no indice de
positividade entre as duas populacdes atendidas por esses laboratorios.

Em relacdo aos enteropatégenos isolados de cada amostra, foi verificada
uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0066) na frequéncia de
Salmonella spp. As frequéncias observadas foram de 11,5% nas amostras do
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LACEN e de 2,1% nas do LMC (Tabela 3). Este dado sugere que Salmonella spp é o
agente prevalente em casos de surtos de diarréia, que sao as amostras
prevalentemente analisadas pelo LACEN, mas tem menor participacdo nos casos
esporadicos de diarreia na populacao atendida pelo LMC.

A tabela 6 mostra a frequéncia dos enteropatégenos de acordo com a idade
dos doentes. Para Aeromonas, Campylobacter e DEC nao houve diferenca
estatisticamente significativa em relacao a prevaléncia dessas bactérias nas faixas
etarias analisadas. No entanto, a frequéncia de Salmonella em criancas na faixa
etaria de 0-5anos foi significativamente menor (p= 0,022) quando comparada as
demais, nas quais houve predominio de Salmonella. No grupo de criancas entre 0-5
anos Aeromonas e DEC foram as bactérias predominantes (Tabela 6).

Oito provaveis surtos causados por Salmonella ocorreram (Cascavel,
06/2010 e 01/2012; Curitiba, 01-02/2011 e 11/2010, Cruzeiro 07/2011; Guaraniagu
12/2011; Trés Barras 10/2011) no Estado conforme dados mostrados na Tabela 4 e
os resultados do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (Tabela 8), que
mostram que as estirpes isoladas em uma dada localidade e data apresentam o
mesmo perfil de suscetibilidade.

Além desses, 2 outros provaveis surtos causados por A. caviae (Paranagua,
11/2010), e aEPEC (Paranavai, 05/2011) foram detectados. Ha& poucos estudos
mostrando a participacdo de Aeromonas em surtos, um deles ocorrido no Brasil e
bem documentado (HOFER et al., 2006). Ao contrario, a participacao de aEPEC em
surtos de diarreia envolvendo adultos e criangcas parece estar bem estabelecida
(citado em KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004).

Os dados mostrados confirmam que Salmonella é o principal agente
bacteriano associado com surtos no Parana, como € indicado pelo informe
SE012012 da  Secretaria de Saude no Estado, disponivel em

(http://www.sesa.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=2811).

A infeccdo por Salmonella em humanos e animais continua a ser um
problema de saude publica preocupante em todo o mundo (CHIU, SU e CHU, 2005;
PUPPULIN et al., 2009; WIEGERING et al., 2011).
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Espécies de Salmonella estdao entre os patégenos mais importantes
transmitidos por alimentos, levando a milhdes de casos de diarreia e surtos no
mundo todo, sendo S. enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis a principal estirpe
isolada atualmente (O'BRIEN et al., 2002; GALANIS et al., 2006; MURMANN et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2009; ZWEIFEL e STEPHAN, 2011). Salmonella spp foi a
bactéria predominante (11,5%) nas fezes diarreicas provenientes do LACEN,
comprovando a sua relevante participacdo em surtos de diarreia (Tabela 4).

Além disso, a importancia dessa bactéria em casos esporadicos de diarreia
também pode ser verificada (Tabelas 4 e 5). Entre quatro casos de infecgdes mistas
Salmonella spp foi isolada de todas elas associada com aEPEC, DAEC, A. caviae ou
Aeromonas spp. A associacao de Salmonella com Aeromonas e E.coli foi também
reportada por GUERRA e colaboradores (2007).

Todas as estirpes de Salmonella foram resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Trinta e uma estirpes (83,8%) foram resistentes ao acido
nalidixico. Quatro estirpes (10,8%) foram resistentes ao cloranfenicol, a ampicilina e
ao sulfametoxazol/trimetoprim. Cinco estirpes (13,5%) foram resistentes a
tetraciclina. MARAGKOUDAKIS e colaboradores (2011) observaram a emergéncia
da resisténcia a ampicilina, cloranfenicol e &cido nalidixico em estirpes de
Salmonella isoladas no periodo de 2007-2010 na Grécia. Este padrao de resisténcia
€ similar aos resultados observados nas estirpes analisadas no presente trabalho.
Em estudo realizado em Salvador (BA) DINIZ-SANTOS e colaboradores (2005),
mostraram que estirpes de Salmonella isoladas de criancas com diarreia,
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos ampicilina (4%), ciprofloxacina (2%) e
sulfametoxazol/ trimetoprim (2%). Nao foi observada resisténcia a ciprofloxacina
entre as estirpes isoladas no presente trabalho. E para ampicilina e sulfametoxazol/
trimetoprim os indices foram de 8%, superiores aos observados nas estirpes
isoladas por DINIZ-SANTOS colaboradores (2005), sugerindo que ha diferencas no
perfil de resisténcia em isolados de Salmonella em diferentes regides geogréficas.

Quatro estirpes de Salmonella apresentaram resisténcia a 3 ou mais
antimicrobianos de classes distintas (multi-resisténcia) incluindo acido nalidixico
(quinolona), ampicilina (penicilina), sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina, cefalotina

(cefalosporina) e cloranfenicol (fenicol) (Tabela 8).
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Enquanto bactérias do género Salmonella predominam nas amostras do
LACEN com 11,5% de frequéncia, as do género Aeromonas predominam nas do
LMC com 11,6%, com destaque para Aeromonas caviae (8,4%) (Graficos 1 e 2;
Tabela 3).

As Aeromonas nao sao pesquisadas na rotina dos laboratérios em geral e
sdo poucos os dados sobre a frequéncia destes enteropatégenos no Brasil. Das
Aeromonas isoladas nas amostras do LMC (11,6%), 8,4% € representado por A.
caviae, 2,1% por A. hydrophila e 1,1% por Aeromonas spp. Nas amostras do
LACEN, Aeromonas foram isoladas numa frequéncia de 4,9%, sendo 3,6% de
A.caviae, 1,0% de A. hydrophila e 0,3% de Aeromonas spp. Trabalhos publicados no
Brasil mostram que a frequéncia de Aeromonas varia entre 2,2% a 20% (HOFER et
al., 2006; GUERRA et al., 2007; LOUREIRO et al., 2010; SUREK et al, 2010). As

frequéncias encontradas no presente trabalho estdo dentro deste intervalo.

O predominio de A. caviae nas infec¢des intestinais humanas associadas a
Aeromonas também foi observado em outros estudos realizados no Parana e
Pernambuco (HOFER et al., 2006; SUREK, 2010).

No Rio Grande do Sul, GUERRA e colaboradores (2007) detectaram 6,6%
de Aeromonas em pacientes internados devido a diarreia, sendo A. hydrophila a
mais comum (52%) seguida de A. caviae (41%).

LOUREIRO e colaboradores (2010), com o intuito de determinar a
frequéncia de bactérias enteropatogénicas em pacientes com diarreia aguda no
Para, isolaram 2,2% de Aeromonas, sendo 1,1% de A. hydrophila e 1,1% A. sobria
Estes dados sugerem que a incidéncia desses patdgenos pode variar de acordo com
a regiao geografica.

No Parand, a frequéncia de Aeromonas em fezes diarreicas foi de 2,6% em
estudo realizado por SUREK e colaboradores (2010). A. caviae (63,1%) foi a espécie
predominante, mas também foram isoladas A. hydrophila (10,5%) e A. veronii biovar
sobria (5,3%). No presente trabalho o indice de amostras positivas para Aeromonas
foi de 6,5%, superior ao relatado por SUREK e colaboradores (2010). Esta diferenca
pode ser devida as caracteristicas da amostra, que no caso de SUREK e
colaboradores (2010) foi composta por amostras diarreicas encaminhadas para

coprocultura em um laboratério de andlises clinicas que atende predominantemente
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populacédo de classe médio-alta de Curitiba. No presente estudo foram selecionadas
pessoas com diarréia e as amostras encaminhadas pela Vigilancia Sanitaria, ou pelo
Sistema Unico de Satde. Os dados obtidos também confirmam o predominio de A.
caviae que corresponde a 73% das Aeromonas isoladas.

Um caso de infecgdo mista envolvendo A. hydrophila e aEPEC também foi
detectado (tabela 5) em uma amostra do LMC, infecgdo mista envolvendo A. caviae
e Salmonella foi relatada por HOFER e colaboradores (2004).

O Unico surto de diarréia documentado no pais associado a Aeromonas
ocorreu em 2004 no estado de Pernambuco. Aeromonas foram isoladas de 20% das
amostras em contraste com 5% associados com as etiologias classicas (V. cholerae
O1, Salmonella, Shigella, incluindo V. cholerae nao O1/ ndo O139) (HOFER, et al.,
2006).

Embora poucas informacdes sobre a incidéncia de diarreia por Aeromonas
no pais estejam disponiveis, estes relatos mostram o potencial dessas bactérias
para causar surtos e casos esporadicos de diarreia e a sua importancia como agente
etiolégico da doenca no pais.

Quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados, apenas
uma estirpe de Aeromonas foi suscetivel a todos os antimicrobianos testados. A
resisténcia mais comum foi a ampicilina (96,1%). A maioria das espécies de
Aeromonas possui resisténcia intrinseca a ampicilina (ABBOTT, CHEUNG e JANDA,
2003; CLSI, 2011) enquanto que as taxas de resisténcia aos outros antimicrobianos
varia nos diferentes paises (GHENGHESH et al., 2008).

Uma estirpe de A. caviae foi suscetivel a ampicilina, sendo que de acordo
com ABBOTT, CHEUNG e JANDA (2003), bactérias dessa espécie sdao 100%
resistentes a este antimicrobiano. Estas bactérias foram identificadas apenas
através de testes bioquimicos. No entanto, a existéncia de estirpes de Aeromonas
com perfis bioquimicos atipicos foi bem documentada por ABBOTT, CHEUNG e
JANDA (2003). Por essa razao este isolado de A. caviae deve ser analisado através
de outras metodologias como RFLP de 16S rRNA ou seqlenciamento dos genes
16S rRNA, gyrB e rpoD para confirmar sua identificacdo (MARTINEZ-MURCIA et al.,
1992; FIGUERAS et al., 2000; SOLER et al., 2004).

A resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico foi observada em 26,9% das
estirpes e a cefoxitina em 23,1%. Para o sulfametoxazol/trimetoprim foi observada



77

resisténcia em 15,4% das estirpes. Além disso, também foi observada resisténcia a
tetraciclina (7,7%). Duas estirpes de A. caviae apresentaram multi-resisténcia
incluindo ampicilina (penicilina), acido nalidixico (quinolona),
sulfametoxazol/trimetoprim e ampicilina, cefoxitina (cefalosporina),
sulfametoxazol/trimetoprim, tetracicina (Tabela 7). SUREK e colaboradores (2010)
também relataram resisténcia a esses antimicrobianos entre as estirpes isoladas,
bem como estirpes multi-resistentes. Elevados indices de resisténcia de Aeromonas
aos antimicrobianos também foram relatados por GUERRA e colaboradores (2007).
Esses dados mostram a importancia de se realizar o antibiograma para isolados de
Aeromonas, uma vez que com excegao da resisténcia intrinseca, nao ha um padrao

de suscetibilidade previsivel.

No total a freqiéncia das DEC foi de 5,2%. O patotipo mais freqliente de
DEC foi aEPEC (3,2%), seguida de EAEC e DAEC (0,75%). STEC e EPEC foram
encontradas com frequéncia de 0,25%. A estirpe de EPEC foi isolada de adulto
(Tabela 5) e seu significado nao é claro uma vez que a pesquisa desta bactéria é
realizada apenas em criangas de até 2 anos de idade. Entretanto, o exame
parasitolégico deste doente foi negativo, e também nado foram isoladas outras
bactérias enteropatogénicas. Além disso, foi detectada presenca de sangue oculto
nas fezes.

A significancia epidemioldgica de cada categoria de E.coli diarreiogénica
varia com a localizacdo geografica e estilo de vida das pessoas até mesmo dentro
do proprio pais (RODRIGUES et al, 2004; SCALETSKY et al., 2002a, 2002b;
ZAMBONI et al., 2004). ETEC e EAEC, por exemplo, sdo as principais causas de
diarreia do viajante (DE LA CABADA BAUSHE e DuPONT, 2011), mas nesse
estudo, nenhuma ETEC foi isolada e EAEC foi isolada numa frequéncia baixa
(0,75%). Em contrapartida, outros autores no Brasil isolaram EAEC com frequéncias
entre 5% a 25% e ETEC entre 1,3% a 10% (ORLANDI et al., 2006; MORENO et al.,
2010; BUERIS et al., 2007; GARCIA, SILVA e DINIZ, 2011). Isto sugere que estas
estirpes de DEC nao séo predominantes em casos de diarreia no estado do Parana.

As DAEC, bem como as EAEC, sao consideradas patégenos emergentes
(reconhecidos ha pouco tempo). SPANO e colaboradores (2008) relataram no Brasil

uma alta frequéncia de DAEC em criancas abaixo de um ano. No presente estudo a
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baixa frequéncia detectada (0,75%) desse patdgeno poderia ser explicada em parte
pela inclusdo de adultos e criangcas na amostra analisada.

tEPEC foi o primeiro patotipo de DEC a ser descrito e associado com
diarréia, e foi uma das principais causas de diarreia persistente em criancas de
paises em desenvolvimento. No entanto, na ultima década tem sido observada uma
queda na frequéncia de casos de diarreia causados por tEPEC, o que foi
acompanhado da emergéncia e nimero crescente de casos provocados pelas EPEC
atipicas, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento
(WILLIAMS, TORRES e LLOYD, 2010). Embora a frequéncia das DEC seja
heterogénea nas diferentes regides do pais, as aEPEC estdo entre as mais
frequentes. As estirpes de aEPEC foram prevalentes entre a DEC nas amostras
analisadas em nosso trabalho, confirmando as taxas encontradas por outros autores
no Brasil (ORLANDI et al., 2006; BUERIS et al., 2007; ARANDA et al. 2007; SPANO
et al., 2008; MORENO et al., 2010; SCALETSKY et al,, 2010; GARCIA, SILVA e
DINIZ, 2011).

Além disso, os dados sobre localidade e data de coleta das amostras (tabela
4) indicam que aEPEC pode estar relacionada a surtos na cidade de Paranavai. Se
confirmado através de outras andlises epidemiolégicas como a eletroforese em
campo pulsado, este poderia ser o primeiro surto por aEPEC documentado no pais.
Esta bactéria ja foi associada com varios surtos no exterior (citado em KAPER,
NATARO e MOBLEY, 2004). Este patétipo de DEC é considerado uma importante
causa de diarreia no nosso pais, o que também foi confirmado no Parana.

Embora as estirpes de STEC nédo sejam umas das principais causas de
diarreia, a morbidade e a mortalidade associadas aos surtos e casos esporadicos de
doencgas gastrointestinais causados por este patotipo, tornaram este microrganismo
um problema mundial de saude publica (PATON e PATON, 1998; WILLIAMS,
TORRES e LLOYD, 2010). As infeccdes devido a STEC sé&o relatadas em casos
esporadicos de diarreia no Brasil.

A frequéncia relatada para STEC no pais varia entre 0,5% a 7,4% de (GUTH
et al., 2002; VAZ et al., 2004; CERGOLE-NOVELLA et al., 2006; ORLANDI et al.,
2006; IRINO et al., 2007; BUERIS et al., 2007; GARCIA, SILVA e DINIZ, 2011).

Aparentemente, ha um Unico relato sobre a incidéncia de STEC em casos de
diarreia no Parana, indicando uma prevaléncia de 1,96%. Os isolados apresentaram
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os perfis de viruléncia stx1, eae e stx1 respectivamente (DE TONI et al., 2009). Em
nosso estudo, somente uma STEC (0,25%) foi identificada e em uma amostra
proveniente do LMC. Foi determinado por PCR, que esta bactéria continha os genes
de viruléncia stx1 eae, que aparentemente representa um gendétipo de STEC comum
no pais (GUTH et al., 2002; VAZ et al., 2004; IRINO et al., 2007; DE TONI et al.,
2009).

Nenhuma EIEC foi isolada nas amostras analisadas. Estudos relatam uma
incidéncia muito baixa para este patotipo de DEC, sendo a maior ocorréncia
relacionada a surtos e entre criangas de paises em desenvolvimento. Investigacdes
realizadas no Brasil sobre enteropatégenos envolvidos com diarreia infantil também
demonstraram baixa frequéncia de EIEC (FRANZOLINI et al., 2005; MOYO et al,
2007; VIEIRA et al., 2007; SPANO et al., 2008; MORENO et al., 2010; GARCIA et
al., 2011).

A importancia das E. coli diarreogénicas ja foi apresentada por varios autores
no Brasil e no mundo (SCAVIA et al., 2008; LOUREIRO et al., 2010; RAJENDRAN et
al., 2010; BEHIRY et al., 2011; GARCIA, SILVA e DINIZ, 2011) e a sua ocorréncia
no estado do Parana , conforme consta nesse estudo, mostra sua ampla distribuicéo
e importancia como um problema de saude publica.

Das 21 E. coli diarreiogénicas isoladas 10 (47,6%) foram suscetiveis a todas
as drogas testadas e incluem aEPEC (8), STEC (1) e tEPEC (1). Foi verificada a
resisténcia a somente 2 dos 15 antimicrobianos testados. A resisténcia observada
com maior frequéncia foi a ampicilina por 11 estirpes (52,4%), sendo 3 EAEC, 3
DAEC e 5 aEPEC. Apenas 1 estirpe (aEPEC ) foi resistente a cefalotina (4,8%). Em
estudo com aEPEC, ABE e colaboradores (2009) encontraram os maiores niveis de
resisténcia entre ampicilina (31,9%), sulfametoxazol/trimetoprim (27,8%) e
tetraciclina (36,1%), para cefalotina a taxa foi de 16,7%. GARCIA, SILVA e DINIZ
(2011) relatam altos niveis de resisténcia a ampicilina, tetraciclina e
sulfametoxazol/trimetoprim em DEC isoladas no Brasil, enquanto para a cefalotina o
indice foi de 5,9%. AMAYA e colaboradores (2011) estudando isolados de DEC na
Nicardgua observaram maiores niveis de resisténcia a ampicilina (60%) e
sulfametoxazol/trimetoprim (64%). OCHOA e colaboradores (2009), no Peru

observaram altos niveis resisténcia ampicilina (83%), sulfametoxazol/trimetoprim
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(79%) e tetraciclina (65%). SOUZA e colaboradores (2009), no Brasil, relatam
indices de resisténcia a ampicilina e tetraciclina, de 27% e 19% respectivamente.
Estes dados indicam que a resisténcia a ampicilina € comum entre as DEC, o que foi
confirmado no presente trabalho. A resisténcia a cefalotina, também relatada por
outros autores, parece ser menos comum (SOUZA et al. 2009; GARCIA, SILVA e
DINIZ (2011).

A taxa de infecgdes por Campylobacter vem aumentando no mundo, com
namero de casos, muitas vezes, superiores ao de Salmonella spp e Shigella spp
(COKER et al.,, 2002) provavelmente pela melhoria nos métodos de deteccdo e
diagnéstico dessa bactéria (WASSENAAR, 1997).

C. jejuni é a principal causa de diarreia humana aguda nos paises
desenvolvidos (JANSSEN et al, 2008). Cerca de 90% dos casos de
campilobacteriose humana sao causados por C. jejuni. A fragao restante deve-se
principalmente a C. coli (JAFARI et al.,2008; JANSSEN et al., 2008; AL JAROUSHA,
EL JAROU e EL QOUGA, 2010).

A maioria dos paises em desenvolvimento ndo possui programas de vigilancia
para doencas entéricas, portanto, valores de incidéncia de campylobacteriose
geralmente nao estao disponiveis (COKER et al., 2002). Alguns estudos indicam que
Campylobacter € isolado nos paises em desenvolvimento em frequéncias que
variam entre 5% a 20% (COKER et al., 2002; MORENO et al., 2010; QUETZ et al.,
2010).

A frequéncia de Campylobacter na amostra analisada neste trabalho foi de
1%. A baixa frequéncia nessas amostras indica que a incidéncia de Campylobacter
varia com a populacdo estudada e com a regido do pais. Os poucos dados
publicados a respeito da frequéncia deste género no Brasil, mostram desde a
auséncia, baixas freqtiéncias, (ARANDA et al., 2007; ARAUJO et al., 2007; BUERIS
et al., 2007; MORENO et al., 2010) até frequéncias de 15% para essas bactérias
(QUETZ et al., 2010;).

Resisténcia a eritromicina foi relatada com baixa frequéncia (até 11%) em
estirpes de Campylobacter jejuni. A resisténcia as quinolonas, como ciprofloxacina,
varia de pais para pais com taxas entre 3% a 96% (RYAN et al., 2005; CLSI, 2011).

Das 4 estirpes de Campylobacter isoladas, apenas uma foi sensivel a todos os
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antimicrobianos testados. A resisténcia a ciprofloxacina foi observada em 75% dos
isolados e a tetraciclina em 25%. Todas as estirpes foram sensiveis a eritromicina
(Tabela 10). Frente ao crescimento da resisténcia de Campylobacter aos
antimicrobianos utilizados no tratamento da campylobacteriose € importante que o
teste de sensibilidade aos antimicrobianos seja realizado rotineiramente para esta
bactéria.

Shigella spp, P. shigelloides e Y. enterocolitica ndo foram detectadas nas
amostras provenientes dos dois laboratérios. Setenta por cento das infeccées por
Shigella acometem principalmente criancas com menos de 15 anos (PILLAY et al.,
1997; LEE et al, 2003; ARAGON et al., 2007). A distribuicao dessas bactérias
parece ser bem heterogénea, uma vez que este patégeno nao foi encontrado, ou
esteve presente em baixas freqliéncias em varios estudos realizados no pais
(ARANDA et al., 2007; ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007). No entanto sdo
uma importante causa de diarreia no Brasil e chegam a ser isoladas em frequéncias
que variam de 4% a 54% (DINIZ-SANTOS et al., 2004; MORENO et al., 2010;
LOUREIRO et al., 2010).

Y. enterocolitica € uma causa comum de enterocolite na Escandinavia e
outros paises europeus e nas areas mais frias da América do Norte (MURRAY,
ROSENTHAL e PFALLER, 2006; GALINDO et al., 2011). No Brasil, infecgdes por
esta espécie ndo sdo relatadas com a mesma frequéncia que em varios outros
paises. Tal fato deve-se, ou a pequena ocorréncia do microrganismo em nosso pais,
ou a nao utilizacdo das técnicas ideais para isolamento e caracterizacdo dessa
bactéria (FALCAO e FALCAO, 2006; PUPPULIN et al., 2009).

Estudos mostram que P. shigelloides possui um baixo potencial patogénico
independente do sitio isolado, do fendtipo ou do sorotipo a que pertenca, o que é
condizente com a baixa incidéncia da doengca em humanos (ABBOTT, KOKKA e
JANDA, 1991; JAGGER, 2000; SUREK et al., 2010; LOUREIRO et al., 2010).

Em resumo, os dados deste trabalho sao relevantes para a saude publica e
mostram que Aeromonas, uma bactéria que nao é pesquisada rotineiramente nos
laboratérios, € a causa prevalente de diarreia nesta regiao geografica. Além disso,
as E. coli diarreogénicas tém uma participacao significativa nos casos de diarreia
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infecciosa, sendo aEPEC o patotipo predominante. Sugerimos que a pesquisa
dessas bactérias seja implementada na coprocultura de rotina dos laboratorios.
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7. CONCLUSOES

- O indice de positividade para enteropatdgenos bacterianos na amostra analisada
foi de 20,7%.

- Os seguintes patdgenos foram isolados: Salmonella spp (9,2%), Aeromonas spp
(6,5%), estirpes de E. coli diarreogénicas (5,2%) e Campylobacter (1%). Nao foram
detectados casos de diarréia associados com Shigella spp, Yersinia enterocolitica,

Vibrio spp, Plesiomonas shigeloides, EIEC e ETEC.

- Foi verificada uma diferenga estatisticamente significativa (p = 0,0066) na
distribuicdo de Salmonella spp entre as amostras do LACEN e LMC que

apresentaram frequéncias de 11,5% e 2,1% respectivamente para este patégeno.

- A frequéncia de Salmonella em criangas de 0 - 5 anos foi significativamente menor

(p=0,022) que nas demais faixas etarias.

- Para Aeromonas, Campylobacter e DEC, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao total de enteropatégenos isolados entre as classes de
idade estudadas.

- Aeromonas é uma causa importante de diarreia no Parana, sendo A. caviae a
espécie predominante. Por esta razdo, a pesquisa dessas bactérias deveria ser
incluida nas coproculturas de rotina.

- As estirpes diarreogénicas de E. coli contribuiram para uma parcela significativa
dos casos de diarreia no Parana, sendo aEPEC a que apresenta maior prevaléncia
no Estado. A pesquisa deste grupo de patdgenos requer testes especiais, mas
deveria ser implementada ao menos nos laboratérios vinculados a Secretaria de
Saude do Estado.

- Resisténcia a um ou mais antimicrobianos foi detectada em todos os grupos de

patégenos isolados neste estudo.
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- Entre as Aeromonas a resisténcia mais comum foi a ampicilina (resisténcia
intrinseca) (96,1%) seguida por amoxicilina/acido clavulanico que foi observada em
26,9% das estirpes, cefoxitina em 23,1%, sulfametoxazol/trimetoprim 15,4% e

tetraciclina 7,7%.

- Todas as estirpes de Salmonella foram resistentes ao menos a um dos
antimicrobianos testados, sendo 83,8% resistentes ao acido nalidixico, 10,8% ao

cloranfenicol, ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprim e 13,5% a tetraciclina.

- Entre as estirpes de E. coli diarreogénicas 47,6% foram suscetiveis a todas as
drogas testadas. Foi verificada a resisténcia a somente 2 dos 15 antimicrobianos
testados. A resisténcia observada com maior frequéncia foi a ampicilina (52,4%) e

apenas uma estirpe foi resistente a cefalotina.

- Entre as estirpes de C. jejuni, resisténcia a ciprofloxacina foi observada em 75%

dos isolados a tetraciclina em 25%. Todas as estirpes foram sensiveis a eritromicina.
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