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RESUMO

Introducdo: Mesmo a diarreia sendo considerada uma das principais causas de mortalidade
em pacientes com HIV, nosso estudo demonstrou um perfil diferente, apresentando altas
incidéncias de constipacdo intestinal. A alta frequéncia de bactérias entéricas com potencial
patogénico e a presenca do marcador inflamatério sCD14 nestes individuos, demonstrou um
possivel processo de translocacdo microbiana e disbiose, sendo este cenario responsavel por
promover um estado de inflamagdo constante, o que induz a répida progressao clinica da
AIDS. Portanto, neste estudo procuramos verificar a ocorréncia de co-infec¢bes bacterianas,
com potencial patogénico, e avaliar marcadores imunologicos de inflamagdo como preditores
de translocacdo microbiana e ativacdo cronica, em pacientes com HIV/AIDS em Manaus.
Metodologia e Resultados: Foram avaliados 52 pacientes com HIV, cadastrados na
Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado, distribuidos quanto sua carga viral
(</ou> 500 copias de RNA e </ou> 200 CD4+ mm?3). Para a identificacdo dos agentes
etioldgicos associados a diarreia foi realizado o isolamento por metodologia classica, onde
constatamos uma frequéncia de (38,46%) de Escherichia coli, seguido de Klebsiella spp. e
Pseudomonas spp. (15,38%) respectivamente e em menor frequéncia Salmonella (3,84%) e
Shigella (1,92%). Os isolados de Escherihia coli e Klebsiella, foram submetidos a técnica de
PCR para verificacdo dos genes de viruléncia e resisténcia sendo obtidas amplificacdes para
0S genes eae, UidA, astl e dAAe (E.coli) e Kvar, blaCTX-M, blaKPC, blavVIM e blaIMP
(Klebsiella spp). A avaliacdo de resisténcia a antimicrobianos foi realizada por teste de
difusdo em disco, onde foi observado que a maioria dos isolados testados foram resistentes ao
antimicrobianos da classe das Cefalosporinas, o ensaio celular para a verificagdo dos
fendtipos de adesdo em Eschrichia coli detectou maior frequéncia de adesdo difusa (55%)
seguido de um fenotipo de adesdo atipica (20%), para os isolado de Klebsiella spp. verificou-
se maior frequéncia de adesdo agregativa (12,5%), ensaio de biofilme constatou que o0s
isolados de Klebsiella spp e Pseudomonas spp. apresentavam potencial alto para producédo do
mesmo. A inflamacéo crénica foi avaliada pela dosagem de citocinas por citometria de fluxo
onde foram observadas diferengas significativas entre os niveis de TNFa quando comparados
0S grupos entre si, com destaque para o grupo 1 e 3 (p= 0.001). A avaliacdo da translocagéo
de produtos microbianos pela busca do marcador CD14 soltvel plasmaticos de ELISA
demonstrou diferencas significativas em todos os grupos avaliados quando comparados aos
contoles Grupo 1: 4953+4570; Grupo2: 582+1983; Grupo 3: 3396+4240; Grupo 4:
3769+4752. Conclusdo: Por fim, a presenca de patdgenos bacterianos na flora de pessoas
com HIV bem como a presenca de marcadores de inflamagdo plasmaticos, podem indicar
fatores de piora do quadro geral de satde, bem como a cronicidade de estados inflamatorios.

Palavras-chaves: HIV, Enterobacteérias, translocagcdo microbiana, disbiose.



ABSTRACT

Even though diarrhea was considered a major cause of mortality in HIV patients, our study
demonstrated a different profile, presenting high incidence of intestinal constipation, but the
high frequency of enteric bacteria with pathogenic potential and the presence of the sCD14
inflammatory marker in these individuals, demonstrated a possible process of microbial
translocation and dysbiosis, this scenario is responsible for promoting a state of constant
inflammation, which induces the rapid clinical progression of AIDS. Therefore, in this study,
we sought to verify the occurrence of bacterial co-infections with pathogenic potential and to
evaluate immunological markers of inflammation as predictors of microbial translocation and
chronic activation in patients with HIV / AIDS in Manaus. 52 HIV patients, registered at the
Heitor Vieira Dourado Tropical Medicine Foundation, were distributed, as well as their viral
load (<500 copies of RNA and <200 CD4 + mma3). For the identification of the etiological
agents associated with diarrhea, isolation was performed by classical methodology, where we
found a frequency of (38.46%) of Escherichia coli, followed by Klebsiella spp. E
Pseudomonas spp. (15.38%) respectively and less frequently Salmonella (3.84%) and
Shigella (1.92%). The isolates of Escherihia coli and Klebsiella, were submitted to PCR for
virulence and resistance genes were amplified for the eae, uidA, astl and dAAe (E.coli) and
Kvar, blaCTX-M, blaKPC, blaVIM and blalMP (Klebsiella spp). The antimicrobial resistance
evaluation was performed by disc diffusion test, where it was observed that most of the
isolates tested were resistant to the antimicrobial class of Cephalosporins, the cell assay for
the verification of the adhesion phenotypes in Eschrichia coli detected a higher frequency of
diffuse adhesion (55%) followed by an atypical adhesion phenotype (20%) for the isolates of
Klebsiella spp. (12.5%), a biofilm assay found that the isolates of Klebsiella spp. and
Pseudomonas spp. presented high potential for its production. Chronic inflammation was
assessed by cytokine dosing by flow cytometry where significant differences were observed
between TNFa levels when compared to each other, especially group 1 and 3 (p = 0.001). The
evaluation of the translocation of microbial products by search of soluble CD14 ELISA
marker demonstrated significant differences in all groups evaluated when compared to the
group 1: 4953 * 4570; Group 2: 582 + 1983; Group 3: 3396 + 4240; Group 4: 3769 + 4752.
Finally, the presence of bacterial pathogens in the flora of people with HIV as well as the
presence of markers of plasma inflammation may indicate factors of worsening of the general
health picture, as well as the chronicity of inflammatory states

Keywords: HIV, Enterobacteria, microbial translocation, dysbiosis.
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1. INTRODUCAO

A doenca diarreica, quando se apresenta como sintoma recorrente, pode ser
identificada como a segunda principal causa de progressdo de doenca e consequente Obito
entre individuos infectados pelo HIV, e por vezes a etiologia relacionada pode ndo ser
identificada. Porém, em sua grande maioria, 0s patégenos diagnosticados, sdo de origem
entérica. Os danos de mucosa que ocorrem durante o episodio diarreico, alem dos danos
promovidos pela exposicdo do HIV nos epitélios da mucosa intestinal, levam a uma
diminuicdo da capacidade de absor¢édo de nutrientes e atrasos cognitivos, como maior risco de
desnutricdo severa e aumento na morbidade e mortalidade nesses individuos (CLAY et al.,
2014; PAVLINAC et al.,2014).

As comunidades bacterianas encontradas no intestino de individuos infectados pelo
HIV diferem daquelas encontradas em individuos ndo infectados, pois em individuos
soronegativos bactérias intestinais comensais e probiontes ajudam a controlar a colonizagéo
de agentes patogénicos, promovendo a homeostase e o desenvolvimento do sistema
imunoldgico. Durante o decorrer da infeccdo pelo HIV, diversos agentes bacterianos podem
provocar a diminuicdo desse equilibrio, podendo estar associados a inUmeras patologias
como: disturbios metabdlicos, desnutricdo crénica, aterosclerose, susceptibilidade a infeccbes
oportunistas e, principalmente, o desenvolvimento de uma inflamacdo sistémica cronica
(LOZUPONE et al., 2013; PINTO-CARDOSO et al., 2017).

Ja na infeccdo primaria do HIV, os efeitos diretos na mucosa, incluem a perda de
respostas imunorreguladoras normais, a deplecdo de células TCD4+ e a destruicdo das
barreiras de mucosa permitindo a translocacdo de produtos microbianos intestinais, como o
lipopolissacarideo (LPS) para circulagdo sisttmica. O que culmina em consequente ativacdo
imune cronica e exacerbacio do estado inflamatorio nesses individuos (TENORIO et al.,
2015).

Os elevados niveis de LPS no plasma aumentam a atividade inflamatdria, contribuindo
para a presenca de marcadores inflamatorios abundantes na circulagdo sistémica de individuos
infectados pelo virus. Dentre estes, o0 CD14 solGvel (sCD14) destaca-se devido a sua
capacidade de ligar-se ao LPS exposto na circulacao sistémica, e induzir a ativagédo sistémica

que persiste durante toda a fase da doenca, caracterizando-se como um potencial indutor da
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progressao precoce para sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (NWOSU et al.,
2014).

A evidéncia do aumento da ativacdo imunologica sistémica devido a translocacdo
microbiana em individuos infectados pelo HIV esta associada a persisténcia da replicacdo do
virus, o que pode contribuir para patogénese e progressao precoce da infeccdo para a AIDS
(SINHA et al., 2014; PIERRE et al., 2015).

Se juntarmos a isso um quadro de coinfeccdo por patégenos microbianos associados
ou ndo ao HIV, e se estes patdgenos ainda estiverem estimulando respostas inflamatorias,
podemos concluir que a exacerbacdo de produtos inflamatérios, bem como daqueles que
exercem papel regulador, podem inexoravelmente contribuir para o agravamento da saude
geral destes pacientes. Aliado a este quadro, também temos que levar em consideracdo o
perfil destes possiveis patobiontes em relacdo a sua resisténcia microbiana, e perfil de

interacdo celular com o hospedeiro.

Portanto, € coerente que a identificacdo de possiveis patdgenos presentes na flora
destes pacientes seja de extrema necessidade, visto que, além de demonstrar a perda da
homeostase local, também podem estar atuando como contribuidores sine qua non para o
agravamento da infeccdo primaria pelo HIV, com provavél desfecho clinico desfavoravel ao
paciente. Neste estudo foram priorizados os principais patdgenos bacterianos comumente
relacionas a doenca diarreica ou relacionado a infeccdo hospitalar. Afinal, tratam-se de
organismos que representam risco elevado a pacientes soropositivos, dificultando inclusive a
manutencdo do tratamento antirretroviral, pois a sintomatologia associada a estas doencas

pode ser facilmente confudida com efeitos colaterais da medicag&o utilizada.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.  VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA- HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) pertence a familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae, e género Lentivirus (SUNDQUIST et al., 2012). A particula viral é esférica, composta
por um nucleopsideo viral, contendo duas fitas simples de RNA, e trés enzimas essenciais
denominadas: protease, integrase e transcriptase reversa. O envelope viral apresenta uma bicamada
lipidica, proveniente do préprio hospedeiro, contendo 72 glicoproteinas. Dentre estas, destacam-se a
gp120, que auxilia na ligacdo do virus na célula hospedeira que apresentam receptores CD4, e a gp41,
responsavel por ligar a gp120 na célula-alvo (Figura 1) (ORENSTEIN et al., 2002; SIERRA et al.,
2005; CARLSON et al., 2008).

Envelope:
SU, gp120
TM, gp41

‘Integrase-lN. p31

Reverse 0
transcriptase-RT, p66

Protease-PR,
p15 @

Viral RNA

Lipid bilayer

Nucleocapsid-NC,

Matrix-MA, p17 Capsid-CA,

p24

Figura 1. Desenho esquematico da estrutura do HIV (Fonte: STECKBECK et al., 2013).

O genoma do HIV assemelha-se aos demais retrovirus, possuindo cerca de 9200 nucleotideos,
e trés genes indispensaveis para sobrevivéncia viral — gag, pol e env -, responsaveis por codificar
componentes estruturais e funcionais do HIV, incluindo proteinas do envelope e a enzima transcriptase
reversa. Os componentes estruturais codificados pelo env incluem a glicoproteina do envelope externo
gp120 e a transmembrana gp41; o gag codifica proteinas do nucleocapsideo e da matriz como a p17; o
gene pol codifica proteinas como a transcriptase reversa, protease e integrase. O virus também
apresenta genes ndo-estruturais, tais como tat, rev, nef, vif, vpr, e vpu, que auxiliam o virus nas
fungdes bioldgicas como o ciclo replicativo e sobrevivéncia no hospedeiro (SIERRA et al., 2005;
LEVY, 2009; SUNDQUIST et al., 2012).

Séo descritos dois sorotipos de HIV, o HIV-1 e HIV-2, que se diferenciam por parametros de
dispersdo, patogenicidade, transmissibilidade e evolucdo clinica. O sorotipo HIV-1 é distribuido
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amplamente no mundo, sendo responsavel pela grande pandemia atual, enquanto o HIV-2 é mais
endémico na Africa Ocidental, sendo considerado menos virulento e transmissivel do que o HIV-1,
estando associado a um longo periodo de laténcia, levando ao desenvolvimento tardio da doenca
(ROSA et al., 2016).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DO HIV E AIDS

Desde sua descoberta em 1980, a epidemia causada pelo HIV tem se tornado um grave
problema de salde publica, com taxas elevadas de novas infeccbes (BEYRER et al., 2013).
Mundialmente, no ano de 2017, foram registradas um total de 36,9 milhdes de pessoas vivendo com
HIV, 1,8 milhGes de novas infec¢bes pelo virus, e 940.000 [670.000-1,3 milhdo] O&bitos em
consequéncia da AIDS, desde o ano de 2004 os casos de mortes pela doenga cairam mais de 51% no
mundo (UNIAIDS, 2018).

Estima-se que no mundo, aproximadamente 7.000 pessoas sdo infectadas diariamente pelo
HIV, colocando a AIDS como a 5° causa de morte entre adultos e a principal causa entre mulheres
com faixa etaria entre 15 a 24 anos. A Africa subsaariana é a regido mais afetada pelo virus, onde de
trés a cada quatro novas infeccdes estdo entre meninas com faixa etaria entre 15 a 19 anos,
correspondendo a 60% dos casos de infecgdes por HIV no mundo, totalizando cerca de 58% do total
(Figura 2) (MEIRELES et al., 2016; UNIADS 2018).

A epidemia de HIV/AIDS é concentrada em alguns segmentos populacionais, e por isso a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (2016) passou a classicar como populag¢fes-chaves aquelas que
apresentam comportamento de alto risco e vulnerabilidade social, com maior probabilidade de contrair
o0 HIV e outras infeccdes sexualmente transmissiveis (IST). Essas populacBes sdo: homossexuais
masculinos e homens que fazem sexo com homens (HSH); pessoas trans.; pessoas adictas; e
trabalhadores (as) sexuais. Visto isso, o risco de infeccdo pelo HIV é 27 vezes maior entre HSH, 23
vezes entre pessoas que usam drogas injetaveis, 13 vezes maior entre profissionais do sexo, e 12 vezes
maior entre mulheres trans (UNIADS, 2018).

No Brasil, a infecgdo pelo HIV e sua evolucdo para AIDS apresentam taxas elevadas de
deteccdo. A distribuicdo dos casos de AIDS no ano de 2017 demonstra elevada concentracdo nas
regides Sul com 40.275 (20,7%) e Sudeste com 30.297 (15,6%), em comparacdo com as demais
regides, Nordeste 14.275 (7,4%) na regido Norte e 12.931 (6,7%). De 2014 a 2017 tem sido registrado
anualmente, uma média de 40 mil casos de AIDS no territério brasileiro, sendo que 4,2 mil destes
casos notificados pela regido Norte do pais (ABREU et al., 2016; SILVA et al., 2016; MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).
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Figura 2: NUimero estimado de pessoas vivendo com HIV em 2017 por regido global (Fonte: WHO, 2018).

A regido Norte do Brasil apresenta tendéncia crescente nas taxas de AIDS, esse crescimento
ocorre principalmente em municipios com mais de 500.000 habitantes (ABATI et al., 2015). No
Amazonas, sdo retratadas as maiores notificacfes dos casos de AIDS da regido Norte, com taxas
elevadas na capital Manaus, correspondendo a 90% dos casos da doencga no estado. No ano de 2012,
Manaus concentrou 53,85% dos casos de AIDS, estando caracterizada como a segunda capital com
casos de AIDS no Brasil (SILVA et al.,, 2009; SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE DE
MANAUS, 2017). Em Manaus, no ano de 2015, foram registradas 947 novas infecgdes por HIV, 536
casos de AIDS e 223 o6bitos decorrentes de complicacdes da doenca (MINISTERIO DA SAUDE,
2015; OLIVEIRA et al., 2014).

23. PATOGENESE DA INFECCAO DO HIV

A infecgdo causada pelo HIV inicia-se com o virus infectando uma célula alvo do hospedeiro,
principalmente os linfécitos T CD4+ residentes do tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal
(GALT). Durante o curso da infeccdo, o virus apresenta tropismo principalmente por essas células
mesmo que a maioria ndo esteja ativada, o que auxilia na infeccdo provocada pelo HIV
(SWANSTROM et al., 2011). A infeccédo persistente pelo HIV, esté relacionada com rapido declinio
nas contagens de células T CD4+, 0 que caracteriza a fase aguda da infecgdo. Durante essa etapa,
embora o individuo pareca saudavel, o virus continua a se replicar ativamente nos linfonodos e na
corrente sanguinea, e como consequéncia, o sistema imunoldgico permanece danificado devido ao
aumento da carga viral (NAIF, 2013).
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A fase aguda da infecgdo é caracterizada pelos altos niveis de replicacdo viral, levando ao
aumento da viremia. Esta fase quase sempre é acompanhada de sintomas ndo caracteristicos da
infeccdo, como sintomas gripais, que incluem febre e aumento dos glanglios linfaticos. Como
resultado do pico de viremia, a resposta imunoldgica surge a partir da presenca de células TCD8+
contra os antigenos virais. Durante esse periodo, o nimero de células T CD4+ aumenta como
consequéncia do controle parcial da infeccdo viral, caracterizando o final da fase aguda, no qual ocorre
0 aumento na ativagdo do sistema imunoldgico diminuindo significativamente os niveis de viremia, e
inicio da fase cronica da doenca (COFFIN et al., 2013).

A fase cronica da doenga, é caracterizada pelo periodo de “laténcia clinica” na qual a viremia é
parcialmente controlada. Nesta fase, os individuos infectados sdo assintomaticos. Apesar da laténcia, o
virus continua a se replicar lentamente, o que leva a deplegdo de um grande ndmero de células T
CD4+ diariamente. Este ciclo de multiplicacdo viral e redugdo de células TCD4+ compromete a
eficiéncia da resposta imune e consequentemente favorece o surgimento de infec¢bes oportunistas. A
auséncia de mecanismos que controlem a replicagdo viral pelo hospedeiro leva, novamente, ao
aumento da viremia e a progressdo clinica da infeccdo por HIV, denominada Sindrome da
Imunodeficiencia Humana (AIDS) (LACKNER et al., 2012; COFFIN et al., 2013) (Figura 3).
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Figura 3: Patogénese da infeccdo do HIV para AIDS (PETERSEN & ROUND et al., 2014).

Ao longo da patogénese da doenca, o trato gastrointestinal sofre uma grande ruptura
imunoldgica e estrutural, no qual incluem a deplecdo de células TCD4+ e danos epiteliais,
como a apoptose de enterdcitos e ruptura da elasticidade da barreira epitelial. Essas alteracoes
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favorecem a passagem de produtos microbianos intestinais para circulacdo sistémica,
individuos infectados pelo HIV em estdgios avancados da doenca exibem niveis elevados de
LPS circulantes, levando a uma ativacdo imunoldgica sistémica e influenciando na
hiperativacdo de células TCD4+, o que propicia o aumento da replicacdo viral e rapida
progressdo da infecgdo do HIV para AIDS (MARCHETTI et al., 2013).

24. HOMEOSTASE DO TRATO GATROINTESTINAL

O trato gastrointestinal (TGI) naturalmente é colonizado por inUmeros microrganismos
no qual incluem virus, fungos e principalmente bactérias. A interacdo patogeno/hospedeiro é
de extrema importancia para a manutencdo e homeostase intestinal. A composicao bacteriana
da biota fecal indica que a microbiota intestinal é vastamente diversificada e pode variar de
acordo aos fatores genéticos e ambientais do proprio hospedeiro (MUDD & BRENCHLEY,
2016).

As bactérias comensais do intestino sdo separadas da circulacdo sistémica por uma
camada extensa de células epiteliais de subtipo microfoldes (Células M), que formam uma
barreira fisica e quimica, em grande parte pelas proteinas E-caderinas e claudinas,
responsaveis por reforcar a integridade da barreira formando “juncdes apertadas” entre as
células M. Essas células, apresentam papel fundamental na interacdo microbita-hospedeiro,
pois sdo responsaveis por secretar peptideos antimicrobianos, como as defensinas e lisozimas,
além de também admistrar particulas estranhas até as células apresentadoras de antigenos
(APC’s), como macrofagos, induzido assim uma resposta para a microbiota intestinal
(TURNER et al., 2009; MOWAT & AGACE, 2014; SOMMER & BACKHED, 2014).

Em adicdo, a integridade da barreira intestinal € mantinda por subgrupos de linfocitos
como as células T CD4+ que residem em sua grande maioria no GI, além de grandes
quantidades de células Th1l7, que possuem papel importante contra infeccbes causadas por
microrganismos extracelulares, essas células produzem citocinas IL-17, IL-22 e IL-26 que sdo
potentes indutoras de inflamacéo, capazes de estimular a infiltracdo celular e a producéo de
outras citocinas pro-inflamatorias, além de ativar mecanismos de apoptose em células
potencialmente infectadas (CHEN & O’SHEA, 2008; SMITH et al., 2012). Outra
subpopulacdo de linfocitos TCD4+ sdo as células T reguladoras (Treg), secretoras de 1L-10 e
TGF-B que estdo envolvidas na supressao da resposta imune, afim de evitar danos teciduais

irreversiveis gerados por respostas imunes exacerbadas (GOSSELIN et al., 2010).
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Outra estratégia da imunidade de mucosa sdo as células do sistema imune inato, no
qual incluem as células assassinas naturais (NK), que sdo caracterizadas pela producdo de
citocinas do tipo Thl, interferdo-y (IFNy) ¢ fator de necrose tumoral (TNF) em resposta a IL-
12 ou IL-15. Essas células possuem capacidade de eliminar células infectadas através dos seus
efeitos citotoxicos (PETERSON & ARTIS, 2014). Outro tipo sdo as respostas robustas de
células B através da expressdo da imunoglobulina A (IgA), que sdo componentes essenciais
na protecdo do hospeiro, pois se ligam diretaremente as bactérias impedindo que esses
micrdbios se ligem ao epitélio. Esses conjuntos celulares estdo associados a manutencéo da
barreira do trato gastrointestinal (AUJLA et al., 2009; KLATT et al., 2012; REEVES et al.,
2014).

Em individuos saudaveis, as bactérias gram-negativas constituem grande maioria da
microbiota fecal, e em menor abundancia Proteobacteria, Tenericutes e Fusobacteria, ja em
individuos infectados pelo HIV constata-se que a microbiota é fortemente enriquecida por
bacterias gram-negativas como as Bacterdides e Proteobactérias ambas associadas a
inflamacédo exarcebada podendo causar enterite, diarreia e até mesmo a formacao de abcessos
(VUJKOVIC-CVUJIN et al., 2013; DILLON et al., 2014; MUTLU et al., 2014).

2.5. TRANSLOCACAO MICROBIANA NA INFECCAO PELO HIV

A translocacdo microbiana (TM) é definida como a passagem nao fisioldgica da
microflora gastrointestinal através da barreira epitelial intestinal, possivelmente, para nddulos
mesentéricos linfaticos, e assim, para locais extra nodais. Em um organismo normal, a TM ou
até mesmo produtos da mesma origem, € fagocitado dentro da lamina propria e dos linfonodos
mesentéricos, porém, quando o sistema imunolégico da mucosa é comprometido, tais
mecanismos de defesas tornam- se defasados, permitindo entdo a saida e sobrevivéncia das
bactérias em locais extraintestinais (MARCHETTI et al., 2013).

A hipdtese de que a TM é um mecanismo chave na disfuncdo imunoldgica de mucosa
e na ativagdo sistémica cronica, mostra tal mecanismo como um fator importante na
progressao da doenca causada pela infeccdo do HIV (BRENCHLEY et al., 2011). Embora a
expectativa de vida de individuos infectados pelo HIV tenha aumentado consideravelmente
desde o surgimento da terapia anti-retroviral combinada (TARV), ainda ndo corresponde aos
individuos nédo infectados pelo virus. Outras doencas ndo transmissiveis e ndo relacionadas a
AIDS, como doenca cardiovascular, distdrbios neurocognitivos e metabolicos, permanecem

sendo uma séria preocupacdo na infeccdo pelo HIV tratada essas doencgas tém sido
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relacionadas a diferengas no microbioma intestinal, sugerindo que a TM possa ter um papel
importante nas complicacBes ndo relacionadas a AIDS que ocorrem em incidéncia
aumentada nos individuos infectados pelo HIV em TARV (KLATT et al.,, 2013;
LEDERMAN et al., 2013; PINTO-CARDOSO et al., 2017).

Os tecidos linfoides associados & mucosa, como o tecido linfoide associado ao
intestino (GALT), abrigam aproximadamente de 40% a 60% dos linfécitos no corpo humano,
sendo o0 maior sitio de reservatdrio e replicacdo do HIV (XIUQIONG et al., 2016). Na fase
inicial da infeccdo aguda causada pelo HIV, e durante todo o curso da doenga para fase
cronica, o trato gastrointestinal sofre ruptura de carater imunoldgico e estrutural, no qual
leva a deplecdo de células TCD4+, e a perda consideravel da subpopulacdo de células
Th17, responsaveis pela expressao de IL- 22. Outras células locais, como células inatas e
celulas NK, que produzem IL- 17 e IL- 22, também estdo diminuidas, apés a infecgdo pelo
HIV. Além disso, ocorre a diminuicdo do IgA, assim levando a baixa no controle de produtos
microbianos (KLATT et al., 2012).

Os danos epiteliais a perda de citocinas homeostasicas como IL-17 e IL-22 e a
replicacdo viral exagerada, resultam na ativacdo inflamatéria exarcebada e continua
promovida em resposta da grande producdo de citocinas inflamatorias que induzem a
apoptose das células M, assim causando a quebra da barreira epitelial, facilitando assim o
processo da TM (Figura 4) (KLATT et al., 2012; REEVES et al., 2014).

As alteragbes causadas pela TM parecem resultar em inUmeras e complexas interacdes
virus- hospedeiro, levando a uma intensa ativacdo cronica do sistema imunol6gico e uma
consequente interrupcdo da homeostase das células T circulantes, esgotamento da funcéao
fagocitaria de macrofagos intestinais e danos epiteliais, essas alteragdes resultam no aumento
da passagem da microbiota intestinal e produtos microbianos, como o lipopolissacarideos
(LPS) e diversas substancias inflamatérias, como CD14 soliveis (SCD14) no plasma de
pacientes com HIV e podem estar associadas a progressdo da doenca (MARCHETTI et al.,
2013; ROBAKIS et al., 2016; TENORIO et al., 2015).

Os altos niveis de LPS presentes no plasma de individuos infectados pelo HIV estdo
associados a niveis elevados de marcadores de inflamacdo, e diversas substancias
inflamatdrias como CD14 soluveis (sCD14) no plasma de pacientes com HIV (TENORIO et
al., 2015; WILLIAMS et al., 2016). Essas substancias refletem na ativacdo de mondcitos
induzidos por LPS, correlacionando-se com varios marcadores de ativagdo imunoldgica,
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como interferons do tipo 1 e células TCD8+ ativadas. A translocacdo microbiana também foi
associada a fribose do tecido linféide, sendo assim, prejudicial para a recupecao de células T
CD4+ em individuos infectados pelo virus, mesmo em TARV (SANDLER & DOUEK,
2012).

Translocacdo microbiana no HIV

Figura 4. Representacdo esquematica da translocacdo microbiana durante a infec¢do pelo HIV. a) Epitélio
intestinal normal. Sem danos, com a barreia epitelial intacta, impedindo a translocacdo das bactérias comensais
do lamen intestinal. b) Epitélio intestinal com a presenga do HIV. Redugdo dos genes de jungdo, aumento da
permeabilidade intestinal, disfungdo nas células B, diminuicdo da secregcdo de IgA. Perda das células Thl7,
consequente aumento do crescimento excessivo bacteriano, aumento da translocacdo microbiana (Adaptado de
Sandler et al., 2012).
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O sCD14 é um biomarcador de ativacdo de mondcitos e macréfagos, que atua como
importante preditor de transloca¢do microbiana. Este marcador plasmético permite a medigédo
em larga escala dos danos no trato Gl bem como a TM. Em nivel celular, o LPS exposto no
plasma, liga- se a proteina de ligacéo de lipidios (LBP), e através da ligacdo adicional com o
MD-2 o LPS se liga ao receptor primario sCD14. O complexo formado, interage com o
receptor Toll- like 4 (TLR-4), e inicia assim a cascata de sinais necessarios para ativacao das
imunidades inatas e adquiridas, em resposta ao LPS. Em individuos infectados pelo HIV,
mesmo tratados com TAR, o aumento de sCD14 plasmatico pode estar relacionado ao
aumento do risco de morte, além de também estar associado a reducédo dos niveis de células T
CD4+ (MARCHETTI et al., 2013; PERKINS et al., 2015).

O aumento sistémico desses marcadores em individuos com HIV, tende a diminuir
com o uso da TAR, porém a ativacdo persistente do sistema imunoldgico causado pela
translocacdo microbiana leva a incapacidade do hospedeiro em regular adequadamente o
microbioma, por sua vez, pode resultar na disbiose intestinal, aumentando assim o ciclo de
inflamacéo no individuo infectado pelo virus (SANDLER et al., 2011; ZEVIN et al., 2016).

2.6. DISBIOSE MICROBIANA NO HIV

A disbiose € definida como a composicéo alterada da microbiota intestinal, podendo
estar associada a alteracBes funcionais no transcriptoma, proteoma ou metaboloma
microbiano (ZENG et al., 2017). Este evento € resultado de alteragdes bacterianas, causadas
por mudancas na dieta, inflamacdo, imunodeficiéncia, infeccdo, exposicdo a antibidticos ou
toxinas. Essas desordens na microbiota podem promover “crescimento” de bactérias nocivas

que contribuem para a patogénese de diversas doencas (Figura 05) (KAMADA et al., 2013).

Torna-se extremamente evidente que as bactérias comensais do trato Gl e seus
metabolitos sdo necessarios para manter a homeostase do sistema imunoldgico. A perturbacdo
dessas comunidades microbianas pode ter impactos irreversiveis para a satde do hospedeiro, e
estdo associadas a muitos estados da doenca (THAISS et al., 2014; DILLON et al., 2014; LI
et al., 2016).

A AIDS surgiu como uma doenga inflamatdria cronica, responséavel pela disfuncéo
imunolodgica que leva a uma inflamacéo exacerbada, contribuindo para a rapida progressdo

clinica da doenca. A infeccdo causada pelo HIV ativa a imunidade de mucosa e sistémica,
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estimulando assim a inflamac&o nos sitios de infeccdo, além, de promover um descontrole na
microbiota intestinal, estimulando a colonizacdo de bactérias potencialmente patogénicas
(ZENG et al., 2017).

A perda das bactérias no intestino reduz a capacidade de controlar a inflamacéo do
trato GI em individuos infectados pelo HIV, o que resulta na diminuicdo macica de
subconjuntos de células T, ja reduzidas inicialmente apds primeiro contato com o virus, além
de alterar o processo de degradacao de gorduras e glicanos derivados de animais na dieta de
individuos infectados pelo virus, levando a manifestacdo de inimeras doencas metabolicas
(WU et al., 2011; LOZUPONE et al., 2014).
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Figura 5. Disbiose intestinal. A Microbiota saudavel apresenta estrutura tipicamente diversa e executa uma
ampla gama de fungdes, mantendo assim uma relacdo metabdlica mutualista com o hospedeiro. Durante a
disbiose induzida por inflamagdo mediada por patdgenos ou perturbacdo antibidtica, a microbiota é reduzida
tanto na diversidade e funcdo, como na resisténcia a colonizacdo, podendo exacerbar a patologia e melhorar a
transmissdo do hospedeiro para o hospedeiro (Adaptada de LI et al., 2014).
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O aumento de bactérias patogénicas no trato Gl de individuos com HIV, resultam no
aumento de bactérias aderentes ao epitélio de mucosa, podendo ser um mecanismo para danos
ainda maiores ao intestino, outra grande complicacdo causada pela dishbiose é o aumento da
ativacdo de células T periféericas alteradas, e dos niveis de mediadores inflamatorios soliveis
plasmaéticos, que estdo associados a patogénese da doenca (VUIJKOVIC-CVUIN et al., 2013).
Outro mecanismo associado a disbiose, consiste no aumento da quinurenina: triptofano, e o
aumento da atividade indoleamino-2,3-dioxigenase (IDQO), que foram revelados como
importantes na perda de células produtoras de IL-17 na mucosa, durante a infeccao pelo HIV
(KLATT et al., 2012).

A disbiose gerada durante a patogénese do HIV contribui para a diminuicdo de células
inatas como as Células NK, importantes na eliminacdo de células infectadas, a disbiose
também est4 associada positivamente com a ativacdo de marcadores de mondcitos, ativacdo
macica de células TCD4+ com consequente aumento da inflamac&o sistémica pela indugédo de
citocinas plasmaticas inclusive aguelas associadas a mortalidade, como IL-6, TNFa, IL-10,
IFNy, IL-1B e diminuicdo da ativacdo de células dendriticas (DC) levando ao aumento da

carga viral do HIV (DILLON et al., 2017; KOAY et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. Consequéncia da infeccdo pelo HIV no trato GI. Na auséncia do HIV, as células imunoldgicas locais
ajudam na manutencéo do trato Gl, atuando em conjunto para manter tal homeostase B) Frente a infeccdo pelo
HIV, o sistema imunolégico torna- se defasado, promovendo a liberagdo de citocinas e substancias pro-
inflamatorias, que promovem a inflamagéo local, com consequente quebra na barreira epitelial promovendo a
translocacdo de produtos microbianos para circulacdo sistémica (Fonte: KLATT et al., 2013).
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Desse modo, a disbiose induzida pelo HIV parece ser caracterizada pela dimuicéo da
abundancia de bactérias que sdo consideradas comensais, acompanhada da expansdo de
bactérias potencialmente patogénicas, o que contribui para o fenétipo geral da inflamacéo da
mucosa durante a infeccdo pelo virus, tornando a dishiose microbiana como um importante
fator de risco para uma série de patologias intestinais, como a sindrome do intestino irritavel,
desnutricdo, diarréia aguda e cronica em individuos infectados pelo HIV (ZEVIN et al., 2016;
PUTIGNANI et al., 2016).

2.7. DIARREIAE A INFECCAO PELO HIV

Define-se como diarreia a dejecdo de fezes (liquidas ou semiliquidas) com frequéncia
de evacuacdo para mais de 3 vezes em 24 horas, e pode ser acompanhada de febre ou vémito.
Habitualmente a diarreia pode ter a duracdo menor que 7 dias embora possa se prolongar por
mais de 14 dias, esta Ultima sendo designada diarreia persistente (LIMA et al., 2010). As
doencas diarreicas estdo entre as principais causas de morbidade e mortalidade nos paises em
desenvolvimento, e estima-se que no mundo aproximadamente 1,9 milhdes de pessoas
morrem anualmente, sendo que cerca de 40% desses Obitos ocorrem na regido africana
(EUJK et al., 2010).

A diarreia afeta negativamente a qualidade de vida de individuos infectados pelo HIV,
sendo considerada uma das maiores causas de morbidade entre pessoas infectadas pelo virus.
Apesar da Terapia Anti-Retroviral (TAR), desde seu surgimento, reduzir significativamente a
prevaléncia de diarreia em individuos com AIDS, as doencas diarreicas ainda continuam a ser
uma queixa muito comum entre esses pacientes. Acredita-se que cerca de 2,1 milhGes de
individuos infectados pelo HIV apresentem diarreia destes, 90,5% dos casos encontram-se na
Africa subsaariana (EIJK et al., 2010; MACARTHUR et al., 2012). A diarreia esta presente
em 30 a 60% de pacientes com AIDS, sendo considerada o segundo sintoma responsavel por
mortalidade em individuos infectados pelo HIV (NSAGHA et al., 2016).

A diarreia pode apresentar multiplas etiologias, sendo causada por parasitas, fungos,
protozoarios e bactérias, sendo esta Ultima o0s agentes patogénicos responsaveis por mais de
20% dos episodios de diarreia grave em individuos infectados pelo HIV (WANYIRI et
al.,2013; DIKMAN et al.,2015).

As infeccGes bacterianas resultam do crescimento anormal da flora intestinal,

decorrentes da necrose, abcessos, erosdes, ulceragfes e hemorragia epiteliais. Nesses
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individuos, as bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo responsaveis em grande parte pelas
infeccOes gastrointestinais (IYAMBA et al., 2014). A gravidade da imunodeficiéncia causada
pelo HIV em conjunto com as infec¢Bes bacterianas determina o grau de dano na mucosa.
Como consequéncias, ocorre a ma absor¢do de nutrientes, infiltrados de células de defesas no

lumen intestinal e posterior a diarreia grave em individuos com HIV (BHAIJEE et al., 2011).

2.8. BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS E A INFECCAO PELO HIV

2.8.1. Familia Enterobacteriaceae na infeccdo causada pelo HIV

A familia Enterobacteriaceae é composta de bacilos gram-negativos, muitas vezes
entéricos, amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrada em solo, agua,
vegetais ou no trato intestinal de seres humanos e animais vertebrados, podendo ser
responsaveis por cerca de 70% das infec¢Bes bacterianas no mundo. Os géneros dessa familia
mais comumente isolados em seres humanos incluem: Escherichia coli, Shigella spp.,
Edwardsiella spp., Salmonella spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp., Erwinia spp., Yersinia spp. (WALSH et al.,
2011).

A capacidade de regular e adquirir genes e mecanismos de resisténcia aos antibiéticos
favorece positivamente a prevaléncia de infec¢bes causadas por estes microrganismos
(PELEG et al., 2011). Niveis elevados de LPS provenientes da familia Enterobacteriaceae
exacerba a lesdo e aumenta a permeabilidade intestinal na doenca celiaca, levando a processos
inflamatdrios que podem contribuir para a patogénese de varias doencas (WALLACE et al.,
2011; CINOVA et al., 2011).

Individuos com HIV/AIDS apresentam maior risco de desenvolverem tais infec¢des
em decorréncia do comprometimento do sistema imunoldgico, repetidas hospitalizagdes,
procedimentos invasivos e frequentes tratamentos com antibioticos. Um importante fator de
risco decorrente da colonizagdo patoldgica bacteriana em individuos infectados pelo HIV é,
como dito anteriormente, a ativa¢do imunologica exacerbada, aumentando o grau de infeccdo
bacteriana, e conferindo maior probabilidade de progressdo da doenga e Obito nesses
individuos (PEROVIC et al., 2011).
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Os membros da familia Enterobacteriaceae isolados em pacientes com HIV podem
estar relacionados com a baixa contagem de células TCD4+ e progresséo clinica para a AIDS
(LOPES et al., 2015; WILMORE et al., 2016). As enterobactérias como a Escherichia coli
(E.coli), Salmonella spp., Shigella spp., e Klebsiella spp., estando entre as principais bactérias
isoladas em pacientes acometidos pela AIDS (MUGWERU et al., 2016).

2.8.1.1. Escherichia coli (E.coli)

A E.coli € uma bactéria gram-negativa, em forma de haste, pertencente da familia
Enterobacteriaceae, apresentando capacidade de crescer em forma aerdbia ou anaerdbica,
podendo ser movel ou ndo, com flagelos peritricos. Esta espécie € conhecida como um
organismo comensal do trato gastrointestinal de seres humanos e animais (CROXEN et al.,
2013).

A capacidade que a E.coli apresenta em ganhar e perder genes permite que ela se torne
um patogeno altamente eficiente, causando uma gama de doencas no trato gastrointestinal e
outros locais extraintestinais, como o trato urinario, corrente sanguinea e sistema nervoso
central (CROXEN et al., 2010).

Dentre as doengas que podem ser associadas a esta bactéria, a diarreia é uma das mais
comuns, sendo as cepas de E.coli diarreiogénicas (DEC) as principais responsaveis pelos
surtos registrados no mundo. A aquisicdo e a perda de genes permitem diferentes tracos
patogénicos para as cepas de E.coli (CROXEN et al., 2013). Atualmente sdo conhecidos seis
patétipos de  DEC, diferenciados com base em  seus perfis de
patogenicidade: E.coli enteroinvasiva (EIEC); E.coli enterotoxigénica
(ETEC); E.coli enteropatogénica (EPEC) que pode ser dividida em EPEC tipica (tEPEC) e
EPEC atipica (aePEC); E.coli enteroagregativa (EAEC), E.coli de aderéncia difusa (DAEC) e
E.coli enterohemoragica (EHEC) (CLEMENTS et al., 2012; COURA et al., 2014; ROCHA et
al., 2017).

Como outros patdgenos de mucosa, 0s tragos de patogenicidade da E.coli seguem um
plano de infecg@o que se inicia a partir de: a) colonizacdo da mucosa, que ocorre por meio de
adesinas, que podem ser fimbrias ou ndo; b) evasdo das defesas do hospedeiro a partir da
producdo de diversas toxinas que interagem com os enterécitos de diferente maneiras; e c)

multiplicagdo e danos na mucosa intestinal, decorrentes da interagdo com o citoesqueleto das
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células intestinais, alterando as estruturas das microvilosidades dos enterdcitos (SHELDON et
al., 2010; COURA et al., 2014).

O mecanismo de patogénese das cepas de EPEC € a lesdo attaching and effacing (A/E)
mediada pelo envolvimento de genes localizados na regido LEE (locus for enterocyte
effacement). Os sorotipos de EPEC tipica e atipica séo diferenciados pela presenca de genes
especificos de cada sorotipo: enquanto as cepas tipicas apresentam ambos 0 gene eae
(attaching and effacing) e o plasmideo eaf (adherence factor); as cepas atipicas apresentam
eae, no entanto, sdo desprovidas do plasmideo eaf. Os trés estagios de interacdo entre as cepas
de EPEC com as células do hospedeiro sdo: aderéncia localizada, mediada pela fimbria bfp
(bundle-forming pilus) e pelo gene plasmidial eaf; sinais de transducdo; e aderéncia total
promovida pela intimina eae, esses estagios sdo essenciais para o desenvolvimento da diarreia
persistente, caracteristica das EPEC (CLEMENTS et al., 2012; SOUZA et al., 2016).

O mecanismo de patogenicidade das cepas de EHEC sdo semelhantes aos da EPEC,
uma vez que também carrega a regido LEE, porém diferem-se pela capacidade da mesma em
produzir a toxina Shiga (Stx-1 e Stx-2), que podem atuar sozinhas ou em conjunto. A diarreia
causada por essa cepa é grave e mais epidémica, suas toxinas podem ser absorvidas pela
mucosa, entrar na circulacdo e ser internalizadas pelas células endoteliais. Durante este
processo, ocorre a interrupcao da sintese proteica, ocasionando a morte celular e a presenca de

sangue nas fezes, e podendo, também, levar a insuficiéncia renal (CALDORNI et al., 2013).

Os isolados de ETEC apresentam enterotoxinas termolabeis (LT) ou termoestaveis
(ST). Essa cepa possui a caracteristica de aderir-se as mucosas, mediados por plasmideos de
colonizacdo especificas (CFs), sem a necessidade de invaséo, apenas produzindo toxinas que
agem nas celulas epiteliais de mucosa (CROXEN et al., 2010; CLEMENTS et al., 2012;
ABBASI et al., 2015).

Os genes de patogenicidade das DAEC, denominados Afa-Dr, sendo genes

codificadores de fimbrias, que melhoram a adeséo dessa cepa (CLEMENTS et al., 2012).

A cepa EAEC esta associada a presenca de plasmideos adesdo agregativa (pAA),
responsaveis por codificar as fimbrias AAF (aggregative adherence fimbriae) e citotoxinas
denominadas EAST 1 (enteroaggregative E.coli heat-stable enterotoxin) e Pet (EAEC

plasmid-encoded toxin). Além disso, essa cepa é responsavel por causar diarreia persistente
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com ou sem presenca de sangue, decorrentes dos danos causados na mucosa a partir de sua
colonizacdo (ABBASI et al., 2015).

A EIEC apresenta capacidade de invadir enterécitos e assemelha-se patogenicamente
as cepas de Shigella spp. Sua capacidade invasiva ocorre devido a presenca do plasmideo de
invasdo (pINV) e das proteinas Ipa’s, responsaveis por regular sua entrada nos enterocitos. A
EIEC invade o epitélio da mucosa intestinal, disseminando-se célula-a-célula, causando colite
inflamatdria invasiva e consequentemente a disenteria. Como caracteristicas, a diarreia
causada por este patdgeno apresenta-se de forma aquosa, com presenca de sangue e muco.
Além disso, a presenga desta bactéria no limen intestinal pode levar a uma resposta
inflamatdria local exacerbada formando, entdo, Ulceras intestinais (ABBASI et al., 2014;
MAKVANA et al., 2015).

2.8.1.1.2. E.colie HIV

A presenca das cepas de E.coli ja foi associada com a diarreia em pacientes com HIV,
tanto na diarreia persistente, quanto na cronica (KRONES et al., 2012). Os pat6tipos de E.coli
estdo relacionados a 50% das taxas de mortalidade em pacientes com o virus, tornando-a uma

grande preocupacao para saude desses individuos (GARCIA et al., 2010).

A elevada taxa de disseminacdo sistematica dessas bactérias, em associacdo com o
estado imunodeprimido dos individuos com AIDS, aumenta a probabilidade de
desenvolvimento de abscessos esplénicos e hepaticos. Além disso, a desnutricdo proteica
causada pela diarreia persistente e severa decorrentes da infeccdo por E.coli facilita a
translocacdo de bactérias atraveés da mucosa intestinal, o que contribui para 0 aumento de
coinfecgdes, agravando o quadro clinico de individuos acometidos pela AIDS com o
consequente aumento da mortalidade (KESSLER et al., 2013).

2.8.2.1. Shigella spp.

O género Shigella pertence a familia Enterobacteriaceae, séo bactérias gram-
negativas, imodveis, anaerdbicos facultativos e ndo formadoras de esporos. O género foi
isolado pela primeira vez por Kiyoshi Shiga, a partir de surtos de disenteria ocorridos no ano
de 1898 no Japdo. A Shigella apresenta o fenédtipo de invasdo semelhante ao patétipo de
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E.coli enteroinvasiva, diferindo-se, porém, em algumas caracteristicas bioquimicas,

motilidade, perfil metabdlico e manifestacGes clinicas (BELD et al., 2012).

O género Shigella inclui quatro espécies: S. dysenteriae (sorogrupo A), S. flexneri
(sorogrupo B), S. boydii (sorogrupo C) e S. sonnei (sorogrupo D). Tal classificacdo baseia-se
pela presenca do antigeno O localizado na parede externa das bactérias. As espécies de S.
flexneri e S. sonnei sdo as espécies mais endémicas e responsaveis pela maioria das infeccbes
atribuidas a este género. A S. dysenteriae esta associada a forma mais grave da doenca,
apresentando alta taxa de mortalidade, porém, desde sua descoberta, tem sido isolada apenas
em casos esporadicos (JAKHETIA et al., 2013; GORDIENKO et al., 2013).

A Shigella spp. é responsdvel por causar uma doenga gastrointestinal grave,
denominada shigelose, caracterizada pela presenca de diarreia severa e muco-sanguinolenta,
acompanhada de febre e tenesmo. As implicacdes clinicas da doenca incluem o
comprometimento do desenvolvimento infantil devido a desnutricdo grave, bem como o
aumento dos indices de mortalidade, sendo responsavel por 90% dos 6bitos em paises
subdesenvolvidos (MARTINEZ-BECERRA et al., 2013).

A transmissdo da Shigella spp. ocorre principalmente via fecal-oral, entre pessoas
doentes ou convalescentes e até mesmo portadores assintomaticos. Uma pequena dose
infecciosa € necessaria para o inicio da shigelose, podendo variar entre 10 a 10% células
bacterianas. A patogenicidade da infeccdo causada pela Shigella é mediada pelos genes de
viruléncia transportados pelo plasmideo Inv, que incluem os genes IpaA, IpaB, IpaC, IpaD e
genes HAPI, implicados no mecanismo de invasao celular caracteristico da doenca (BASSA et
al., 2010).

Depois da adesdo e invasdo no intestino pelas células M, a Shigella spp. é fagocitada
por macréfagos. A Shigella, porém, possui um mecanismo de escape, induzindo a apoptose
dos fagocitos mediada pelo gene IpaB. Uma vez no limen intestinal, as bactérias realizam
uma invasdo basolateral com a formacéo de poros mediados pelas proteinas IpaB, IpaC e
IpaD. As proteinas Ipas, alem de apresentar funcgdes efetoras como manter a sobrevivéncia da
Shigella spp no meio intracelular, controlam a secrecdo e translocacdo de proteinas efetoras
para o citoplasma das células hospedeiras (MARTINEZ-BECERRA et al., 2013). Uma vez no
enterdcito, a Shigella, que é imovel, adquire uma motilidade baseada na polimerizacdo da

actina, garantindo sua disseminacao célula-célula. O mediador desse processo é a proteina
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IcsA  presente no polo da bactéria. Esse complexo catalisa um alongamento de actina,
direcionando uma cauda na Shigella spp. o que permite sua movimentacdo de citoplasma a
citoplasma (SCHROEDER et al., 2008).

A destruicdo grave do tecido causado pela Shigella spp. tem como consequencia a
adsorcdo de &gua, nutrientes e solutos que causam diarreias aquosa com presenca de sangue e
muco, caracteristicas da shigelose. Outro fator que confere a diarria aquosa pela Shigella é a
secrecdo de entorotoxinas denominadas ShET1 e ShET2, capazes de induzir a secrecdo de
fluidos intestinais. Além destas enterotoxinas, a toxina Shiga (Stx-1 e Stx-2) também pode ser
encontrada em algumas espécies de Shigella e é responsavel pelo desenvolvimento de lesdes
vasculares no intestino e nos orgdos adjacentes, como o rim e 0 sistema nervoso central
(SCHROEDER et al., 2008; KOH et al., 2012).

2.8.2.1.1. Shigella spp. e HIV

A shigelose vem sendo descrita com a doenga oportunista mais predominante em
individuos infectados pelo HIV, presente em 79% desses pacientes, estando envolvidas com
as baixas contagens de células T CD4+ e imunossupressdo grave nesses individuos
(OLADOSU et al., 2016). A infeccdo pelo HIV foi descrita como um importante contribuinte
para o0 desenvolvimento da shigelose, e esta, por sua vez, aumenta a suceptibilidade do
hospedeiro a desenvolver infec¢des oportunistas (GILBART et al., 2017).

As manifestacdes clinicas da shigelose inicialmente incluem a eliminacdo de fezes
aquosas e volumosas, com rapida evolucédo para eliminacdo frequente de fezes sanguinolentas
e pouco volumosas, que podem ser acompanhadas de forte dor abdominal e febre. Devido a
natureza agressiva do processo infeccioso e a baixa resposta imunoldgica, em pacientes com
HIV, esses sintomas tendem a se manifestar de forma mais atenuada, acompanhados de
descamacéo do epitélio, formacéo de Ulceras devido a intensa resposta inflamatoria causada
pelo processo de invasdo desse patdgeno, mé-absor¢do com consequente liberacdo de fluidos
inflamatdrios e sangue, contribuindo entdo, para diarreia severa (BARDHAN et al., 2010;
NUNES et al., 2012).

A infeccéo por Shigella spp. em individuos com HIV/AIDS podem ser atribuidas a
inimeras comorbidades devido a intensa resposta inflamatéria local no que resulta na

obstrucdo intestinal, perfuragdo do colon principalmente em pacientes com desnutricdo
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severa, manifestacdes sistémicas, como bacteremia, hiponatremia e reacdo leucémica. Além
de manifestacdes neuroldgicas que variam entre encefalopatia e edema cerebral, devido a
presenca da toxina Shiga circulante, tais comorbidades tem sido associadas diretamente para a
rapida progresséo clinica da AIDS (OOl et al., 2015).

2.8.3.1. Salmonella spp.

A Salmonella spp. é uma bactéria gram-negativa, pertencente da familia
Enterobacteriaceae, anaerdbica facultativa, movél a partir de flagelos peritriqueos, sendo
considerada o principal microrganismo causador de infecgdes transmitidas por alimentos
contaminados em humanos e animais, promovendo um grave impacto na saude e industria
(ALBINO et al., 2014; ZHUANG et al., 2014; CAl et al., 2016).

O género Salmonella spp. pode ser dividido em duas espécies Salmonella enterica
subdividida em seis subspécies: S. enterica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizonae, S.
houtenae e S. indica e a espécie Salmonella bongori. Em cada subespécie sdo reconhecidas
diferentes sorotipos, caracterizados com bases nos antigenos somaticos (O) e flagelares (H) e
de acordo com a espécie e subespécie, distribuidas em: Salmonella enterica subsp. entérica,;
Salmonella enterica subsp. salamae; Salmonella enterica subsp. arizonae; Salmonella
enterica subsp. diarizonae; Salmonella enterica subsp. houtenae; Salmonella enterica subsp.
indica; e Salmonella bongori (FOLEY et al., 2010; GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Estima-se que existam 80,3 milhdes de casos anuais de doencas de origem alimentar
relacionadas a Salmonella spp. no mundo, causando infec¢es em seres humanos e animais, e
principalmente em aves. A salmonelose é responsavel por 85% dos casos de infecgdes no
mundo, essa porcentagem tende a crescer devido a rapida capacidade de disseminagdo no
ambiente e nos alimentos (CARDOSO et al., 2013).

Os mecanismos de patogenicidade da Salmonella spp. incluem varios fatores de
viruléncia que garantem a invaséo, colonizacédo, sobrevivéncia e multiplicagdo no interior das
células do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2013). Para que ocorra a invasdo nas células do
epitélio intestinal € necessaria, primeiramente, a adesdo da bactéria nas células do hospedeiro,
essa acdo € mediada pelo gene AgF, responsavel por conferir a aderéncia e formacdo de
biofilmes caracteristicos que conferem maior fixagdo da bactéria nas células M, dificultando,
assim, sua remocao (YOO et al., 2013; MILAN et al., 2015).
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Durante a invasdo da Salmonella spp. nas células do epitélio do hospedeiro é
necessaria a atuacdo da ilha de patogénicidade SP-1, responsaveél pelas proteinas denominadas
inv e spa, que possibilitam a translocacdo de proteinas efetoras que fornecem a bactéria
capacidade de invasao nas células do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2015). A capacidade da
Salmonella spp. em sobreviver no interior dos fagdcitos ap6s sua invasdo no limen intestinal,
além de se replicar dentro das vesiculas formadas pelo seu englobamento, requer a agédo do
gene SP-2 que € essencial para a proliferacdo em meio extra-intestinal causando infeccGes
sistémicas (ZIU et al., 2014; SHIZHONG et al.,2015).

A ilha de patogenicidade SP-3 é responsavel por garantir a sobrevivéncia da bactéria
no interior de macrofagos, além de promover a captacdo e transporte de magnésio (Mg2+).
Esse sistema é importante por garantir a adaptacdo nutricional da Salmonella spp. no interior
do fagossomo. A SP-4 codifica o Sistema de Secrecdo Tipo | (TISS), que transloca proteinas
necessarias para a colonizacdo da bactéria no epitélio intestinal, além de estar envolvida na

secre¢do de citotoxinas que induzem a apoptose dos macrofagos (OLIVEIRA et al., 2015).

A interacdo da bactéria com o epitélio de mucosa resulta na producdo de moléculas
sinalizadoras pelas células epiteliais, além das moleculas quimioatratoras produzidas pelo
patdgeno, estimulando propositalmente a inflamacéo e migracéo de leucocitos, que produzem
prostaglandinas que atuam inibindo a absor¢do do sédio (Na+) e aumentam a secrecdo de
cloro (Cl-). Esse mecanismo, em conjunto com as enterotoxinas produzidas pela Salmonella
spp. contribuem para o estabelecimento do quadro clinico diarreico, caracteristico da
salmonelose (OLIVEIRA et al., 2015).

2.8.1.1.1. Salmonella spp. e HIV

A salmonelose é uma das causas mais comuns de infec¢do de corrente sanguinea em
adultos e criancas em toda a Africa subsaariana, onde a infeccdo pelo HIV é prevalente.
Diversos estudos demonstram uma taxa de mortalidade de 22-47% entre adultos com HIV que
apresentam salmonelose, estando presente em mais de 95% dos casos, com uma taxa de 20-
40% de recaidas entre os sobreviventes. Apesar do tratamento antibidtico a mortalidade € bem
superior em pacientes imunocomprometidos (SCHREIBER et al., 2011).

As infeccBes por Salmonella spp. sdo responsavéis por causar doencas diarreicas

graves, deteriorando a qualidade de vida desses individuos em paises de baixa renda, devido a
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presenca dos quadros de desnustricdo severa das criangas e adultos infectados pelo HIV
(CRUMP et al., 2015). Um estudo realizado por Tompson et al. (2015) demostrou que as
cepas de Samonella sdo responsavéis pela mortalidade de pelo menos 4% de criangas
infectadas pelo HIV, relacionando a presenca desta bactéria com a baixa contagem de células
T CD4+ , bem como um importante percursor do aumento de replicagéo do HIV.

A infeccdo causada por Samonella spp. em pacientes com HIV aumenta a
suceptibilidade do desenvolvimento de comorbidade nesses individuos. A presenca desta
bactéria estd associada a faléncia cronica de 6rgdos, desnutricdo grave e diminuicdo dos
sistemas de defesa dos hospedeiros aumentando a predisposicdo a infec¢bes graves por outros
patdgenos entericos oportunistas. A salmonelose também estd associada com hemorragia
gastrointestinal, perfuracdo intestinal, inquietacdo, hipotensdo arterial e taquicardia, sintomas
esses que levam a agravos no quadro clinico da AIDS (CRUMP et al., 2015; KEDDY et al.,
2017).

2.8.4.1. Klebsiella spp.

Klebsiella spp. sdo bacilos gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae
que podem ser encontrados comumente em solo ou &gua e como parte da microbiota intestinal
da maioria dos animais, incluindo os seres humanos (TENORIO et al., 2010). Atualmente
estdo incluidas seis espécies: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola, K. granulomatis, K.
singaporensis e K. michiganensis (RAMOS et al., 2014). Recentemente, uma nova espécie
relacionada a K. pneumoniae, a K. quasipneumoniae foi descrita contendo duas subespécies:
subsp. quasipneumoniae e subsp. similipneumoniae (BRISSE et al., 2014; BREUREC et al.,
2016).

Apesar da espécie K. pneumoniae ser encontrada em aproximadamente 30% dos
individuos saudaveis, esta espécie € de extrema relevancia clinica, sendo responsavel pelo
crescente numero de casos de infeccdo hospitalar como um patdégeno oportunista, estando

frequentemente presente em pacientes imunocomprometidos (KONEMAM et al., 2008).

Sua patogénicidade pode ser atribuida a producgdo de diversas enterotoxinas estaveis ao
calor, a habilidade de metabolizagcdo de lactose, a presenga de capsula ou lipopolissacarideo,
bem como adesinas com ou sem fimbrias, favorecem sua adesdo as mucosas. A maioria dessas

bactérias sdo encapsuladas, e aderem as células intestinais a partir do padrdo agregativo.
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Estudos mostram a K. pneumoniae como produtora de beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL), classe de enzimas que conferem sua resisténcia essa funcao pode ser responsavel pela
capacidade de escapar das atividades fagociticas dos neutrofilos polimorfonucleares, sendo esse

o0 grande responsavel pelo seu potencial patogénico (LI et al., 2014).

A Klebsiella é um patégeno com potencial de ocasionar infec¢fes do trato urinario,
pneumonia, bacteremia e infeccBes supurativas focais, incluindo abscesso hepético e suas
graves complicacBes, como meningite e endoftalmite (KONEMAM et al., 2008). A K.
pneumoniae tem diversos mecanismos de viruléncia, pois é capaz de produzir adesinas
fimbriais, sideroforos, antigenos O e K ou capsulares, sendo conhecidas, juntamente com a K.
oxytoca, como patdgenos relacionados a infecgdes nosocomiais, causando infeccdes na
corrente sanguinea, trato respiratério baixo, intra-abdominais, trato biliar, meningite neonatal

e infecgdo de ferida operatdrian (WINN et al. 2006).

Como a maioria dos microrganismos hospitalares, os isolados de Klebsiella spp podem
ser multirresistentes, representando uma importante fonte de disseminacdo de resisténcia
bacteriana no ambiente hospitalar e sua principal caracteristica de viruléncia (YU et al.,
2016). Um importante mecanismo de resisténcia atribuido as espécies de Klebsiella é
proporcionado pelas betalactamases de amplo espectro (ESBL). Essas enzimas, codificadas
por plasmideos e amplamente distribuidas entre as enterobactérias, sdo resultantes da mutacéao
do gene da betalactamase comum, como TEM-1, TEM-2 e SHV-1, e tém capacidade de
hidrolisar uma ampla variedade de penicilinas e cefalosporinas de terceira geragdo, as quais
foram originalmente desenvolvidas como drogas capazes de vencer a resisténcia bacteriana

conferida pelas betalactamases comuns (CHENG et al., 2016).

2.8.4.1.1. Klebsiella spp. e HIV

Embora a espécies de Klebsiella vivam muitas vezes como comensais no intestino,
esta bacteria ocasionalmente pode causar episodios de diarreia em pessoas infectadas pelo
HIV. Algumas dessas cepas diarreiogénicas sdo capazes de codificar toxinas termostaticas ou
termolabeis, causando diarreia sanguinolenta nos pacientes infectados pelo virus, mesmo
naqueles com uso de antibiéticos (HOGENAUER et al., 2006).
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Em um estudo realizado por Amabali et al (2016), a Klebsiella foi o segundo agente
mais frequentemente isolado em pacientes com HIV, atrds somente das espécies de E.coli.
Diversas cepas de Klebsiella podem estar presentes em individuos com o HIV, tais bactérias
podem estar relacionadas tanto ao desenvolvimento de diarreia persistente e cronica, quanto a
doengas extraintestinais como a pneumonia, sendo a K. pneumoniae o0 patdgeno mais
associado a esta comorbidade em pacientes com HIV (AGARWALL et al., 2015).

2.8.3. Familia Pseudomonadaceae na infeccéo causada pelo HIV

Os membros da familia Pseudomonadaceae sdo bactérias gram-negativas em forma de
bastonetes, ligeiramente curvas embora possam se apresentar retas, possuem em sua estrutura
flagelos polares e alguns dos seus géneros sdo capazes de fixar nitrogénio. Podem ser
comumente encontrados em &gua doce e salgadas, solo, plantas e meio ambiente (ANZAI et
al., 2001).

Atualmente estdo classificados em 13 géneros distintos:
Azomonas, Azomonotrichon, Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Chryseomonas, Flavim
onas, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter, Rugamonas, Serpens e Thiopseudomonas
(TAN et al., 2015). O género Pseudomonas €é considerado um patdgeno de grande
importancia clinica e constitui um grave problema de satde publica, devido sua frequéncia em
infeccOes de corrente sanguinea e sua multirresisténcia aos antimicrobianos (FERNANDES et
al., 2010).

A viruléncia da P. aeruginosa é amplamente definida em termos de infeccdo aguda, a
expressdo de genes que conferem viruléncia a esta bactéria € controlada por circuitos
reguladores extremamente complexos e multiplos sistemas de sinalizacdo. Este patdgeno
considerado oportunista, produz uma série de fatores de viruléncia, utilizando sistema de
secrecdo do tipo Ill, responsavel por secretar varias exotoxinas (ExoS, ExoU, ExoT e ExoY),
e sistemas de deteccdo de quérum (QS) encarregados de controlar a secrecdo de importantes
toxinas nas quais incluem pirocianina, elastase, cianeto e ramnolipido, que estdo associadas a
capacidade de motilidade, além da capacidade de formacdo de biofilme que sdo importantes
nas infeccbes cronicas (BRAGONZI et al, 2010; JIMENEZ et al, 2012
BALASUBRAMANIAN et al., 2013; LEE et al., 2015).
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2.8.3.1. Pseudomonas spp. e HIV

A P. areuginosa é importante por sua resisténcia multipla a antibioticos e reconhecida
como um dos patdégenos que mais causam infeccdes associadas a satde. A P. aeruginosa tem
sido associada com infecgdes do trato urinario, respiratorio, infecces de tecidos moles, e
apesar de ndo muito comum, tem se observado o potencial dessa bactéria como causadora de
infeccOes gastrointestinais (ADEYEMI et al., 2015).

Essa bactéria € capaz de causar doencas em qualquer parte do TGI, e em individuos
imunocomprometidos a P. aeruginosa foi implicada como causa de infeccdes perirretais,
diarreia aguda, gastroenterite tipica e enterocolite necrosante. Sua patogénese baseada em
endotoxinas, exotoxinas e enzimas aumenta o risco de sepse e choque séptico, e diferente das
outras gram-negativas essa bactéria segrega um grande numero de proteinas que
desempenham papéis importantes durante infecgdes, resultando na piora do quadro clinico
nesses pacientes (MOBARAK-QAMSARI et al., 2011).

2.9. BACTERIAS FORMADORAS DE BIOFILME

O grupo de bactérias produtoras de biofilme é de extrema importancia médica, pois
esse fator apresenta um papel essencial em doencas crbnicas, tolerancia a antibiéticos e
bioincrustagdo. A produgdo do biofilme bacteriano revela mecanismos genéticos, bioquimicos
e sdo extremamente varidveis entre as cepas e condi¢es de crescimento (ELLIOTT et al.,
2010; ROLING et al., 2014).

A formacgéo do biofilme é um ciclo interminavel, no qual as bactérias s&o envolvidas
por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS), composta principalmente por
biomoléculas, exopolissacarideos, DNA extracelular (eDNA) e polipeptideos, formando uma
mistura polar altamente hidratada que mantém essas células juntas a um determinado local. E
este evento € considerado determinante entre 65 a 80% de todas as infec¢cbes microbianas
(FLEMMING & WINGENDER, 2010).
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H& uma necessidade crescente do desenvolvimento de agentes antimicrobianos que
apresentem propriedades para o controle e 0 manejo eficiente, no que se refere a inibicéo da
viruléncia bacteriana e a formacdo de biofilme (KALIA et al., 2011; BLACKLEDGE et al.,
2013; SHARMA et al., 2014). Estudos revelam que em determinadas doses, alguns
antibiodticos sdo capazes de induzir uma série de alteracGes fisiologicas, podendo ndo atuar de
maneira eficaz para a patogénese de algumas cepas. Sugerindo que esses antibidticos possam
cooperar com a homeostase das comunidades bacterianas aumentando assim formacao de
biofilme (KAPLAN et al., 2011; ANDERSSON et al., 2014; REN et al.,2014).

Entre as bactérias patogénicas oportunistas, a Klebsiella spp e a P. aeruginosa, sdo
conhecidas por serem importantes patdgenos responsaveis por varias infeccdes,
particularmente em pessoas imunocomprometidas (DEEP et al., 2011). A Klebsiella é um
importante patdgeno nosocomial envolvido em diversos processos patoldgicos como
infeccOes do trato urinario, pneumonia hospitalar, infeccdo de feridas operatorias, bacteremia
e septicemia, e pode ser encontrada com alta frequéncia (NITZAN et al., 2015; LI et al., 2015;
TAl et al., 2015).

A resposta do biofilme de Klebsiella a diferentes agentes antimicrobianos tem sido
investigada em diversos estudos. Como no realizado por Anderl et al, (2000), que avaliou o
efeito da ampicilina e da ciprofloxacina sobre o biofilme de K. pneumoniae, e onde foi
constatado que os biofilmes resistiram a morte durante a exposi¢do prolongada a ambos 0s
antibidticos. A ampicilina foi capaz de penetrar nos isolados de K pneumoniae, ndo havendo
eliminacdo da bactéria, demonstrando assim uma resisténcia microbiana aumentada devido a
formacéo de biofilme (ANDERL et al.,2000).

Outra bacteria com grande capacidade de formar biofilmes em muitos ambientes ¢ a P.
aeruginosa, tornando os tratamentos com antibidticos ineficientes e, portanto, promovendo
doencas infecciosas que podem ser tornar crénicas. Estas infecgbes podem variar de
complicadas a graves, e a capacidade de producdo de biofilme torna essa bactéria tolerante a
antibioticos, como observado por Kolpen et al., (2016), que detectou que essa capacidade
pode levar a ineficacia de alguns antibidticos, particularmente a ciprofloxacina, que pareceu
estimular a respiracéo aerobia nesse patdgeno, aumentando sua sobrevivéncia no ambiente e
consequente tolerancia medicamentosa. Tais evidéncias suportam a hipOtese de que a
formagdo de biofilme contribui de maneira direta para sobrevivéncia e aquisicdo de
resisténcia (BROCHMANN et al., 2014).
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2.10. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

As doencas hospitalares sdo o resultado de uma interacdo complexa de varios fatores
dindmicos do microrganismo infectante no paciente hospedeiro e do ambiente hospitalar, no
qual incluem: patogenicidade, resisténcia a medicamentos, persisténcia ambiental do
micrdbio; estado de imunidade e a composicdo da microflora do hospedeiro; intervencdes
nosocomiais, como terapias antimicrobianas. Na medida em que esses fatores interagem,
essas bactérias com potencial patogénico, evoluem continuamente, promovendo o0 aumento de
organismos intrataveis e resistentes a maltiplas drogas (ANDERSSON et al.,2010).

Os testes de sensibilidade sdo indicados para qualquer microrganismo responsavel por
causar processos infecciosos que requeira uma terapia antimicrobiana. Esses testes sdo
realizados com maior frequéncia, quando se acredita que o organismo pertence a uma espécie
capaz de apresentar resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente utilizados (NCCLS,
2003). De acordo com o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, os isolados bacterianos
podem ser classificados como sensiveis, ou resistentes aos antimicrobianos testados
(MAGIORAKOS et al., 2012; GERMAN et al., 2016).

A resisténcia das bactérias aos antibidticos constitui uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em pessoas com HIV/AIDS no mundo todo. Como a AIDS é de
carater progressivo, as doencas oportunistas sdo observadas quando a contagem de células
CD4 cai para menos de 200 células/ pL de sangue. O alto consumo de antibidticos
administrado pode levar ao desenvolvimento da resisténcia a eles, colocando em risco o
prognostico favoravel da doenca. A desordem do estado imunolégico causado pelo HIV
promove a colonizacdo de bactérias e o consequente aumento da resisténcia bacteriana,
resultando em altas taxas de infecc¢Ges entéricas (MARBOU & KUETE, 2017).

Devido ao comprometimento do sistema imunoldgico, repetidas hospitalizacdes e
frequentes tratamentos prolongados com antibioticos, as bactérias gram-negativas vém
apresentando destaque como principais causadores de doencas. A multirresisténcia dessas
bactérias torna-as capazes de regular e adquirir genes que Ihe conferem mecanismos de alta
resisténcia, aumentando a prevaléncia de infeccGes causadas por esses microrganismos, com
consequente imunossupressdo em individuos infectados pelo HIV exacerbando a ativacao
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imunolégica e aumentando o grau da infecgdo, conferindo uma maior probabilidade de morte
a esses individuos (BASSETTI et al., 2011; PELEG et al., 2011; PEROVIC et al., 2011).

3. JUSTIFICATIVA

A diarreia, independente da forma que se apresenta (sintoma ou doenca) é um fator
comumemnte encontrado em pacientes com HIV, e que pode levar a complicacbes clinicas
associadas a AIDS. Cerca de 90% dos individuos com HIV/AIDS no mundo, apresentam
diarreia que pode variar de leve a grave, com variagdes cronicas ou de repeti¢cdo. Os agentes
etioldgicos e infecciosos mais isolados em pacientes com HIV/AIDS sdo as bactérias, que
podem causar doencas gastrointestinais frequentes tanto graves e agudas, quanto mais brandas
e prolongadas (SHAH e al., 2016).

A ativacdo imunolodgica é uma caracteristica da infeccdo causada pelo HIV e esta
fortemente associada a comorbidades e mortalidade em individuos com AIDS. As alteracdes
na mucosa causada pela infeccdo do HIV promovem fissuras na barreira epitelial e
consequente translocacdo de produtos microbianos para circulagédo sistémica, o que tem sido
implicado com a replicacdo continua do HIV, além de ativar inimeras vias de inflamag¢&o com
a elevada secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, responsaveis pelo desenvolvimento de
respostas imunologicas persistentes e a rapida progressdo para AIDS (PETERS et al., 2014;
ZEN et al., 2016).

Apesar do Amazonas ser considerado a segunda capital em casos de AIDS no Brasil
(SILVA et al.,, 2009; SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE DE MANAUS, 2013),
estudos visando a frequéncia do quadro diarreico e sua etiologia nestes casos, sdo escassos. E
os indices precarios de saneamento basico na regido eleva as taxas de circulacdo de agentes
infecciosos, o que pode influenciar no declinio do quadro clinico dos pacientes com HIV, ja
que a maioria da populacdo soropositiva, esta enquadrada nas categorias populacionais de
risco, quando se trata de diarreia. E com a alta frequancia de AIDS, e consequentes 6bitos
registrados na populacéo, possuem grande chance de estarem relacionados a estes cenarios de
co-infeccOes bacterianas.

Identificar coinfeccbes provocadas por enterobactérias, e avaliar a presenca de
marcadores de inflamagdo em pacientes com HIV, auxilard no desenvolvimento de estratégias

diagndsticas que se adequem de forma individual ao paciente, levando em consideracdo nao
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sO a atencdo aos patdgenos prevalentes na regido, mas também a sintomatologia e sinais
clinicos e imunoldgicos correlatos. Permitindo assim, a elaboracdo de medidas de controle e
prevencdo, contribuindo para a manutencdo da salde geral destes pacientes, e consequente
reducdo do agravamento da doenca e da mortalidade.

4.  OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de co-infecgdes bacterianas, com potencial patogénico, e avaliar
marcadores imunoldgicos de inflamacdo como preditores de translocacdo microbiana e

ativacdo crénica, em pacientes com HIV/AIDS em Manaus.

4.1. Objetivos especificos:

¢ Diagnosticar a presenca de bactérias potencialmente patogénicas em pacientes HIV;

e Mensurar a patogenicidade das bactérias isoladas de acordo com sua resisténcia
antimicrobiana, genes de viruléncia e sua capacidade de interacdo celular danosa (adesé&o,
invasdo e citotoxidade) in vitro.

e Auvaliar os niveis de marcadores imunoldgicos presentes nos pacientes com HIV, para a

determinacéo de futuros preditores de translocagdo microbiana e progressao da doenca.
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5.  MATERIAL E METODOS

5.1. TIPO DE ESTUDO E LOCAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal observacional, analitico e etioldgico englobando
pacientes atendidos na Fundacéo de Medicina Tropical - Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD),

localizado na cidade de Manaus —AM, com soropositividade para HIV.

52. ASPECTOSETICOS

Este projeto integra um projeto principal intitulado: “Diarreia em pacientes HIV e
HIV-AIDS na Amazénia ocidental: Avaliacdo da etiologia dos enteropatdgenos e dos
mediadores inflamatorios associados a inflamagéo sistémica”, aprovado pelo Comité de Etica
do FMT- HDV, sob o niumero de parecer 1753402 e CAAE 57330116.6.40000.0005 de 2016
(Anexo 1).

5.2. METODOS COLETA E TIPOS DE AMOSTRAS

5.3.1. Amostra de fezes

Foram realizadas coletas de amostras fezes dos pacientes diagnosticados com
HIV/AIDS atendidos no FMT-HDV e que concordaram participar do estudo por livre
demanda. As fezes foram coletadas a partir da evacuacao espontanea e transportadas em caixa
de transporte, a temperatura ambiente, e acondicionadas em estantes para que nao haja atrito e
colisdo entre as amostras coletadas o material foi processado em até 4 horas a partir do seu

recebimento.

5.3.2. Amostra de sangue
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O sangue venoso foi coletado a vacuo, utilizando uma agulha bipolar, adaptada em um
dispositivo especifico para coleta. Para a pungdo venosa foi realizada a assepsia local com
algoddo umedecido em alcool 70%. A agulha foi introduzida na veia do paciente, e em
seguida o tubo vacuo, foi inserido do dispositivo de coleta para que o0 sangue fosse colhido.

Todo material coletado foi transportado em caixa de transporte, em temperatura
ambiente e acondicionados em estantes para que ndo houvesse atrito e colisdo entre as
amostras coletadas, o material foi processado em até 1 hora a partir do recebimento do

mesmo.

5.3. POPULACAO DE ESTUDO

Para este estudo, foram incluidos inicialmente o total de 100 participantes, sendo o
grupo experimental composto por pacientes divididos a partir da quantidade de carga viral e
contagem de células CD4, de acordo com as diretrizes do ministério da saide (MINISTERIO

DA SAUDE, 2016). Sendo assim, os participantes foram divididos nos seguintes grupos:

4 )

Grupo 1: >500 copias RNA viral < 200 CD4/mm?3 (n=25);
Grupo 2: <500 cdpias RNA viral < 200 CD4/mm? (N=25);
Grupo 3: >500 copias RNA viral > 200 CD4/mm?3 (n=25);
Grupo 4: < 500 copias RNA viral > 200 CD4/mm?® (N=25).

J

Quadro 1. Esquema dos grupos da populagédo de estudo.

5.4.1. Critério de inclusao

Foram elegiveis individuos de ambos os sexos, atendidos na FMT- HVD, com faixa
etaria compreendida entre 12 anos - 70 anos. Todos com diagnostico positivo para HIV.

5.4.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo, aqueles pacientes que optaram por ndo participar, em
qualquer etapa do processo, ou qualquer tempo de desenvolvimento do estudo, pacientes que
ndo se enquadrem nos perfis estipulados pelo estudo, e pacientes que ndo puderam assinar o

termo de consentimento, ou que o responsavel ndo estivesse presente no momento da coleta.

54. COLETA DE DADOS
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A coleta de dados foi realizada na Fundacdo de Medicina Tropical, no periodo de
fevereiro de 2017 a junho de 2018, onde os individuos foram convidados a participar da
pesquisa. Aqueles que aceitaram foram informados dos termos do estudo, e apds o aceite, foi
aplicado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo X), onde foi
devidamente assinado pelo paciente.

Posteriormente, foi aplicado questionario estruturado com dados de identificacdo
como: numero de identificacdo determinado a partir da coleta de dados, nome do paciente,
sexo, idade, local de nascimento; e dados sobre a sintomatologia da doenga, como tipos de
infeccbes oportunistas, uso de medicamentos (Anexo 3). As informacGes obtidas nos
questionarios foram armazenadas em planilha de dados tipo Microsoft Excel, para realizacdo

das analises.

5.5. IDENTIFICACAO BACTERIANA (TESTE BIOQUIMICO)

Foram realizadas a busca das enterobactérias E.coli, Klebsiella spp, Salmonella spp.
Shigella spp e Pseudomonas spp, diretamente das fezes frescas em até, no maximo, 4 horas
apos a aquisicdo da amostra. Aproximadamente 50 pL das fezes foram inoculadas em 3 mL
de meio de enriquecimento Lura Bertani (LB; Difco) e incubadas a 37°C, por um periodo

superior a 12 horas, e inferior a 24 horas.

Apobs o crescimento, realizou-se a técnica de semeadura em placa de petri contendo
meios seletivos: agar Salmonella-Shigella (Merck), agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD)
(Difco, Detroit), e 4gar MacConkey (Becton Dickinson, Galoeysville, MD) PIA (Difco,

Detroit). Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C, overnight.

As colonias puras foram selecionadas e aplicadas a testes bioquimicos classicos, para
analise da producdo de gas, H.S, glicose, capacidade de motilidade e producdo de indol,
utilizacdo de citrato como Unica fonte de carbono, metabolizacdo de uréia, e presenca de
enzimas arginina e ornitina. A identificagdo bioquimica ocorreu seguindo 0s parametros
utilizados pela plataforma de identificacdo bacteriana online ABBIS, disponivel em
http://www.tgw1916.net/intro.html.

As coldnias isoladas e caracterizadas bioquimicamente como bactérias de interesse do

estudo, foram armazenadas sob duas aliquotas diferenciadas: a primeira utilizando meio
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minimo sob temperatura ambiente; e a segunda sendo mantida em glicerol 50% e submetida a
preservacédo criogénica sob temperatura de -80°C.

5.6. CARACTERIZACAO DA VIRULENCIA POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

Para a avaliacdo da presenca de genes de viruléncia destas amostras, foram realizados
a amplificacdo de genes especificos através de metodologia de PCR uniplex para cada género

bacteriano alvo — Shigella spp, Salmonella spp, E.coli, Klebsiella spp, Pseudomonas spp.

5.7.1. Extracdo de DNA

O DNA bacteriano foi extraido a partir da metodologia de Extracdo de DNA
cromossomial por choque térmico, seguindo as orientacdes descritas no Protocolo
Operacional padrdo (POP) (Anexo 6). ApGs 0 processo de extracdo, as amostras foram
quantificadas e tiveram sua integridade analisada em gel de agarose 0,8%. Posteriormente as

amostras foram armazenas em -20°C até o uso.

5.7.2. Reagédo de PCR

Foi realizada a técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) para a detec¢do dos
genes relacionados a viruléncia, utilizando iniciadores especificos para os géneros E.coli (ent,
eaf, stx2, invE, uidA, eae, bfpb, escV, stx1, dAAe, astl) (Tabela 1) (Anexo 7), Klebsiella spp
(blaCTX-M, blaCTX-M-15, blaSHV, blaTEM, blaKPC, blaVIM, blalMP, blaSPM) e (Tabela
2) (Anexo 8). As reacOes foram padronizadas por nosso grupo de pesquisa em estudos
anteriores (DA CRUZ et al., 2014; SANTA-RITA, 2014).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na PCR para E.coli e seus respectivos alvos e produtos de

amplificacdo.
Fatores de
Viruléncia Iniciador Sequéncia (5°-3°) DEC Produto Referéncia
daae-F CACTGTGGGCTCCGCGCAAGC Campos et al
Adesio DAEC 420 2999 "
daae_R CGGTGAGTTCAGTGTGTAT
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Invasdo

Enterotoxina

Fator de
aderéncia

Pilin

Regido Lee

Shiga toxina

Shiga toxina

Enterotoxina

Beta-
glucosidase

Intimina

invE-F
inv-R
ent-F
ent-R
EAF-F
EAF-R
bfpB-F
bfpB-R
escV-F
escV-F

stx1-F
stx1-R
stx2-F

stx2-R
estIB-R

astl-F
astl-R
uidA-F
uidA-R
eae-f

eae-r

CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG
GATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC
TGGGCTAAAAGAAGACACACTG
CAAGCATCCTGATTATCTCACC
CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA
TATGGGGACCATGTATTATCA
GACACCTCATTGCTGAAGTCG

CCAGAACACCTCCGTTATGC
ATTCTGGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG

CGTCCCCTTTTACAAACTTCATCGC

CGATGTTACGGTTTGTTACTGTGACAGC
AATGCCACGCTTCCCAGAATTG
GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG

AGCGTAAGGCTTCTGCTGTGAC
CGGTACAAGCAGGATTACAACAC

CCATCAACACAGTATATCCGA

GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC

AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG
CTGAACGGCGATTACGCGAA

CGAGACGATACGATCCAG
AATACAGAATCGTCAGCATCAGC

EIEC

EHEC

EPEC

EPEC
Tipica
EPEC,
ATECe
STEC

STEC

STEC

EAEC

E.coli

EHEC e
EPEC

766

518

397

910

544

244

324

102

1487

917

Daniel
Muller, 2007

Daniel
Muller, 2007

Franke, J. et
al. 1994

Daniel
Muller, 2007

Daniel
Muller, 2007

Daniel
Muller, 2007

Daniel
Muller, 2007

Daniel
Muller, 2007

Daniel
Muller, 2007

Gomes-
Duarte et al.
2009

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na PCR para Kleibsiella e seus respectivos alvos e
produtos de amplificagao.

Fatores de

Viruléncia Iniciador Sequéncia (5°-3°) DEC Produto  Referéncia
Kvar- R GCTGAGGCTGGGCTAAATAT Ramos
Kvar Klebsiella 997 2014 !
Kvar- F CCCCTGATGAGAACAAGGTT
blaCTX- ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGGC
M-F . Mulvey et
blaCTX-M blaCTX- Klebsiella 593 al 2016
VR TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG :
SHV-F TTATCTCCCTGTTAGCCACC Hasman et
blaSHv Klebsiella 797 al. 2005
SHV-R GATTTGCTGATTTCGCTCGG
TEM-F GCGGAACCCCTATTTG Hasman et
blaTEM .
Klebsiella 859 al. 2005
TEM-R ACCAATGCTTAATCAGTGAG
BlakPC KPC-1A TGTCACTGTATCGCCGTC Klebsiella 1000 Ylgzl('; g; al.
KPC-1B CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
VIM-F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG
blalMP Klebsiella ~ 500  Pongetal
VIM-R AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 2008
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC ) Dong et al.
blalMP IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT Klebsiella 448 2008
BlaSPM SPM-F CCTACAATCTAACGGCGACC T 801 Dong et al.
SPM-R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 2008
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5.8. TESTES EM CULTURA CELULAR

Foram realizados testes de adesdo para os isolados de E.coli e Klebsiella spp. e
invasdo para os isolados de Klebsiella spp. Shigella spp e Salmonella spp, em células Hep-2.
Os experimentos foram realizados de acordo com condicGes estabelecidas em estudos

anteriores.

2.8.1. Teste de adesao

Para a capacidade de adesdo das amostras foram utilizadas as células HEp2,
originarias de carcinoma de laringe humana, e realizada a técnica de acordo com a descrita
por CRAVIOTO et al (1979).

2.8.1.1. Cultivo das células HEp-2

As células HEp-2 foram cultivadas em frascos de pléastico de 25 cm? de superficie de
crescimento (Corning), contendo 6,5 ml de meio minimo essencial de Eagle modificado com
sais de Eagle (MEM) (Anexo 4), acrescido de 10% Soro Fetal Bovino (Cultilab); MEM - SFB
10%, e mantidos em estufa a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO, por trés a quatro dias. Apos
este periodo, o meio de cultivo foi removido e a monocamada celular lavada com 2,5 ml de
solugéo de tripsina a 0,25%. Em seguida, mais 2,5 ml desta solucdo dispersante foram
adicionados e deixados em contato com a monocamada celular por dois a quatro minutos, a
temperatura ambiente. Tendo se iniciado o desprendimento celular, todo o volume de tripsina
foi retirado (a fim de se evitar o seu efeito tdxico). Para as células se desprenderem por
completo, o frasco foi manual e levemente agitado, e 5 ml de MEM - SFB 10% foram
adicionados. Através de repetidas e vigorosas pipetagens, com o devido cuidado, para ndo
haver formacéo de bolhas de ar, obteve-se uma suspenséao celular homogénea.

Posteriormente, procedeu-se a contagem do numero de células vidveis dessa

ressuspensdo celular, utilizando-se do metodo de exclusdo pelo corante Azul Tripan
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(SCHREK, 1936), quando finalmente foi feita diluicdo apropriada em MEM — SFB 10%
(v/v), de modo a ser obtido uma concentragéo de 10° células por/ml.

Para a realizacdo dos testes de adesdo aliquotas de um ml dessa ressuspensao celular,
foram distribuidas em cada uma das laminulas colocadas em cada orificio das placas de
cultura de células de 24 orificios (Costar). Em seguida, os cultivos celulares foram incubados
em estufa a 37° C, sob atmosfera de 5% de CO3, por 24 horas.

5.8.1.2. Preparo das amostras bacterianas

A partir do estoque em agar nutriente, as amostras bacterianas foram semeadas em 3
ml de Caldo Tripto Caseina de Soja e incubadas a 37° C por 16/18 horas.

5.8.1.3. Realizacéo do teste de adesdo em células HEp-2

Inicialmente, o meio de cultivo MEM - SFB 10% (v/v) foi retirado dos orificios de
cultura contendo a monocamada incompleta de células HEp-2, realizando-se, em seguida, trés

lavagens com solugédo tampéo salina — fosfato de Dulbecco - Vogt, pH 7.4 (PBS - D - V).

Posteriormente, foram acrescentados: 0,96ml de novo meio MEM, contendo 2% de
soro fetal bovino (MEM - SFB 2%) e 1% (v/v) de D — Manose, para inibir a adesdo bacteriana

devido a fimbria tipo I, e 40ul de crescimento bacteriano em TSB.

Apbs incubacdo desse sistema durante 3 horas em estufa a 37° C, o meio de cultivo
foi removido e a monocamada celular lavada por cinco vezes com PBS, a fim de se retirarem

as bactérias que néo se aderiram as células em cultivo.

Em seguida, as células foram fixadas com uma solugdo de acido picrico 1,22%,
formaldeido 40% e acido acético glacial por 10 minutos. Apos esse periodo as células foram
lavadas por duas vezes e coradas com solucbes do Kit de coloragdo Pandtico Répido

(Laboclin) por um minuto.

Decorrido esse tempo, as preparacdes foram lavadas, secas a temperatura ambiente ou
a 37° C e observadas ao microscopio 6ptico, com os aumentos de 400 e 1000 vezes. Como
controle das células HEp-2, reservou-se uma laminula de células HEp-2 sem bactérias.
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As amostras bacterianas que ndo apresentaram um padrdo de adesdo claramente
definido ap6s 3 horas de incubagdo foram submetidas a novo teste, estendendo-se o periodo
de incubacdo para 6 horas. Neste caso, posteriormente a incubacéo inicial de 3 horas a 37° C,
as monocamadas celulares foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas por um periodo

adicional de 3 horas apds ter sido adicionado novo meio MEM --SFB 2% (V/v).
Na leitura dos resultados, foram considerados os seguintes padrdes de adeséo:

Adesao localizada (AL): caracterizada pela formacdo de microcolénias de bactérias

aderidas a sitios localizados da célula;
Adesdo difusa (AD): com bactérias aderidas ao acaso, por toda a superficie celular;

Adesdo agregativa (AA): quando as bactérias se aderem sobre a célula e nos espagos

intercelulares, lembrando a disposicao de tijolos empilhados (“stacked bricks”);

Adesdo AL - like (ALL): quando as bactérias aderidas aparecem em microcol6nias
muito pequenas em menos de 1% das células, com apenas 3 horas de incubacdo, e quando
esse periodo de incubacdo é prolongado para 6 horas essas microcol6nias aparecem em

agrupamentos mais frouxos, aderidos a menos de 10% das células.

5.8.2. TESTE DE INVASAO

Os testes de invasao qualitativo e quantitativo foram realizados baseando-se na técnica
descrita por Francis et al (1991) com algumas modificagdes. Para a realizacao destes testes, as
amostras foram testadas quanto a sensibilidade a gentamicina pelo teste de difusdo de disco
pela técnica de Bauer et al. (1966).
5.8.2.1. Preparo das amostras bacterianas

As amostras de E.coli foram cultivadas como descrito no item 3.10.2. Para o teste de
invasdo quantitativo, as amostras foram diluidas em solugdo salina 0,85% estéril para a
obtencao de uma concentracgdo de aproximadamente 3,0 x 108 bactérias/ml.

5.8.2.2. Teste de invasdo qualitativo
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O teste foi realizado sob as mesmas condic¢Oes descritas para o teste de adesdo com a
diferencga que as células HEp-2 foram inoculadas com 100 pl das culturas bacterianas. Apos o
periodo de incubacdo a 37°C por 3 horas as celulas foram lavadas 4 vezes com PBS. Em
sequida, 1 ml de meio MEM-SFB 10% acrescido de 100ug/ml de uma solucdo de
gentamicina foi adicionado aos tubos que foram incubados a 37°C por mais uma hora. Apds
este periodo, o0 meio de cultivo foi desprezado, sendo as células lavadas por mais 4 vezes com
PBS. A fixacdo e coloracdo das células foram realizadas seguindo-se a mesma metodologia
do teste de adesdo. Como resultado observou-se bactérias internalizadas nas células utilizadas

neste estudo. Foram utilizados como controles as amostras M90T.

59. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Os Testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de difusdo
em disco, em agar de Mueller Hinton (Becton Dickinson) com discos antimicrobianos
comerciais (Sanofi Diagnostics Pasteur) (Bauer et al. 1996). Os antibiéticos utilizados serdo
aqueles recomendados para o tratamento de Shigella, Salmonella, E.coli e Klebsiella e
Pseudomonas em conformidade com as diretrizes do Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016).

Os discos utilizados foram obtidos comercialmente (Sanofi Diagnostics Pasteur) no
quantitativo de 13, compostos pelos seguintes farmacos antimicrobianos: - Aminoglicosideos
(30pg/Amicacina, 10ug/Gentamicina e 30ug/Tobramicina); - Penicilinas (10pug/Ampicilina,
10pg/Amoxilina e piperaciclicina  10ug/Piperacilina associado ao Tazobactam); -
Cefalosporinas (30ug/Cefepima; 30ug/Cefazolina, 30ug/Cefepime, 30ugCefuroxima); -
Carbapenémicos (10pg/Iminpinem, 10pg/Meropenem); - Monobactamicos
(30pg/Aztreonam); -  Fluoroquinolonas (10pg/Norfloxacino e 5Sug/Ciprofloxacino/

Sug/Levofloxacino) e grupo das Polimixinas (300un/Polimixina B).

Para realizagdo desse teste, inicialmente foi feita uma suspensdo bacteriana,
transferindo-se os isolados para tubo contendo caldo LB, e entdo incubados a 37°C durante
18h a 24h para alcangar a concentracdo de 1,5 x 108 bactérias/mL, lidas em espectrofotdmetro
com absorbancia de 625 nm e confirmadas através da turvacdo do tubo 0,5 da escala
nefelométrica de McFarland. Posteriormente, uma algada da suspensdo foi transferida para

placas de petri contendo meio Agar Mueller Hinton (AMH) e, com o auxilio de um carimbo
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para antibiograma, foram adicionados discos impregnados com antibioticos, que entdo foram
incubados por 37°C em estufa, por um periodo de 24 horas. Decorrido esse periodo, foram
analisados os diametros formados ao redor dos discos, e entdo interpretados utilizando tabela
padrdo para classificar o nivel de suscetibilidade aos antibiéticos testados, como sensibilidade

(S), ou resisténcia (R).

5.10. TESTE DE FORMACAO DE BIOFILME

Os isolados de Klebsiella spp e Pseudomonas spp. foram inicialmente inoculados em
3mL de meio Luria (LB) e incubados em estufa a 37°C por um periodo de 24 horas. Em
seguida 200 pL da suspenséo bacteriana foi inoculada em placas de poliestireno de 96 pocos,
e realizados micro diluigdes, e lidas em espectrometro com absorbancia de 650nm, afim de se
obter uma suspensio de 1x108 UFC/uL. Realizada as micro diluicdes, 200 pL da suspenséo
bacteriana foi inoculada em triplicada, em uma nova placa de poliestireno de 96 pocos, entéo
incubadas a 37°C durante 24 horas.

Transcorrido esse periodo, as suspensdes bacterianas foram aspiradas e cada poco foi
lavado por 3 vezes, com 200 pL de solucdo fisioldgica estéril. Apds, foi realizada a fixacéo
com 200 pL de metanol e incubados em temperatura ambiente por 30 minutos. O metanol foi
removido, a placa seca em temperatura ambiente, posteriormente foi corada com 200 uL de
solucdo cristal violeta a 2% e incubadas a temperatura ambiente, por 30 min. A seguir as
placas foram lavadas em agua corrente, e secas em temperatura ambiente, acrescentado 200

pL de acido acético.

Apos esse periodo, foi realizada a leitura da absorbancia em leitor de ELISA
(MultiScan EX, Labsystem, Uniscience) a 650nm. Na leitura, foi utilizado um controle
positivo (Stafilococcus mutans - ATCC 35668) e controle negativo (Stafilococcus epidermidis
- ATCC 35984). O valor da absorbancia de cada amostra (DOa) foi obtido da média
aritmética dos valores dos 3 pogos. Esse valor foi comparado com a absorbancia da densidade
Otica (DO controle negativo), e para determinar o grau de aderéncia foi utilizada a seguinte

classificagéo:
e Nao aderente: DOisolado < DOc-

e Fracamente aderente DOisolado < DOc- < DOc-?

e Moderadamente aderente:  DOisolado < DOc-?< DOc¢-*
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e Altamente aderente  DOc-* < DOisolado

DOc-: Densidade 6tica do controle negativo.

5.11. DOSAGEM DE CD14 SOLUVEL (sCD14).

As concentragcdes de sCD14 foram determinados pelo método de Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) em placas de 96 pogos (Cell Sciences e R & D Systems).
Inicialmente a placa foi sensibilizada com o anticorpo primario (anti-human CD14 Antibody;
Cat N° MAB3833; Lot. AW1091610A; R&D Systems), diluido em tampdo de carbonato-
bicarbonato (0,05M; pH 9,6). Posteriormente a sensibilizacdo, foi feito o bloqueio com
tampdo PBS/BSA (PBS pH 7,4; albumina bovina a 3%). Em seguida, os soros (diluidos 5,0%
em PBS/BSA), dos pacientes e dos controles e o anticorpo recombinante (Recombinant
Human CD14; Cat. N°384-CD; Lot. BCS1716091; R&D Systems) foram adicionados em cada
poco da placa. Na sequéncia adicionou-se o anticorpo secundario (anti-human CD14
Biotinylated Antibody; Cat N°® BAR0714031; R&D Systems). Posteriormente foi adicionado a
estreptavidina e a reacdo foi revelada com tampédo de revelacdo (tampéo citrato-fosfato +
TMB + H202 30%) e cessada com H204 (2,0M). A leitura foi feita por meio colorimétrico
(densidade déptica — DO), utilizando espectrofotdmetro para leitora de placas de ELISA (BIO-
RAD Microplate Reader iMark ™) na absorbancia de 450 nM.

5.12. DOSAGEM DE CITOCINAS SERICAS

A dosagem de citocinas foi realizada a partir das amostras de plasma dos pacientes,
pela técnica de Citometria de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array), seguindo as
recomendagdes descritas pelo fabricante, com o Kit BD™ Human TH1/TH2/TH17 Cytokine
(Cat. N° 560484, Lot.:7184746, BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), onde as citocinas
quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa, IFN-g, IL-17. Foi utilizado também o
Kit BDTM Human Inflammatory Cytokine (Cat. N° 551811, Lot: 7216799, BD ® Biosciences,
San Diego, CA, USA), onde as citocinas quantificadas foram: IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e
IL-12. Para o calculo das concentragdes de pg/mL e Intensidade Média de Fluorescéncia
(MFI) de cada citocina foi utilizado o software FCAP-Array™ (v3.0.1). Para este estudo,

foram utilizadas as citocinas destacadas em negrito.

5.13. ANALISE ESTATISTICA
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Os dados obtidos no decorrer do projeto foram tabelados em planilha do programa
Microsoft Excel e os resultados analisados no software GraphPad Prism versdo 5.0 com as
variacdes calculadas por y2. Entre multiplas de grupos foi realizada Teste utilizado foi teste de
Kruskal-Wallis juntamente com o teste de comparagdes multiplas de hommel, As diferencas
significativas foram consideradas quando os valores de p foram menores ou iguais a 0,05.

As diferencas encontradas nas comparag¢fes multiplas foram diferenciadas em (a) ou
(b). Os resultados considerados estatisticamente significativos quando p<0,05 e intervalo de
confianga (IC) de 95%. O grau de significancia classificado na forma de asterisco (*) indicara
p<0,05; (**) p<0,005 e (***) p<0,0005. Em todas as analises de comparagdes, 0s testes

utilizados assumiram o desvio da hipotese nula em um sé sentido.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTER IZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO, DADOS
SOCIOECONOMICOS.

O estudo contou com 52 pacientes de ambos 0s sexos, provenientes do setor de
internacdo da FMT-HVD, tiveram as fezes coletas, material bioldgico necessario para
realizacdo deste estudo. Portanto, os resultados descritos a seguir serdo referentes a esses
pacientes.

A frequéncia relativa aos pacientes é de 36 (69,23%) do sexo masculino e 16 (30,
76%) do sexo feminino, com média de idade de 34,8 + 45,7 para os homens e 34 + 12,54 para
mulheres, todos com HIV/AIDS (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas da popula¢édo de estudo.

Caracteristicas da populagéo (N=52) %
Idade (média = DP) 34,7+ 1553

Sexo

Sexo masculino 36 69,23
Sexo feminino 16 30,76

Ao que se refere ao uso da terapia antirretroviral (TARV), 50% fazem uso da terapia,
destes 5,76% sdo mulheres e a maioria dos participantes homens com 44,23%. Em relacdo a
contagem de carga viral (CV) e células TCD4+ a maiora dos pacientes 53,84% apresentaram
>500copiasRNAviral <200CD4mm3, sendo destes a maioria homens 36,53% e cerca de
17,3% mulheres, para o grupo 2 foram distribuidos 13,46% homens e 3,84% mulheres, para o
grupo 3 foram observados cerca de 7,69% sdo homens e 5,76% sdo participantes mulheres, o
grupo 4 é composto em grande maioria de homens 11,53% e cerca de 3,84% sdo mulheres
(Tabela 04).

Tabela 4. Dados quanto a TARV, contagem de carga viral e células TCD4+ dos pacientes
incluidos no estudo.

TARV (+) TARV (-) Grupol Grupo2  Grupo3  Grupo4
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
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Mulheres  3(5,76)  13(25)  9(17,30) 2(3,84) 3(576)  2(3,84)
Homens  23(44,23) 13(25) 19(36,53) 7(13,46) 4(7,69)  6(11,53)

(+) Pacientes que fazem uso de TARV; (-) Pacientes que ndo fazem o uso de TARV.
Grupo 1: >500cépiasRNAviral <200CD4mm?®; Grupo 2: <500cépiasRNAviral_<200CD4mm?; Grupo 3:
>500copiasRNAviral_>200CD4mm?; Grupo 4: <500cépiasRNAviral_>200CD4mm?,

Quanto aos dados socioecondmicos a maioria dos pacientes do estudo 36,61% relatam
ensino médio completo, 17,30% dos pacientes relataram ensino fundamental completo, ensino
médio completo e ensino superior completo respectivamente, a minoria dos pacientes 5,76%
relataram ser analfabetos e cerca de 3,34% relataram nivel superior incompleto. Ao que se
refere a renda cerca de 26,92% dos pacientes relataram ndo possuir renda, a maioria dos
pacientes 34,61% relataram possuir mais que um salario minimo, 21,15% relataram possuir

dois ou mais salarios minimos, e 17,30% dos pacientes possuem salario minimo (Gréfico 1).

Dados socioecondmicos totais
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Gréfico 1. Grafico comparativo entre escolaridade e renda média dos participantes do estudo.

Em relagdo aos dados sociodemograficos ao que se refere a moradia a maioria dos
participantes do estudo relatam residir em casas de alvenaria o que corresponde a 71,15% do
total, 19,28% relatam residir em casas mistas uma pequena parte dos participantes moram em
palafitas e cerca de 3,84% dos participantes ndo souberam informar o tipo de moradia, isso se
deve provavelmente ao fato de que a maioria desses participantes ndo teriam moradia fixa na
cidade de Manaus. Os dados de saneamento basico demonstram que a maioria dos

participantes relatam fazer uso de rede de esgoto (48,07%) e cerca de 38,46% fazem uso de

61



fossa séptica e 11,53% fazem uso de fossa asséptica como meio de instalacdo sanitéria
(Gréfico 2).

Moradia e Instalacdo sanitaria

Moradia Instala¢do Sanitdria

3,84% l Nio informaram

19.23% - Mista

5,76% . Palafita

Fossa asseptica - 11.53%

Gréfico 2. Gréfico comparativo ao que se refere a moradia e instalacdo sanitaria dos pacientes do estudo.

Quanto ao abastecimento de agua encanada 69,23% dos participantes relatam o uso,
seguido de 23,07% para o uso de agua de pogo, 1,92% dos participantes alegaram o uso de
agua de rio ou igarapé respectivamente, e cerca de 3,84% dos participantes ndo souberam
informar o abastecimento de agua ao qual utilizavam. Cerca de 36,53% dos participantes
relatam consumir agua sem tratamento, seguido de 26,92% de consumo de agua filtrada e
cerca de 17,30% relatam o uso de dgua mineral, cerca de 7,69% fazem uso de agua clorada, e
3,84% dos participantes relataram uso de agua fervida ou ndo souberam informar qual o tipo

de 4gua consumida (Grafico 3).
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Gréfico 3. Gréafico comparativo entre o tipo de abastecimento de agua e consumo de dgua para beber entre os
participantes do estudo.

6.2. SINAIS E SINTOMAS

Os dados referentes aos sinais e a sintomatologia clinica, a maioria dos participantes
apresentou algum sintoma em alguma fase da doenga, 26,92% dos participantes apresentam
episodios de diarreia, a maioria dos participantes do estudo 38,46% apresentam desidratac&o,
17,30% relatam febre, 11,53% dos pacientes apresentaram vOmito, e apesar de menos

frequente, 9,61% declararam a presenca de sangue visivel nas fezes (Grafico 4).

Sinais clinicos

Diarreia 26,92%

Vomito 11.53%

Desidratacio 38,46%

Gréfico 4. Porcentagem de sinais e sintomas nos pacientes inclusos no estudo.
*SVF: Sangue visivel nas fezes; *Em vermelho claro: sinais (diagndsticados clinicamente); Vermelho escuro:
sintomas relatados pelos pacientes.

6.3. GENEROS BACTERIANOS ENCONTRADOS NO ESTUDO

Das 52 amostras de fezes coletas, 78,84% (n= 41) das amostras foram positivas para o
crescimento bacteriano, nos 21,15% (n= 11) das amostras restantes, ndo houve crescimento

bacteriano em nenhum dos meios utilizados no estudo.

Quanto ao crescimento bacteriano, foi verificado através do teste bioquimico,
predominio dos géneros de E.coli (38,46%), seqguido de Klebsiella (15,38%), Pseudomonas
(15,38%), Salmonella (3,84%), Shigella (1,92%), e nos 23,07% estdo presentes outros

géneros bacterianos (Gréafico 5).
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Gréfico 5.Frequéncia de enterobactérias nas fezes dos pacientes HIV/AIDS do estudo.

6.4. FREQUENCIA DE ENTEROBACTERIAS POTENCIALMENTE
PATOGENICAS E RESISTENTES

Quanto a presenca de bactérias potencialmente patogénicas e resistentes por grupo, a
maioria dos participantes apresentaram mais de uma bactéria com potencial patogénico, do
total de participantes do grupo 1 apresentaram E.coli (62,5%), Klebsiella spp. (42,85%) e
Salmonella spp. (28,57%) como bactérias patogénicas. De (66,66%) o grupo 2 apresentou
maior frequéncia de E.coli (33,33%), 10% do grupo 3 apresentou Klebsiella spp (100%) e
Pseudomonas spp (100%) como bactérias de predominancia, quanto ao grupo 4, cerca de
44,44% dos participantes, apresentaram todos os géneros bacterianos do estudo E.coli (75%),
Klebsiella spp. (25%), Shigella spp. (25%) e Pseudomonas spp. (25%). Todas as bactérias
registradas na tabela foram selecionadas quanto seu perfil de resisténcia a mais de 3

antibidticos testados no estudo (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia de enterobactérias por grupo experimental. Dados de resisténcia
expressos em porcentagem, e por bactérias resistentes a mais de 1 antibidtico cada.

Frequéncia de BPP* por Frequéncia de BPPR* (%)
Grupos paciente E coli Kleb Salm Shig Pseud
o .coli

n (%) Spp. Spp. Spp. Spp.
Grupo 1 7 (29,16) 62,5 42,85 28,57
Grupo 2 6 (66,66) 33,33
Grupo 3 2 (10) --- 100 --- 100
Grupo 4 4 (44,44) 75 25 25 25

*BPP: Bactérias com potencial patogénico. *BPPR: Bactérias com potencial patogénico e resistentes aos
antibioticos testados no estudo.
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Grupo 1: >500c6piasRNAviral <200CD4mm3; Grupo 2: <500c6piasRNAviral_<200CD4mm?; Grupo 3:
>500c6piasRNAviral_>200CD4mm?; Grupo 4: <500cdpiasRNAviral_>200CD4mm3.

6.5. TESTE DE RESISTENCIA BACTERIANA (ANTIBIOGRAMA)

Devido a frequéncia de isolados, foram realizados um total de 40 antibiogramas. A
partir dos dados referentes a sensibilidade e resisténcias dos isolados antimicrobianos, obteve-
se os resultados de sensibilidade e resisténcia para 21 isolados de E.coli, 8 isolados de
Klebsiella spp., 8 isolados de Pseudomonas spp., 2 isolados de Salmonella spp., 1 isolado de

Shigella spp.

6.5.1. Resisténcia Bacteriana Especifica

Os 20 isolados de Escherichia coli, apresentaram maior resisténcia para Cefazolina
(85%), Tobramicina (90%), Ceftazidima (60%), Cefepime (60%), Nitrofuratoina (50%),
Tetraciclina (55%), Cefuroxima (55%). Os isolados apresentaram maior sensibilidade para
Ceftrioxona (85%), Aztreonam (90%), Clorafenicol (75%), Gentamicina (70%),
Ciprofloxacina (60%) Ampicilina associado ao sulbactam (70%), Amoxilina associado ao
acido clavulanico (55%) (Tabela 06).

Dos 8 isolados de Klebsiella spp., submetidos ao estudo, todos apresentaram resisténcia
natural a Ampicilina (100%), porém todos os isolados apresentaram também resisténcia a
Ceftazidima (100%), (50%) dos isolados apresentaram resisténcia a Sulfametoxazol associado
ao trimetropim. Em contrapartida, os isolados (100%) foram sensiveis a Gentamicina,
(87,5%) Ciprofloxacina, e (75%) foram sensiveis a Aztreonam, Meropenem, Norfloxacina e
Amicacina respectivamente (Tabela 06).

Dos 8 isolados de Pseudomonas spp. analisados, (75%) mostrou-se resistente a
Cefepime, (50%) a Ceftazidima e (25%) foi resistente a Impinemem, Ciprofloxacina e
Norfloxacina respectivamente. A maioria dos isolados se apresentaram sensiveis ao demais

antimicrobianos testados (Tabela 06).
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Tabela 6. Resultado dos testes de resisténcia microbiana para os isolados de Escherichia coli,
Klebsiella spp. e Pseudomonas spp.

Escherichia coli
Cefazolina Ceftazidima ~ Cefepime ~ Cefuroxima  Nitrofuratoina  Tetraciclina  Tobramicina
Resisténcia B0 60 60 55 50 55 90
Aztreonam  AMC Ceftrioxona ~ Ciprofloxacina ~ Clorafenicol ~ Gentamicina SAM
Sensibilidade 90 55 85 60 75 65 70
Klebsiella spp.

Ampicilina  Ceftazidima SXT
Resistencia 00 [0F O

Aztreonam  Amicacina  Ciprofioxacina ~ Gentamicina ~ Meropenem  Norfloxacina
Sensibilidade 75 75 100 87 75 75

Pseudomonas spp.

Cefepime  Ceftazidima Ciprofloxacina  Impinemem  Norfloxacina
Resisténcia [l BOF b 2 3

Amicacina  Aztreonam  Gentamicina  Levofloxacina ~ Meropenem PPT Polimixina B Tobramicina
Sensibilidade 100 100 100 100 100 100 100 100

Dados expressos em porcentagem. AMC: Amoxicilina+acido clavulanico; SAM: Ampicilina+sulbactam;
SXT: Sulfametoxazol associado ao trimetropim; PPT: Piperaciclina+ tazobactam.

Os 2 isolados de Salmonella spp. analisados, foram resistentes a Cefepime, Ceftazidima
e Tobramicina respectivamente. Tais apresentaram-se sensiveis aos antimicrobianos testados,
os isolados foram sensiveis a Amicacina, Ciprofloxacina, Gentamicina, Meropenem,
Norfloxacina, Piperaclina associado ao Tazobactam e Polimixina B respectivamente. O
isolado de Shigella spp, demonstrou resistencia a Cefepime, Ceftazdima, Ciprofloxacina,
Meropenem, Norfloxacina e Tobramicina respectivamente. Quanto a sensibilidade, foi
observado que esse isolado foi sensivel a Amicacina, Gentamicina, Piperaciclina associado a
Tazobactam e Polimixina B respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados de Salmonella spp. e
Shigella spp.

Antibibticos Salmonella spp. Shigella spp.
Amicacina Sensiveis Sensivel
Cefepime Resistente Resistente
Ceftazidima Resistente Resistente
Ciprofloxacina Sensiveis Resistente
Gentamicina Sensiveis Sensivel
Meropenem Sensiveis Resistente
Norfloxacina Sensiveis Resistente
Piperaciclina+ tazobactam Sensiveis Sensivel
Polimixina B Sensiveis Sensivel
Tobramicina Resistente Resistente
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6.6. ENSAIO DE PRODUCAO DE BIOFILME

Os isolados de Klebsiella spp. testadas para a producdo de biofilme, mostraram
potenciais diferentes para a formacdo de biofilme sob as mesmas condi¢bes de
experimentacdo. A maior producdo de biofilme entre as amostras testadas, foi do isolado
K0013, seguido pelo K0009, K0020 e K0028 respectivamente. Os isolados K0020B, K0060,
K0063 e KO0041 apresentaram capacidade moderada para a producdo de biofilme, se
comparado com a cepa controle. Os isolados de Klebsiella spp. positivas para a formacéo de

biofilme, foram aquelas que produziram DO > 0,200 (Gréfico 6).

Klebsiella spp
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isolados clinicos

Grafico 6. Capacidade de formagao de biofilme para as cepas de Klebsiella spp.
Legenda: *CP: Controle positivo (S. mutans ATCC 35668); *CN: Controle negativo (S. epidermidis ATCC
35984).

Para os isolados de Pseudomonas spp., foi observado diferentes potenciais para a
formacdo de biofilme. Os resultados demonstram que os isolados clinicos P0009, P0028 e
P0030 apresentaram alta capacidade de formar biofilme. Outro isolado PO009 apresentou
capacidade fraca para a producdo de biofilme. Outro dois isolados P0O030B e P0030C
mostrou-se com capacidade moderada e fraca, respectivamente. Os isolados PO010B e P0010
apresentaram capacidade moderada para a producdo de biofilme se comparados com a cepa
controle. Os isolados de Pseudomonas capazes de formar biofilme forte, sdo aqueles que

produzem OD > 0,200 (Grafico 7).
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Grafico 7. Capacidade de formagao de biofilme para as cepas de Pseudomonas spp.
Legenda: *CP: Controle positivo (S. mutans ATCC 35668); *CN: Controle negativo (S. epidermidis ATCC

35984).

6.7. ENSAIO DE ADESAO

Foi avaliado o perfil de adesé&o dos 20 isolados de E.coli, durante ensaios de 3h e 6h de

incubacéo para cada isolado. Os dados demonstram que dos 20 isolados de E.coli, durante os

testes de 3h, (30%) apresentou perfil de adesdo indetectavel, (20%) apresentou perfil de

adesdo atipico (ndo comum ao género), (30%) apresentaram perfil de adesdo difusa, (10%)

dos isolados de E.coli, apresentou nenhuma célula na laminula e (10%) ndo apresentou

nenhum perfil de adeséo (Tabela 8).

Tabela 8. Fenotipo de adesao dos isolados de E.coli identificados em cada paciente.

Amostra Género bacteriano Ensaio Tempo Perfil Figura
HIV INT 0002a E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo indetectavel 08
HIV INT 0002b E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo atipico 08
HIV INT 0002c E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo atipico 08
HIV INT 0002d E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo atipico 08
HIV INT 0002e E.coli Adeséo 3h sem célula 08
HIV INT 0006a E.coli Adeséo 3h adesdo difusa 09
HIV INT 0006b E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo indetectavel 09
HIV INT 0006¢c E.coli Adeséo 3h adesdo difusa 09
HIV INT 0006d E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo indetectavel 09
HIV INT 0009 E.coli Adeséo 3h adesdo difusa 10
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HIV INT 0032 E.coli Adesdo 3h sem célula /

HIV INT 0044a E.coli Adesdo 3h adesdo difusa 11
HIV INT 0044b E.coli Adesdo 3h adesdo difusa 11
HIV INT 0046a E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo atipico 12
HIV INT 0046b E.coli Adesdo 3h perfil de adesdo indetectavel 12
HIV INT 0046¢ E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo indetectavel 12
HIV INT 0063a E.coli Adeséo 3h perfil de adesdo atipico 13
HIV INT 0063b E.coli Adeséo 3h adesdo difusa 13
HIV INT 0064 E.coli Adeséo 3h sem adesdo 14
HIV INT 00101 E.coli Adeséo 3h sem adesdo 15

6.7.1. Ensaio de adesdo 3H dos isolados de E.coli identificados no estudo.

ADESAO ATIPICO

Figura 7. Perfil de adesdo das cepas positivas para os patétipos de E.coli. a) Adesao difusa; b) Perfil de adesdo
atipico; ¢). Sem células; d) Perfil de adeséo atipico; 0002e) Adesdo difusa. Células Hep-2 cultivadas foram
incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram lavadas e fixadas com Ac.
Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

perfil de adesdo atipico

HIV INT 0002d

Figura 8: Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0002). 0002a) Adesdo indetectavél;
0002b) Perfil de adesdo atipico; 0002c) perfil de adesdo indetectavel; 0002d) Perfil de adesdo atipico. Células
Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apbs, as células foram
lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apés foram coradas pelo Kit Pandtico (Laboclin).
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Figura 9. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0006). 0006a) Adeséo difusa; 0006b)
Perfil de adesédo indetectavel; 0006c) perfil de adesdo difusa; 0006d) Perfil de adesdo indetectavel. Células Hep-
2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram lavadas e
fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

Figura 10. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIVV INT 0009). 0009) Perfil de adesdo difusa.
Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Ap6s, as células
foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apos foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 11. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIVV INT 0044).0044a) Perfil de adesdo difusa;
0044b) Perfil de adesao difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio
MEM-SFB. Apds, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas

pelo Kit Panético (Laboclin).
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. peefil de adesao indetectavel

HIV INT 0046a HIV INT 0046b HIV INT 0046c
Figura 12. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIVV INT 0046). 0046a) Perfil de adesdo atipico;
0046b) Perfil de adesdo indetectavel; 0046¢) Perfil de adesdo indetectavel. Células Hep-2 cultivadas foram
incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram lavadas e fixadas com Ac.
Picrico, Ac. Acético glacial. Ap6s foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

perfil de adesao indetectavel

’

Figura 13: Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0063). 0063a) Perfil de adesdo
indetectavel; 0044b) Perfil de adesdo atipico. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3
horas com Meio MEM-SFB. Apds, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial.
Apo6s foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

HIV INT 0064a

Figura 14. Perfil de adeséo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0064). 0044a) Sem perfil de adesdo.
Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células
foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apés foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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HIV INT 00100 N1
Figura 15. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 00100). 00100) sem perfil de adeséo.
Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células
foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apés foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

Os 20 isolados de E.coli foram submetidos ao teste de 6H de adesdo, os resultados
demonstram que a maioria (60%) apresentou mudanca no perfil de adesdo, (55%) apresentou
perfil de adesdo difuso, cerca de (15%) apresentou um perfil de adesdo atipico, (5%)
apresentou perfil de adesdo agregativo, (20%) apresentou nenhuma células presentes na
lamina, (5%) nao apresentou perfil de adesdo, e 1 amostra apresentou um perfil inconclusivo
no teste, possivelmente por estresse celular causado pelo tempo de exposicdo da célula ao
teste (Tabela 9).

Tabela 9. Fenotipo de adesdo de 6horas, dos isolados de E.coli identificados em cada
paciente.

Amostra Género bacteriano Ensaio Tempo Perfil Figura
HIV INT 0002a E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 16
HIV INT 0002b E.coli Adesdo 6h perfil de adesdo atipico 16
HIV INT 0002c E.coli Adeséo 6h sem células /
HIV INT 0002d E.coli Adeséo 6h Inconclusiva 16
HIV INT 0002e E.coli Adeséo 6h sem célula /
HIV INT 0006a E.coli Adesdo 6h perfil de adesdo atipica 17
HIV INT 0006b E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 17
HIV INT 0006¢c E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 17
HIV INT 0006d E.coli Adeséo 6h adesdo agregativa 17

HIV INT 0009 E.coli Adeséo 6h perfil de adesdo atipico 18
HIV INT 0032 E.coli Adeséo 6h sem células /

HIV INT 0044a E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 19
HIV INT 0044b E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 19
HIV INT 0046a E.coli Adeséo 6h sem células 20
HIV INT 0046b E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 20
HIV INT 0046¢ E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 20
HIV INT 0063a E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 21
HIV INT 0063b E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 21
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HIV INT 0064 E.coli Adeséo 6h adesdo difusa 22
HIV INT 00101 E.coli Adesdo 6h adesdo difusa 23

6.7.2. Ensaio de adesdo 6H com os isolados de E.coli encontrados no estudo.

2 T
HIV INT 0002a HIV INT 0002b HIV INT 0002d
Figura 16. Perfil de adesdo do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0002). 0002a) Adesao difusa; 0002b)
Perfil de adesdo atipico; 0002c). Sem células; 0002d) Perfil de adesdo inconclusivo. Células Hep-2 cultivadas
foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram lavadas e fixadas com
Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apos foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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HIV INT 0006a HIV INT 0006b HIV INT 0006c HIV INT 0006d
Figura 17. Perfil de adeséo do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0006). 0006a)Perfil de adesdo atipico.
0006b) Perfil de adesdo difusa 0006c¢) Perfil de adesdo difusa. 0002d) Perfil de adesdo agregativa. Células Hep-2
cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apés, as células foram lavadas e
fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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HIV INT 00095
Figura 18. Perfil de adeséo do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0009). 0009) Perfil de adesdo atipico. Células Hep-2
cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apds, as células foram lavadas e fixadas com

Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Ap6s foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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HIV INT 0044a
Figura 19. Perfil de adeséo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0044). 00044a) Perfil de adeséo difusa. 0044b)
Perfil de adesdo difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as
células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

HIV INT 0046b HIV INT 0046c¢
Figura 20. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0046). 0046a) Adeséo difusa. 0046h)
sem células na laminula 00046¢c) Perfil de adesdo difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com
bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac.
Acético glacial. Ap6s foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 21. Perfil de adesdo dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0063). 0063a) Perfil de adesdo difusa.
0063b) Perfil de adesao difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio
MEM-SFB. Apés, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas
pelo Kit Panético (Laboclin).

Figura 22. Perfil de adesdo do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0064). 0064a) Adesdo difusa. Células Hep-2
cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apds, as células foram lavadas e fixadas com
Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

HIV INT 00100
Figura 23. Perfil de adesdo do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 00100). 00100a) Adesdo difusa. Células Hep-2
cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram lavadas e fixadas com
Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apos foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Os 8 isolados de Klebsiella spp submetidos ao experimento, durante 3h de teste, a

maioria (62,5%) apresentou perfil padrédo de adeséo agregativo, (12,5%) apresentou perfil de

adesdo difusa, em (12,5%) ndo houve presenca de ceélulas na laminula. Durante os

experimentos de 6 horas de incubacdo, (50%) ndo apresentou células na laminula, apenas

(10%) dos isolado de Klebsiella spp. apresentaram capacidade de adesdo agregativa, cerca de

(10%) apresentou adesao difusa (Tabela 10).

Tabela 10. Fendtipo de adesdo dos isolados de Klebsiella spp. identificados em cada paciente.

Periodo
Amostra Género bacteriano  Ensaio de Perfil de Adeséo Figura
incubacdo
HIV INT 0009 Klebsiella spp Adeséo 3h adesdo agregativo 24
HIV INT 0013 Klebsiella spp Adesdo 3h adesdo agregativo 24
HIV INT 0020D Klebsiella spp Adesao 3h adesdo agregativa 25
HIV INT 0020 Klebsiella spp Adeséo 3h adesdo agregativa 25
HIV INT 0028 Klebsiella spp Adeséo 3h sem celulas 26
HIV INT 0041 Klebsiella spp Adesao 3h adesdo difusa 26
HIV INT 0060 Klebsiella spp Adesao 3h adesdo agregativa 27
HIV INT 0063 Klebsiella spp Adeséo 3h perfil de adesdo atipico 27
HIV INT 0009 Klebsiella spp Adeséo 6h sem célula 28
HIV INT 0013 Klebsiella spp Adesdo 6h adesdo agregativa 28
HIV INT 0020D Klebsiella spp Adesdo 6h sem célula 29
HIV INT 0020 Klebsiella spp Adeséo 6h adesdo agregativa 29
HIV INT 0028 Klebsiella spp Adeséo 6h sem células 30
HIV INT 0041 Klebsiella spp Adesdo 6h adesdo difusa 30
HIV INT 0060 Klebsiella spp Adesdo 6h sem células 31
HIV INT 0063 Klebsiella spp Adeséo 6h adeséo difusa 31

6.7.3. Ensaio de adesdo 3H dos isolados de Klebsiella spp. identificados no estudo.

HIV INT 0009

HIV INT 0013

Figura 24. Perfil de adesdo dos paciente com presenca de isolados de Klebsiella spp. 0009) Adesdo Agregativa; 0013)
Adesdo Agregativa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as

células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 25. Perfil de adesdo dos paciente com presenca de isolados de Klebsiella spp. 0020) Adesdo Agregativa; 0020D)
Adesdo Agregativa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apds, as
células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 26. Perfil de adesdo dos pacientes com presenga de isolados de Klebsiella spp. 0028) Sem célula na laminula; 0041)
Adesdo Agregativa; Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apds, as células
foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apos foram coradas pelo Kit Pandtico (Laboclin).
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Figura 27. Perfil de adesdo dos pacientes com presenga de isolados de Klebsiella spp. 0060) Adesdo Agregativa; 0063) Perfil
de adesdo atipica. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apoés, as
células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 28. Perfil de adesdo dos paciente com presenca de isolados de Klebsiella spp. 0009) Sem células na lamina; 0013)
Adesdo Agregativa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apds, as
células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apés foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 29. Perfil de ades&o dos paciente com presenca de isolados de Klebsiella spp. 0020) Adesdo Agregativa; 0020D) sem
células na lamina. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apoés, as
células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 30. Perfil de adesdo dos pacientes com presenca de isolados de Klebsiella spp. 0028) Sem célula na laminula; 0041)
Adesdo Agregativa; Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apds, as células
foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Ap6s foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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Figura 31. Perfil de adesdo dos pacientes com presenca de isolados de Klebsiella spp. 0060) Sem células na lamina; 0063)
Perfil de adesdo difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as
células foram lavadas e fixadas com Ac. Picrico, Ac. Acético glacial. Apds foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).

6.8. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os 21 isolados de E.coli identificados fenotipicamente por testes bioguimicos, foram
submetidos a técnica de PCR para verificacdo de genes de viruléncia, uma de nossas amostras
identificada como (HIV INT 00101) foi perdida durante os demais experimentos realizados.
Nossos dados demonstram que 19/21 isolados de E.coli apresentaram amplificacdes de 1487
pb previstas para os iniciadores uidA “forward” e “reverse”, referentes a p-glucosidase (Fig.
33).

Dos 20 isolados de E.coli, apenas 1 apresentou amplificacdo correspondente ao gene
invE (766 bp), mostrando, possivel capacidade de invasdo (Figura 32). Onze (55%) de nossas
amostras amplificaram para o gene astl (102 pb) (dados ndo mostrados) o que se refere a
presenca de enterotoxinas. Destes mesmos isolados, 12 (60%) apresentou amplificacdo para o
gene dAAe (420 pb) referente ao patotipo de DAAEC, caracterizada pelo fendtipo de adeséo
difusa. Outro gene amplificado para duas de nossas amostras de E.coli foi 0 eae (917 pb)
(dados ndo mostrados). Nenhum de nossos isolados de E.coli apresentou amplificagdo para

0s genes bfpB, stx1, stx2, eaf e escV (Quadro 2).
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Figura 32. Amplificacdo de 1487pb correspondentes ao gene uidA.

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificacdes geradas com os iniciadores uidA (forward
e reverse) referente ao gene uidA. Isolados de E.coli representando as amplificacbes para esse gene;
C(-): Controle negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen.
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Quadro 2. Quadro comparativo dos genes de viruléncia dos isolados de E.coli e seus fen6tipos de adesdo de 3 horas.

Adesao 3 horas

Genes de viruléncia Fendtipo de adeséao

Amostras Bactéria eae eaf escV invE stx1 stx2 AL AD AA ALL | AATP SC ID S/IAD
HIV INT 0002a . coli
HIV INT 0002b coli
HIV INT 0002¢ coli
HIV INT 0002d coli
HIV INT 0002e coli
HIV INT 0006a coli
HIV INT 0006b coli
HIV INT 0006¢ coli
HIV INT 0006d coli
HIV INT 0009 coli
HIV INT 0032 coli
HIV INT 0044a coli
HIV INT 0044b coli
HIV INT 0046a coli
HIV INT 0046b coli
HIV INT 0046¢ coli
HIV INT 0063a coli
HIV INT 0063b coli
HIV INT 0064 coli
HIV INT 00100 coli

m

W

MM m(m o m T T m

Preto: Amostras positivas; Cinza: Amostras negativas.

AL: Adesdo localizada; AD: Adesdo Difusa; AA: Adesdo agregativa; ALL: Adesdo Al- like; AATP: Adesdo atipica; SC: Sem célula; ID: Indetectavél; S/AD: Sem adeséo.
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Quadro 3. Quadro comparativo dos genes de viruléncia dos isolados de E.coli e seus fen6tipos de adesao de 6 horas.

Adesdo 6 horas

Genes de viruléncia

Fendtipo de adeséo

Amostras

Bactéria

eae eaf

escV invE

stx1

stx2

AL

HIV INT 0002a

m

. coli

HIV INT 0002b

coli

HIV INT 0002c

coli

HIV INT 0002d

coli

AD

ALL | AATP

SC

S/ AD

HIV INT 0002e

coli

HIV INT 0006a

coli

HIV INT 0006b

coli

HIV INT 0006c

coli

HIV INT 0006d

coli

HIV INT 0009

coli

HIV INT 0032

coli

HIV INT 0044a

coli

HIV INT 0044b

coli

HIV INT 0046a

coli

HIV INT 0046b

coli

HIV INT 0046¢

coli

HIV INT 0063a

coli

HIV INT 0063b

coli

HIV INT 0064

M (mm|mmmmmmimmmmmmmmm

coli

HIV INT 00100

m

coli

Preto: Amostras positivas; Cinza: Amostras negativas.

AL: Adesdo localizada; AD: Adesdo Difusa; AA: Adesdo agregativa; ALL: Adesdo Al- like; AATP: Adesdo atipica; SC: Sem célula; I1C: Adesdo inconclusiva; S/AD: Sem

adesdo.
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Para a verificagdo genotipica de Klebsiella, os isolados foram submetidos a
amplificacdo dos iniciadores Kvar “foward” e “reverse” (997 pb) no qual é refere ao género
bacteriano (Figura 33). Outros iniciadores foram testados para esta bactéria, como blaKPC
(1000 pb), onde 3 de nossas amostras amplificaram para o referido gene (Figura 34). Todas as
8 amostras amplificaram para o iniciador blaCTX-M (583 pb) (Figura 35). Dois dos isolados
amplificaram para blaSHV (797 bp), blaTEM (859 pb). Ao que se refere ao gene blaIMP (448
pb) foi obtido a amplificacdo de trés de nossas amostras, para o blaVIM (500 pb) apenas uma
amostra apresentou amplificacdo, apenas uma amostra apresentou amplificacdo para o gene

blaVIM (Dados ndo mostrados, respectivamente) (Quadro 4).

Kvar

0009 0013 0020D 0020 0028 0041 0060 0063 - (-) ooy

Figura 33. Amplificacéo de 997 pb correspondentes ao gene Kvar.

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificacBes geradas com os iniciadores Kvar (forward e reverse)
referente ao gene Kvar. Isolados de Klebsiella representando as amplificacGes para esse gene; C(-): Controle
negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen.

Figura 34. Amplificacdo de 1000 pb correspondentes ao gene blaKPC.

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificacBes geradas com os iniciadores blaKPC (forward e
reverse) referente ao gene blaKPC. Isolados de Klebsiella representando as amplificacBes para esse gene; C(-):
Controle negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen.
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blaCTX-M
0008 0013 0020D 0020 0028 0041 0060 0061 2 593 pb

Figura 35. Amplificacio de 593 pb correspondentes ao gene blaCTX-M.
Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificacdes geradas com os iniciadores blaCTX-M (forward e
reverse) referente ao gene blaCTX-M. Isolados de Klebsiella representando as amplificacBes para esse gene; C(-

): Controle negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen.
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Quadro 4. Quadro comparativo entre os genes de resisténcia medicamentosa e a suceptibilidade antimicrobiana para os isolados de Klebsiella
spp.

Genes de resistencia Antibidticos
Amostras Bactéria blaTEM blavim  [BlasPM | AKN | AMP | ATM | CAZ | CIP
HIVINT 0009 [Klebsiella spp.
HIVINT 0013 |Klebsiella spp.
HIVINT 0020D |Klebsiella spp.
HIVINT 0020 |Klebsiella spp.
HIVINT 0028 |k lebsiella spp.
HIVINT 0041 |klebsiella spp.
HIVINT 0060 |k lebsiella spp.
HIVINT 0063 |k lebsiella spp.

AKN: Amicacina; AMP: Ampicilina; ATM: Aztreonam; CAZ: Ceftazidima; CIP: Ciprofloxacina; HLG: Gentamicina; MEM: Meropenem,;
NXN: Norfloxacina; SXT: Sulfametoxazol+ trimetropim.
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6.9. ENSAIO DE INVASAO

Para o experimento, foram avaliados os perfis de invasdo de Klebsiella spp.

Salmonella spp e Shigella spp, submetidos a 1h de teste. Nossos resultados demonstram que

nenhum dos isolados de Klebsiella spp. (100%) apresentou perfil de invasdo. Os outros

isolados avaliados no experimento 2 Salmonella spp e 1 Shigella spp, também n&o

apresentaram perfis de invasdo durante o experimento, respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11. Fendtipo de invaséo dos isolados de Klebsiella spp, Salmonella spp, Shigella spp.
identificados em cada paciente.

Amostra Tipo de ""bac™ Ensaio Tempo de incubacéo Perfil
HIV INT 0009 Klebsiella spp Invasdo 1h sem invasdo
HIV INT 0013 Klebsiella spp Invaséo 1h sem invaséo
HIV INT 0020 Klebsiella spp Invaséo 1h sem invaséo

HIV INT 0020B Klebsiella spp Invasdo 1h sem invasdo
HIV INT 0028 Klebsiella spp Invasdo 1h sem invasdo
HIV INT 0041 Klebsiella spp Invaséo 1h sem invaséo
HIV INT 0063 Klebsiella spp Invaséo 1h sem invaséo
HIV INT 0060 Klebsiella spp Invasdo 1h sem invasdo
HIV INT 0015 Salmonella spp Invasdo 1h sem invasdo
HIV INT 0028 Salmonella spp. Invaséo 1h sem invaséo
HIV INT 0032 Shigella spp Invaséo 1h sem invaséo

6.9.1. Ensaio de invasdo com os isolados identificados no estudo.

Figura 36. Figura representativa do teste de invasdo dos isolados submetidos, ndo houve invasdo de nenhuma bactéria
testada. Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 1 horas com Meio MEM-SFB. Apos, as células foram tratadas

com gentamicina, lavadas e fixadas com Ac. picrico. Ap6s foram coradas pelo Kit Panético (Laboclin).
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6.10. DOSAGEM DE MARCADORES PLASMATICOS (sCD14 E CITOCINAS
PLASMATICAS).

Os participantes do estudo tiveram a avalia¢do da translocagao microbiana e do perfil
inflamatorio. Quanto as dosagens plasmaticas de sCD14, houve diferenca estatistica em todos

0s grupos do estudo quando comparados ao grupo controle, valor de p= 0,05 (Tabela 12).

Tabela 12. Niveis plasméticos de sCD14 dos participantes do estudo comparados ao grupo
controle (Pacientes sem HIV).

Grupo Média DP Média controle P valor
Grupo 1 4953 + 4570 1,3255 0.0182
Grupo 2 2582 + 1983 1,3255 0.0137
Grupo 3 3396 + 4240 1,3255 0.0008
Grupo 4 3769 + 4752 1,3255 0.0446

*Teste T para uma amostra.; *DP: Desvio Padréo.
Grupo 1: >500c6piasRNAviral<200CD4mm?®; Grupo 2: <500c6piasRNAviral<200CD4mm?; Grupo 3:
>500copiasRNAviral_>200CD4mm?; Grupo 4: <500cdépiasRNAviral_>200CD4mm3,

Ao que se refere aos valores de sCD14 entre os grupos ndo houve diferencas
significativa, quanto as dosagens de citocinas, houve diferenca estatistica apenas com a TNF-
a analisada no estudo, com maior significancia para o grupo 1 e 3, entre as outras citocinas

ndo houve significancia em nenhuma das analisadas, valor de p= 0,05 (Tabela 13).

Tabela 13. Niveis de sCD14 e citocinas entre 0s grupos experimentais do estudo.

Grupo
Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 P valor

CD14ng/l

mediana (IQR)  3370.5 (1746,7542.8) 1780 (1417,3233) (907_?3?2628.5) 1943 (14152179)  0.767

medimngon 37 (15,10.5) 3.1(0.8.8) 1.6 (0.2,7.5) 1.6 (0.2,2.3) 0.829

mediLnLA%QR) 10.4 (6.4,19.8) 6.5 (4.6,10.9) 8.4 (4,27.5) 1.6 (0.7,5.4) 0.233

. d!aLn-angR) 3.9 (1.9,5.8) 2.2 (0.6,4.4) 3.8 (1.4,7.4) 0.9 (0.5,1.1) 0.121
TNFa B c a b

mediana (IQR) 0.4 (0,4.8) 0(0,0) 10.6 (10.6,10.6) 1.1 (1.1,1.1) <0.001

m'edLifng%oR) 0.6 (0.1,18.3) 0.8 (0.2,1.5) 0.5(0.2,1.3) 0.5 (0,0.6) 0.451
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IL.1
L] (?QR) 0(0,17.3) 2(0.9,5.9) 0.7 (0,7.1) 0.1(0,0.7) 0.42

IL.8 105.8 (45.2,260.3)  105.8 (64.7,188.8) 57.9 (19.8,132.7) 103 (20,328.5) 0.671
mediana (IQR)

Grupo 1: >500copiasRNAviral <200CD4mm?®; Grupo 2: <500cdpiasRNAviral_<200CD4mm?; Grupo 3:

>500c6piasRNAviral_>200CD4mm?; Grupo 4: <500cépiasRNAviral_>200CD4mma3.

*IQR = intervalo interquartilico (valores do Primeiro e do Terceiro Quartil).

*Teste de Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de hommel.

*Letras distintas diferem ao nivel de 0,05.

Quando comparamos o0s resultados da analise bacteriana, frente aos resultados
avaliativos de citocinas inflamatorias e marcadores de disbiose intestinal e translocagédo
microbiana, podemos verificar ha diferencas entre os grupos de pacientes portadores de
bactérias patogénicas (BP), o grupo de pacientes sem crescimento bacteriano (SCB) e o grupo
onde ndo houve crescimento de bactérias patogénicas (BNP). Mesmo ndo apresentando
significancia estatistica, podemos notar que ha sim uma diferenca entre os grupos, com

destaque para o grupo SCB e o grupo BP (Tabela 14).

Tabela 14. Niveis plasmaticos de IL-17 dos participantes do estudo comparados ao grupo
controle (Pacientes sem HIV).

Grupos Média Desvio padrao Controle valor de p
BP 115,9 + 10,66 248,7 + 109 0,1801
BNP 128,9 + 12,3 248,7 + 109 0,1931
SCB 104,2 + 5,285 248,7 + 109 0,2564

BP: Bactérias patogénicas; BNP: Bactérias ndo patogénicas; SCB: Sem crescimento bacteriano.
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7. DISCUSSAO

Mesmo a diarreia sendo considerada uma das principais causas de mortalidade em
pacientes com HIV no mundo todo (SUGANDHI et al., 2015), nosso estudo demonstrou um
perfil diferente de pacientes, onde as altas incidéncias de constipagéo intestinal reduziram o n
amostral inicialmente previsto. Dos 100 pacientes voluntarios ao estudo, um pouco mais de
50% conseguiram “entregar” as amostras biologicas de fezes, firmando assim nosso universo
amostral em 52 pacientes.

Isto ndo destoa da literatura vigente, onde o n amostral quase sempre é composto por
universos semelhantes. Como o estudo conduzido Marbou & Kuete (2017), onde foram
avaliados 68 pacientes com HIV, que demonstraram que a prevaléncia de bactérias entéricas,
bem como o fendtipo de resisténcia, foi a principal causa da diminui¢do da imunidade e a
progressao clinica da doenca (MARBOU et al., 2017).

Populacao do estudo e dados socio-epidemioldgicos

O publico de maior frequéncia no atendimento oferecido pelo Hospital de Medicina
Tropical de Manaus (FMT) abrange marjoritariamente aqueles que necessitam de atendimento
custeado pelo SUS, embora seja reconhecidamente o centro para diagndstico e tratamento de
doencas denominadas tropicais e/ou negligenciadas, além de centralizar ndo s6 o diagnostico
para 0 HIV, mas também ser centro de referéncia para o tratamento e prevencao desta
infeccdo.

O estrato populacional que atingimos neste estudo representa sem duvidas o esperado
para a Reigdo Norte, 0 que se comunica como 0s demais estados da regido em continuo
desenvolvimento, seja pela precariedade nos servi¢os de saneamento bésico e indices de
desenvolvimento humano, seja pela qualidade de vida (acesso a educagéo, saide, renda, etc.)

das populacdes que aqui residem.

Identificacé@o bacteriana e patogenicidade

Os testes de identificacdo classica utilizados demonstraram um predominio do género
de Escherichia (38,46%), sequido por de Klebsiella spp. e Pseudomonas spp. (15,38%), e em
menor quantidade Salmonella (3,84%) e Shigella (1,92%). O que, conforme Vujkovic-Cvijin
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et al. (2014) corrobora com o fato de que a microbiota intestinal de individuos infectados pelo
HIV é composta em grande parte por géneros bacterianos pertencentes da familia das
Enterobacteriaceae, onde estdo inseridos as bactérias supracitadas, sugerindo que esses
patdégenos podem estar altamente associados a inflamacdo cronica e rapida progressdo do HIV
para AIDS (VUIJKOVIC-CVINJIN et al., 2014).

A verificacdo da patogenicidade destes isolados, a partir da avaliacdo génica de
diagnostico (caracterizacdo género/espécie) e fatores de viruléncia, além de conferirem
robustez aos resultados obtidos na analise classica, permite a comparacdo fenotipica e
genotipica desses isolados. Como por exemplo, na caracterizacdo de género/espécie de E.coli
(gene uidA), onde das duas amostras negativadas para esta triagem, uma apresentou
positividade caracteristica no ensaio celular.

Muitos dados na literatura demonstram que a presenca deste gene em isolados de E.
coli, (responsavel por codificar a B-D-glucuronidase), apesar de comum entre bactérias do
género Shigella, a atividade enzimatica é limitada apenas a E.coli. Isolados fecais dessa
bactéria podem demonstrar negatividade para esta atividade, embora os genes sejam regides
conservadas nesses isolados (LASALD et al., 2005). Uma pesquisa realizada por Farnleitner
et al (2015), demonstrou que o gene uidA por ndo apresentar regides polimorficas, foi 0 mais
preciso na identificacdo dos 49 isolados de E.coli analisados em seu estudo (FARNLEITNER
etal., 2015).

Para os demais isolados, a pesquisa para a tipagem molecular, também confirmou os
testes em meios diferencias e provas bioquimicas. E podemos notar que embora a triagem
molecular tenha identificado poucas cepas com genes especificos para fatores de viruléncia
classicamente atribuidos aos patdgenos identificados.

Mas, nossos dados mostram que os individuos incluidos no grupo de maior carga viral,
e menor contagem de células CD4+ (Grupol) apresentavam 0 maior numero de bactérias
patogénicas e com resisténcia antibidtica importante. Assim como Marbou & Kuete, que
observaram em seu estudo que a partir da progressdo da imunodeficiéncia devido ao aumento
da carga viral do HIV, as doengas oportunistas bacterianas sdo observadas em grande maioria
qguando as contagens de CD4 caem para menos de 200 células/uL de sangue. E a alta
administracdo de antibidticos durante esse periodo, parece contribuir para o desenvolvimento
de resisténcia bacteriana nestes pacientes, colocando em risco o progndstico favoravel
(MARBOU & KUETE, 2017).
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Resisténcia microbiana

Novamente vemos aqui, que os isolados de E.coli destacaram-se dos demais, pois
foram os mais resistentes a maioria dos antibidticos testados, com maior resisténcia para a
classe das cefalosporinas, principalmente a cefazolina (85%), cefepime (60%) e cefuroxima
(55%). O mesmo perfil de sensibilidade tem sido descrito na literatura, onde cada vez mais se
destaca a resisténcia aos antibidticos de linha de frente, no qual as cefalosporinas estdo
incluidas. O que se deve ao desenvolvimento da resisténcia a B-lactamase de espectro
estendido (ESBL) que possui a capacidade de hidrolisar as cefalosporinas, e esta resisténcia
tém sido cada vez mais relatada entre E. coli isoladas de individuos com HIV (LAMPRI et al.,
2012; PADMAVATHY et al., 2013).

Os géneros de Klebsiella, Salmonella, Shigella e Pseudomonas, demonstraram que
todos os géneros encontrados foram resistentes a mais de um antibidtico da classe das
cefalosporinas, e alto nivel de resisténcia a multiplas drogas, o que também condiz com o0s
resultados encontrados em outras populacGes de pessoas vivendo com HIV (PVHIV). Nos
ultimos anos, a frequéncia de Enterobacteriaceae resistentes aos antibioticos derivados da
classe das cefalosporinas, tem aumentado consideravelmente, e se disseminado do ambiente
hospitalar até locais externos aos hospitais (DEMIRDAG & HOSOGLU, 2010; ASENSIO et
al., 2011), tornando a resisténcia microbiana um fator de preocupagdo mundial.

Ja para os aminoglicosideos, 54,05% dos isolados testados para Tobramicina, exceto
os isolados de Pseudomonas spp, apresentaram resisténcia. E para as demais classes da
familia (gentamicina e amicanina), sensibilidade, embora a acdo desses antibiéticos no
tratamento de infec¢des tem se tornado cada vez mais ineficaz (BLAIR et al., 2015; POTRON
etal., 2015).

Na classe das quinolonas principalmente para ciprofloxacina e norfloxacina, as taxas
de sensibilidade para o género de E.coli foram de 60% para ciprofloxacina, para os isolados
de Klebsiella spp., 75% para norfloxacina e 87,5% para ciprofloxacina. E no género
Salmonella spp., os isolados encontrados no estudo foram sensiveis para norfloxacina e
ciprofloxacina respectivamente. Para o género Pseudomonas spp., a sensibilidade na familia
das quinolonas se ateve somente a ciprofloxacina e levofloxacina , 0 que conforme descrito
por Bernard et al (2016), em pacientes ambulatoriais submetidos a uma curta exposi¢do aos
antibioticos desta classe, como a levofloxacina, foi suficiente para promover a eliminagdo de

bactérias patogénicas nos pacientes (BERNARD et al.,2016).
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No entanto, o Unico isolado de Shigella spp. mostrou-se resistente aos antimicrobianos
da classe das quinolonas como a ciprofloxacina e norfloxacina respectivamente. Dados
similares foram demonstrados por Rajpara et al (2018), onde dos 95 isolados de Shigella, 85%
do total de bactérias, foram resistentes a ciprofloxacina e norfloxacina (RAJPARA et al.,
2018).

Os carbapenémicos sdo os agentes antimicrobianos, mais eficazes contra bactérias
gram-negativas, pois possuem um amplo espectro de atividade antibacteriana contra 0s
membros da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae. Esses antimicrobianos séo
usados geralmente como drogas de Ultimo recurso para o tratamento de infecgcdes causadas
por bactérias multirresistentes (GARG et al., 2011). Nossos achados revelam que para a
grande parte dos géneros isolados, exceto o género Shigella spp, a maioria dos
antimicrobianos testados para essa classe foram eficazes, sendo 90% de sensibilidade ao
aztreonam em E.coli, 75% em Klebsiella incluindo meropenem, os isolados de Salmonella
spp. foram sensiveis a meropenem, e apenas 25% dos isolados de Pseudomonas foram
sensiveis ao impinemem. Rahimzadeh et al (2011), obsevou uma predominancia de isolados
de Pseudomonas aeruginosa resistentes ao imipenemem, compreendendo 51,4% das
infeccOes causadas por essa bactéria nas enfermarias clinicas, comprovando que os hospitais
sdo éareas onde o0s problemas de resisténcia estdo preocupantemente elevados
(RAHIMZADEH et al., 2011).

Frente aos P-lactdmicos, como ampicilina associado ao sulbactam, amoxilina
associado ao &cido clavulanico, e piperaciclina associado ao tazobactam, todos os isolados
apresentaram sensibilidade significativa. O que era esperado, pois embora Martins e Abreu
(2010), tenha demonstrado que os isolados de Escherichia coli, Klebsiella e Pseudomonas
apresentaram alta resisténcia as penicilinas (ampicilina, amoxilina e piperaciclicina) quando
utilizadas isoladamente, quando o uso € associado a antimicrobianos inibidores das enzimas
de B-lactamase, a eficiéncia no tratamento de infeccdes causadas por estas bactérias, é de
resolucdo eficiente (MARTINS & ABREU, 2010).

Bactérias formadoras de Biofilme

A capacidade de formar biofilme em bactérias Gram-negativas &€ um importante fator
de viruléncia a ser considerado, pois ¢ através dele, que varios mecanismos “adaptativos” das

bactérias podem ser adquiridos e transmitidos a outras cepas bacterianas. Aqui, foram
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avaliados a capacidade da formacdo de biofilme para os isolados de Klebsiella spp e
Pseudomonas spp, e segundo os resultados, ambos isolados bacterianos submetidos ao teste,
foram capazes de formar biofilme de alta intensidade (50% e 37,5% respectivamente). O que
diferente do reportado pela literatura vigente, onde as Pseudomonas sempre sdo atribuidas
mais comumente a essa caracteristica, como no estudo realizado por Lima et al (2017)
utilizando 20 isolados de Pseudomonas, provenientes de pacientes com diferentes infeccOes
causadas por esta bactéria, que apresentou 75% de isolados produtores de biofilme, e destes,
10% com alta capacidade de formacéo do biofilme. E no estudo de Sanchez et al (2013) com
126 isolados clinicos de Klebsiella spp., que demonstrou que 61,4% dos isolados eram
produtores de biofilme, ilustrando assim a diferenca entre estas cepas.

Dos isolados de Klebsiella spp produtores de biofilme, 25% apresentaram resisténcia
bacteriana e 75% apresentaram sensibilidade a mdltiplos antibioticos. E para os isolados de
Pseudomonas spp, 37,5% foram positivos para formagdo de biofilme, e destes, 33,33%
mostram-se resistentes a multiplos antibiéticos contra 66,6% de sensibilidade. Sugerindo
assim uma origem ambiental (ou ‘“selvagem”) para estas bactérias e ndo, clinica e/ou
hospitalar.

Em nossos achados a formacédo de biofilme apesar do que se espera em relacdo a
resisténcia microbiana, se mostrou controversa, visto que a maioria dos isolados que
apresentaram producdo significativa de biofilme demonstraram sensibilidade a maltiplos
antimicrobianos. Este resultado sugere que a producdo do biofilme atue mais como um
mecanismo de sobrevivéncia bacteriana, do que um sistema de viruléncia, ao menos nestes

pacientes.

Ensaios celulares

O processo de adesdo de microrganismos as superficies celulares é considerado
multifatorial, e associado a diferentes interacOes especificas e ndo especificas, no qual
envolvem as interagdes eletrostadticas e hidrofébicas de superficie celular,
exopolissacarideos, peptideoglicanos, glicosaminoglicanos e as fimbrias (MENG et al., 2014).

Nos ensaios de 3h, a maioria dos isolados (30%) apresentou perfil de adesdo
indetectavel, ou seja, o tempo de ensaio mostrou-se ineficaz para que esses isolados
apresentassem fenétipo de aderéncia celular, porém, durante o ensaio de 6 horas, 60% de

nossas amostras apresentaram algum perfil de adesdo caracteristico ou ndo, ao género. Como
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no estudo realizado por Schultsz et al., (1997), onde os isolados de E.coli s6 apresentaram
algum perfil adesivo, apds o periodo de 6h, e com variagdes do perfil de adeséo caracteristico
(SCHULTSZ et al., 1997).

O predominio de isolados com capacidade de adesdo difusa (50%), caracteristica
principal dos patétipo de E.coli de adesdo difusa (DAEC), concorda com a literatura descrita
em estudos direcionados a diferentes populagdes. Assim como Garcia et al (2010), onde em
184 pacientes soropositivos com e sem diarreia, em Lima no Peru, houve a prevaléncia de
10,1% de DAEC apenas no grupo de pacientes infectados com HIV e com presenca de
diarreia. Em contrapartida, Ochoa et al (2009), demonstrou em seu estudo, que a frequéncia
de DAEC em criancas imunodeprimidas com diarreia, foi igual ao grupo controle (pacientes
sem diarreia). Evidenciando, portanto que, a taxa de isolamento de DAEC ¢ verificada mais
alta em pacientes infectados com HIV (GARCIA et al., 2010; OCHOA et al., 2010).

A frequéncia de 15% de isolados de E.coli com fenétipo de adesdo atipico, é
interessante do ponto de vista fenotipico , que pode estar havendo alguma mudanca ou
evolucdo na interacdo destas bactérias com o hospedeiro, ou ainda que as condi¢bes do TGl
do hospedeiro influenciem de alguma forma nesta relacdo. E a literatura atual ndo nos fornece
suporte a respeito desta caracteristica que parece ser uma nova tendéncia de adesdo
bacteriana, pois Benevides et al. (2015), atestou esse padrdo adesivo de E.coli em criancas
menores de 6 anos, com diarreia.

Os dados do teste de adesdo apresentam ainda uma frequéncia de 5% de isolados de
E.coli com fenotipo de adesdo agregativa, caracteristica do patotipo de EAEC. O que, como
na literatura, apresenta baixas frequéncias em pessoas vivendo com HIV (PVH). Porém, um
estudo realizado por Dillingham et al., (2014), demonstrou uma alta frequéncia de EAEC em
pacientes com AIDS, no Haiti, e esse pat6tipo estaria sendo relacionado com a perda abrupta
de peso, durante a primeira semana de tratamento com a TARV, o0 que pode, de forma
empirica, ser entendido como um possivel preditor de mortalidade nesses individuos
(DILLINGHAM et al., 2014).

Ja nos ensaios celulares de 6 horas, houve 20% de laminulas sem células, o que no
ensaio de 3 horas ocorreu em apenas 10% dos testes, 0 que poderia estar associado a um
fenotipo invasivo ou citotoxico. Mas 0s testes genéticos, ndo apontaram a presenca destes
genes nos isolados, descartando essa hipotese. Mas, foram identificados 65,5% do fendtipo de
adesdo agregativo entre os isolados de Klebsiella spp., 0 que é tipico da espécie pneumoniae
. Assim como descrito por Weiss et al., 2017, que verificou fenotipos de aderéncia de isolados
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de Klebsiella spp. de pacientes com HIV com e sem diarreia, observando que a grande
maioria dos isolados apresentavam um perfil de aderéncia semelhante ao de E.coli
enteroagregativa, e que isto poderia estar relacionado a manifestacdo de diarreia aquosa
crénica nesses individuos (WEISS et al., 2018).

Repetiu-se nos ensaios celulares de 6 horas para Klebsiella, a presenga de 50%
laminulas “limpas”, gerando novamente, mas agora para este género, a hipotese de perfil
invasivo. Que ja foi demonstrado por Weiss et al., (2017), onde os isolados de Klebsiella
apresentavam gendtipos e fenétipos de invasdo com capacidade de se ligar as células HEp-2 e
promover modificacbes no citoesqueleto, invadir e produzir inimeras enterotoxinas e
citotoxinas, e todos os 27 pacientes envolvidos neste estudo, apresentaram diarreia croénica
aquosa ou leve (WEISS et al., 2018).

A hipétese da invasdo de Klebsiella ndo pode ser descartada muito prontamente,
mesmo que Nnos nossos ensaios de invasdo realizados (com somente 1 hora de duragdo), ndo
pudemos detectar a presenca de um perfil invasivo, sendo necessario no futuro a repeticdo
destes testes, com parametros mais assertivos. Os isolados de Salmonella spp. e Shigella
spp. identificados no estudo, também foram submetidos ao teste de invasao, no periodo de 1

hora, e foi constatado que nenhum dos isolados apresentaram capacidade de invaséo celular.

Marcadores moleculares, fendtipos de adesdo e formacao de biofilme

Quando analisamos conjuntamente os resultados da triagem molecular de E.coli e os
padrbes fenotipicos de adesdo celular, notamos que algumas cepas no ensaio de 3 horas,
apresentaram adesdo difusa (6) e adesdo atipica (5). Porém, semente 2 isolados obtiveram
positividade para o0 gene daae que caracteriza a DAEC, correspondente para o primeiro
fenotipo adesivo, e 3 para o fendtipo atipico, e 3 isolados, que apesar de possuirem o gene
especifico, ndo expressaram o comportamento esperado.

A explicacdo para tal fendbmeno pode estar obscura, mas podemos hipotetizar que ou
essas bactérias realmente apresentam esses genes ndo funcionais, ou que devido a alteracoes
do epitélio intestinal (caracteristico de pacientes HIV) do hospedeiro, interajam de forma
diferenciada, por ndo obterem os estimulos necessarios a ativacdo dessa caracteristica. Pois no
ensaio de seis horas, notamos que 2 isolados que antes se comprtavam de forma atipica,
passaram a apresentar o padrao difuso de aderéncia, em células cultivadas e com confluéncia

e caracteristicas morfologicas ‘“normais”. Além do aumento no numero de isolados que
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aparentemente ““ estabilizaram o seu padrao de adesdo difusa, frente ao tempo de contato com
a camada celular.

Entdo se em condigdes “Otimas” e favoraveis (para a bactéria) os padrdes de adesao se
apresentam com ou sem a positividade para o gene especifico, pode significar que o equilibrio
da flora, do tecido, e das conci¢fes necessarias ao estabelecimento do patégeno no TGl, é
importante para o estabelecimento da infecgé&o.

Ja para os resultados comparativos de Klebsiella e resisténcia microbiana, também
podemos notar que alguns isolados apresentam alguns genes caracteristicos sem apresentar a
resisténcia propriamente dia, ou o contrario disso. Que pode ser devido a origem da
resisténcia, quanto a ativacdo do gene especifico. Além do que sabem que algumas
resisténcias a antimicrobianos podem ser fornecidas via plasmidial, sem necessariamente

integrar o genoma principal da bactéria.
Marcadores inflamatdrios

Nossas avaliagbes imunoldgicas trouxeram resultados interessantes. Como por
exemplo, quanto as dosagens de sCD14 plasmaticos, que revelaram que todos 0s grupos
analisados no estudo apresentaram valores significativos quando comparados com o grupo
controle dos testes, com destaque para o grupo 1, mostrando que os niveis mais altos de RNA
viral, podem estar relacionados ao aumento de marcadores plasmaticos associados a
inflamacéo. Esses dados compactuam com aqueles descritos na literatura, e So-Armah et al
(2017) também verificou que os niveis de marcadores inflamatérios em individuos com HIV
com carga viral aumentada, apresentavam niveis de sCD14 e outros biomarcadores como IL-6
e D-dimero, elevados em comparacdo ao grupo controle (SO-ARMAMH et al., 2017). Outro
estudo avaliativo similar realizado por Sandler et al (2011), no qual os niveis de marcadores
plasmaticos em pacientes com HIV com carga viral aumentada, mas que apresentavam um
maior numero de células CD4+, bem como os pacientes que foram a ébito, apresentaram
niveis mais elevados de sSCD14 (SANDLER et al., 2011). Caracterizando assim esse marcador
que é reconhecidamente um 6timo preditor da presenca de LPS na corrente sanguinea, como
um preditor competente para a presen¢a de quadro de translocagdo microbiana com possivel
disbiose intestinal. Podendo estar envolvido no estado de inflamag&o constante com elevacgéo

do risco de progrecdo do HIV para a AIDS.

Neste estudo também foram avaliados os niveis plasmaticos de citocinas inflamatorias
e anti-inflamatdrias, onde se observou a diferenca significativa apenas nos niveis de TNF-a
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entre 0os grupos analisados, com énfase entre 0s grupos grupo 1, grupo3, sugerindo que
mesmo com o uso da TARV, os niveis de inflamagdo em individuos infectados com HIV néo
diminuem. Como descrito por Keating et al (2012), que avaliou o perfil inflamatério de 48
pacientes com HIV, e constatou que a maioria dos pacientes com carga viral elevada e células
CD4+ diminuidas, com o uso de TARYV, apresentaram maiores niveis plasmaticos de TNFa
(KEATING et al., 2012). Os estudos sugerem que pacientes com HIV, apresentam perfis
inflamatdrios constantes, o que pode também estar associado ao aumento da replicagéo viral,
bem como a diminuicdo de células T CD4+, mesmo com o uso da TARV, o que pode
contribuir para a patogénese e piora do quadro clinico na AIDS.

A presenca desta citocina, principalmente em niveis elevados, sugere a instalacdao de
cronicidade inflamatoria, que é caracteristica da infeccdo pelo HIV, principalmente através do
desbalanco homeostatico intenstinal, com extravasamento de microorganismos para além da
barreira epitelial. Estimula ininterruptamente o sistema imune a produzir respostas
inflamatorias locais e sistémicas, causando a piora destes pacientes. Que mesmo sob a
ministracdo da TARV, ndo conseguem obter a resolucdo do dano intestinal devido a deplecéo
consideravel de células protetoras presentes no tecido.

Quanto a avaliacdo dos niveis de IL-17 no plasma, as analises ofereceram resultados
n&o significativos frente aos controles soronegativos. O que provavelmente se deve ao fato, de
que em situacdes de normalidade imunoldgica (sem desafio), esta citocina ndo estaria elevada.
Levantando o questionamento da funcionalidade desta citocina como marcador para a perda
celular da populacdo TH17, como descrito por inimeros autores na atualidade. Como por
exemplo, Mattapallil, et al., (2013), que como muitos, associa 0s niveis diminuidos desta
citocina a baixa producao e presenca destas células. Logicamente ndo estamos descartando a
importancia da populacdo TH17, nem da 1l-17, mas acreditamos que para esta afirmativa,
seria necessaria a verificagdo de outros marcadores ndo sé de dano celular (uma vez que a IL-
17 promove a homeostase do TGI), mas também de marcadores de superficie celular ou de
imunofenotipagem para a populagdo TH17.

Mas a0 mesmo tempo, se observarmos 0s pacientes que apresentaram positividadae na
presenca de patdgenos importantes (desafio imunol6gico), além do virus HIV, é importante
notar que os niveis de IL-17 ndo aumentam representativamente, o que pode apenas sugerir
que ha alguma deficiéncia em sua producéo por parte das celulas imunologicas. Como nédo
existem pardmetros pré-definidos para a avaliagdo destes marcadores, essa € uma discussao

que necessita maior aprofundamento nas andlises investigativas, e a adigdo de outros
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marcadores e preditores que nos ajudem a mapear a atuacdo desta citocina, e das populagdes

celulares responsaveis pela sua liberacao.

8. PESPECTIVAS FUTURAS

o A ampliacdo do n amostral, e a diversificacdo dos participantes do estudo para futuros
estudos, poderdo impactar positivamente os resultados obtidos. Desde o nimero de patégenos

isolados, até a averiguacdo fenotipica de interacdo, que podera se confirmar estatisticamente.

o Faz-se necessario um maior aprofundamento ndo sé nas caracteristicas genéticas dos
patdgenos isolados de pacientes HIV, frente a sua viruléncia e capacidade adaptativa. Pois o
estabelecimento dessa relacdo, podera trazer novas perspectivas ndo s6 para o diagnostico

desses patdgenos, como no tratamento para sua erradicacao.
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo encontrou algumas limitacdes ao decorrer de seu desenvolvimento, sendo

estes:

o A baixa adesdo dos pacientes a participacdo no estudo, no qual se deve em parte ao
quadro clinico geral do paciente, muitos apresentavam indisposi¢do fisica, mental ou até
mesmo emocional o que tornou dificultosa o contato da equipe de pesquisa com o individuo.
Outro fator que colabora para esta limitacdo € a necessidade da coleta de sangue realizada
pela equipe, e muito necessaria a este estudo, muitos dos pacientes negavam-se a participar
devido ao grande numero de procedimentos invasivos que estes, sdo submetidos no seu
cotidiano hospitalar, além, a maioria dos pacientes se sentiam timidos em responder o
questionario epidemioldgico (idependente de estar com acompanhante ou ndo, ou do leito
compartilhado). Outro ocorrido, foi a desconfianca na importancia do estudo ou até da equipe,
presenca do conjuge ou dos filhos no leito, negacgéo ou irritabilidade.

o Obtencdo da amostra fecal: Muitos pacientes alegaram ndo conseguir realizar a coleta
do material bioldgico devido a problemas de constipagdo intestinal que podem ser tanto de
origem medicamentosa ou alimentar. Algumas de nossas amostras foram extravidadas, ou
apresentavam quantidade inadequada para a realizacdo dos procedimentos laboratoriais,
armazenamento inadequado e a alta médica que o0s pacientes previamente entrevistados
recebiam.

o Desisténcia de participacdo: Alguns pacientes desistiram de participar do estudo,
muita das vezes por aconselhamento de outros pacientes, medo, ou até mesmo, em maioria a
proibicdo do cénjugue ou acompanhante. Outro fato, foi 0 agravamento do estado de salde

desses pacientes e alteracGes brucas de humor.

No entanto, mesmo com as limitacGes pretextadas, acreditamos na relevancia do
estudo para a populacdo com HIV/AIDS, onde mudancas ainda estdo sendo realizadas para
contornar tais situagdes, ou até miniza-los a ponto de ndo promover interferéncia impactantes

de carater estatistico, e em andlises futuramente realizadas.
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10. CONCLUSAO

o Levando em consideracdo as frequéncias de patdgenos isolads, notamos que apesar da
populacdo de estudo estar fragilizada imunologicamente, o nivel de coinfecgdes de origem
bacteriana foi relativamente baixo. Embora as interacbes detectadas tragam novas
perspectivas a respeito da fisiologia da interacdo patdgeno/hospedeiro. Principalmente aqueles

que com carga viral do HIV aumentada e contagem de células CD4+ diminuida.

o O comportamento fenotipico das bactérias isoladas se apresenta de forma atipica.
Sejam em ensaios celulares, moleculares, e até mesmo nas provas iniciais de identificacdo
classica. Tornando esses espécimes elegiveis para o aprofundamento na investigacao de seus

mecanismos de viruléncia.

o A presenca de patégenos bacterianos na flora de pessoas vivendo com HIV, podem
sim ser fatores de piora do quadro geral de satde, bem como se constituirem como alvos de
amplificacdo de resisténcia microbiana, devido a exposi¢do prolongada de tratamentos com

antibioticos, devido a cronicidade de estados inflamatérios, e sintomas correlatos.

o Os trés marcadores inflamatorios utilizados neste estudo, confirmam a presenca de
disbiose e translocacdo microbiana, através da verificacdo de seus niveis aumentados e/ou
diminuidos. Se estabelecendo assim como 6timos preditores de progressao da doenca, e de

cronicidade imunoldgica.
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ANEXO 2

Mt b Sank wyed

QUESTIONARIO PARA ESTUDO DE é

prorey e pr 0 DI-HIV Ny
FIOCRUZ vy e N y
Cédigo: n'

Critério de Inclusio: Pacientes HIV e/ou HIV/AIDS com idade a partir de 12 anos - 70 anos com ou sem diarreia
e que, por solicitapio médica, serdo submetidos 3 coleta de sangue e fezes para realizagio de exames.

A) - DADOS PESSOAIS
Nome:
Idade: Data de Nascimento: / Sexo- F( ) M()
Endereco:
Bairro Tel.: Residencial: Celular:
B) - DADOS DO RESPONSAVEL+*
*Pacsnites o mndmomos, qoe ndo pussanm responder 0 guestiondoo serln mpeesentidos. por um respossivel, mabame perminado previa de prigeie pacer oo
ryprrraed
Nome:
Idade: Data de Nascimento: / ‘ Sexo: F( ) M()
Endereco:
Complement Tel.: Residencial: Celular:
Grau de parentesco com o paciente:
() - DADOS EPIDEMIOLOGICOS
Grau de instrucio: Renda familiar; Situacio
empregaticia; Situacdo Conjugal: N'de
Filhoa: Sorpositividade na Familia: ( ) Sim ( ) Nio Parentesco:
Orientagio Sexual: ( ) Tramssexual ( ) Travesi ( ) Homossexual ( ) Bissexual ( )
Heterossexual Inicio da atividade sexual (anos): N*
parceiros (anos): Forma de Contagio: ( )sexual ( ):angue

() outra: Utiliza algum tipo de droga () Sim () Nio Quais:
O paciente foi hospitalizado nos dltimos 30 dias que antecederam esta coleta: Sim ( ) Nio( )

Desconhece ( ). Ha em caza outra pessoa nio hospitalizada que teve diarréia nas duas semanas antes
desta coleta?Sim ( ) Nio ( ) Desconhece ( )

Qual o tipo de abastecimento de agua: ( ) pogo () Cacimba () Encanada () Outro:

Qual o tipo de dgua utilizado para beber: () sem tratamento ( ) Fervida () Clorada () Filtrada
()Coada () Mineral () Chuva ()Rio () Igarapé () Outra:
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Qual o tipo de casa: () Alvenaria () Palafita () Mista () Outra:

Quantos comodos tem a casa: Quantas pessons residem no mesmo local

Qual o tipo de instalagiio sanitiria: () Fossa séptica () Fossa asséptica () Rede de exgoto

Apbs vocd usar o sanitirio voce lava as yuay mios? Sempre ( ) habituslmente ( ) asvezes( )
nunca () desconhece( ).

Antes de preparar os alimentos vocé lava a3 mios”? Sempre () habitunlmente ( ) as vezes( )

nunca () desconhece ( ).

D) - INFORMAGOES CLINICAS/LABORATORIAIS*

* s il oo s sor ot e tn 0 o lin dow porthenbimetis bes stk e
Onn bt e oot de oot B oot e ianbe e e meontee b

Tipo de Paciente: () Ambulatorial () Internagio () UTI

Ano de conhecimento do Disgnostico:

Nimero de Internagées anteriores associadas so HIV: Diagnéstico:
Doengas infecclosas Oportunistas anteriores () Sim () Nio Quais:
Faz wo de Medicagio anti-retroviral () Sim () Nio Qual esquema utilizado:

Fez interrupgio por conta propria da terapia anti-retroviral ( ) Sim () Nilo Motive:

Toma algum medicamento além dos que sio preconizados pels terapia nnti-retroviral ( ) Sim ( ) Nio
Quais:
Possui efeito colateral & terapia anti-retroviral ( ) Sim () Nio Quais:
Teve episodios de dinrréia apos o diagnostico de HIV: () Sim () Nio Quantos:
Esth com dinrréia atualmente: () Sim () Ndo. Hh quanto tempo:

Presenga de sinais clincos

Sintomas sim ( )ndo ( ) Quais:

Febre sim ( )udo ( ) Quanto:

Vémito sim ( )udo ( ) Quantas vezes por din:
Desidratagio sim ( )ndo( )

Presenga de sangue nas fezes sim( )undo( )

Presenga de parasitas visiveis () Sim () Nio
Dor abdominal () Sim () Nio

Uso de Dispositivos invasives? ( ) Nao ( ) Sim
( ) Cateter UrinarioVesical Quanto tempo?
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{ ) Cazeter Centra! (aceszo venoso) Quanto tempo?

( ) Ventilacio Mecinicz (Respiradar)  Quanto tempo?
Hemograma:
Contagem de LT-CD4:

Contagem da carga viral do HIV:

Tem outrss doengas associadas so HIV: () Sim ( ) Ndo Quais:

M_)’_/_
ox
Aszmatora do paricipants Impres=20 do dedo polesar
ou rasponzavel do participante ou responsavel
ou membro da equipe Formacmento de dados climices bboratonis
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Anexo 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE
E ESCLARECIDO (TCLE)

e -

e 14
(Packents Paticpante - crmngs) -

:.’ ] S N

1( )\

-y

NOME! N*

0l crianga! Vocé & muito importante para nos, € por isse estamos te convidado para
A participar da pesquisa “Diarreia em pacientes HIV e HIV-AIDS na Amazonia ocidental:
- Avaliagdo da etiologia dos enteropatogenos e dos mediadores inflamatorios
associados a inflamagdo sistémica”. Que & feita por cientistas e médicos que trabalham
] n& Fundagdo de Medicina tropical e na Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ.

A FIOCRUZ & a FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL sdo lugares onde se estudam as
doengas que afetam as pessoas.

e

Aqui trabalham cientistas € médicos muito
inteligentes, que estudam para ajudar e5sas
pessoas a melhorarem.

feito testando o sangue e o cocd (fezes) dos pacientes pra ver se tem
aleum “bichinho” aue ndo deveria estar ali.

e

A
Uma pesquisa & quando os cientistas procuram o que esta causando ,
» ’ | W
a doenga, ou o que faz com que a pessoa doente nao melhore. Isso é (% v"
5 l‘

Esses “bichinhos”, também conhecidos como germes
< podem ser virus e bactérias que existem na natureza, mas
r que algumas vezes podem causar ou aumentar yma
L e doenca. T
. : R \ ’ -
o @ o -
b

( Eles podem estar escondidos no intestino & no sangue das
pessoas, por isso o laboratorio precisa recolher amostras
para ver se eles estdo 3. E se estiverem, 0s médicos podem
dar remédios que matam esses germes, fazendo com gue a
pessoa se sinta melhor

\.
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A coleta das amostras de sangue e fezes sera feita por
um enfermeiro(a) ou técnico(a) do laboratorio, mas ndo
Se preocupe, essas pessoas sao treinadas e estudaram
bastante para fazer isso com toda a seguranga e para
vOCE ndo se sentir desconfortavel.

Essas amostras serdo levadas para o laboratério, onde

05 cientistas vao investigar se existem germes ruins
que podem estar fazendo algum mal a vocé.

Se a resposta for sim, 0
médico vai lhe dar
remédios para que vocs
se sinta melhor.

NZo se preocupe so quem vai saber dos resultados,
SErao voce, seus pais e 0s medicos. O seu nome e
outras informacdes a seu respeito ndo serdo divulgadas

de jeito nenhum!

( Entdo, se vocé aceita participar da pesquisa, e \
permite que a gente veja se existem germes ruins
atrapalhando sua saude, vocé 50 precisa marcar
sim e assinar seu nome. Vocé também precisa
dizer a0s seus pais ou responsaveis gue vocé tem
vontade de participar, por gue eles também

\ precisam assinar. / ,‘
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VOCE DESEJA PARTIRCIPAR DESTA PESQUISA?

C8 00

partircipar da pesquiss, pois sel do que se trata & ful informado(s) de todas as &apas & dos procedimantos
que serio realizados. As mesmas informagoes também foram passadas 3 meus pals (ou responsivels), &
#les também sabem de tudo 0 qua vai acontecer.

Data: / J
o
impresalo do dedo
Assinatura do Pesquisador Assinatura do paciente partcipants polega do
Hesponsivel ou membro da squipe Partcparde
de pesquise
oy
Astinatura do responsivel Impresdo do Seto
polegar do rewpomavel
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Anexo 5

Fawmmts e Vabobon

Worsmen TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE .
Pt i E ESCLARECIDO (TCLE) 'él

T (Paciente Participante)
Convidamos o{a) Sr(2) para pmmpnr da pesquisz “Diareia em pacientes HIV e HIV-AIDS na Amazdnia oadanal Avaliagao
da etiologia dos enteropatogenos e dos mediadores inflamatorios associados a inflamagdo sistémica”, sob 2
responsabilidade da pesquizadora Dra. Patricia Puccinelli Orlandi,

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Apesqusasemsuﬁca pela epidemia HIV-AIDS no Amazonas, Junto com a presenca de diameia vista em muitos
pacentes que s3o HIV, rrmtasvezesoomongememdeccoessemdagnosmo eafahadesaneanmbobaswommg;ao que
pode aumentar 3 quantidade de wirus, bacténas e parasitas transmitides por contaminacao fecal-oral. Essa pesquisa pratends
wentificar nos pacientes HIV e HIV-AIDS de Manaus, se existe a pres desses micro-organismos que causam 3 diarre;
refacionando as mfom\aqoes de ssneamento & moradia e o estado clinico destes  pacientes, para 1demﬁcar as possiveis causas
dessas infecobes & micro-organismos mais comuns. Esta abordagem epidemiolgica & de suma |mponanca visto que nao ha
nenhum trabalho anterior que tenha investigado a prevaléncia 3 ongem e diversidade de wirus e bactenas causadores de diamea
em pacientes HIV e HIV-AIDS nesta regiao, que apresentam caracteristicas unicas. Vale ressaltar que esss proposta nao
somente identificara 05 possiveis causadores de diarreia presentss nesses pacientes, como possibilitara o desenvolvimento de
estratégias de dnagnosoeo 30 SUS que sejam eficientes para identificar esses micro-organismos que circulam na regio; alem de
permaelaborawodemeddasdecomroleegrevenwo 0 que devera contribuir para a reduc3o do agravamento da doenca &
dos custos 3o SUS provocados por essas infecgoes,

Um outro ponto alto da proposta é a caaceenzacao do perfil de rasisténcia 305 antibidticos das bacténas circulantes nestes
pacientas, ;:snnmndo o auxllio na conduta de fratamento 3 ser administrada, reduzindo a o adcecimento por diameia nos
pacientss H
OBJETIVOS DA PESQUISA

Investigar os micro-organismos causadores de diarreia em pacientes com HIV e HIV-AIDS e determinar 35500130025
com a situagao da imunidade & da progress3o da dosnca.
PROCEDIMENTOS um.mnos NA PESQUISA

Para participar, vocé deve responder, ou auxiiar 0 paciente participante a respondar uma entrevista e a fornecer amostras
biologicas (sangue e fezes), Durante a3 entrevists o Sr.(a) sera questionado sobre os dados pesscais do paciente (nome
completo, data de nascimento, endareco, contato de telefone. grau de instrugSo, renda familiar, quantas pessoas residem com o
pacmbeeufonnagoackmcas(ws!asnopromuano) qual foi 0 motivo da infemacdo, se h3 presenca dz sintomas, s2 0 paciente
eshxsmdoalgmmedwmnh)emasmfmmesmeforynmommaspmapwsaCasooSr(a)naosabade
aiguma dessas informagdes, o5 seus familiares ou prontuano do paciente sera consultado.

As amostras samodewdasqmndoomedmmsmmmsoﬁmmnaqueenwhamasamomsr&mnadas A
coleta desses materiais sempre sera realizada por profissionas do Hospital de Medicina Tropical, devidaments treinados e
capaciados.

Parameaanws:rase;asdmemnpaaamaizagaodoenmedoprqaodepesqusasaamoessmcolherunwhm
maior de amostra. Massosefaoolh:downvolumemaordeamostaseomedneoeomponsaveldacobtajulgarquese;a
neoassanoeqwnaouatrazernmhumdanooudsconfomamatspaaoSr(a) Maz s2nao for necessario. olabomomdo
hospital fornecerd uma pequens parte para a pesquisa e dessa forma a realizago do exame que o médico solicitou n3o serd
prejudicada.

No caso do paciente n3o autdnomo se tratar de uma criznca, um médico pediatra estara 3 frente da solicitacio dos exames
& colets de amostras, alandoahendmmmeawﬂlonoesefarecmedodeqwsquadumdasquossamwgwdurmea
realizac3o desta pesquisa.

Coleta de S. e: Acaleta de sangue poderd ser realzaa de maneiras distintas, o que ird depender da usa de cateter venaso!

- Caso 0 Sr3. nao utilize cateter sera colhido 1(uma) amostra de sangue, a partir de puncdo venosa, utilizando aguha e seringa
ou escalps descantaves,

- Caso o Sria use cateter venoso, serd colhida 1{uma} amostra de sangue, atraves do cateter.

Deptefetenaaseracoﬂrdo 10 mL de sangue, weseraftaaonado malmemeermveolabmhonodohospweoprqemde
pesquisa. Se nao for possivel obter esse volume, devera ser cohido no minimo de 4 a 5 ml, que entio serd encaminhado 30
laboratonio do hospital. que ent3o fornecerd uma aliquota suficients para 3 pesquisa
Coleta de Fezes: OcoiemvalserfuneudopebhosmaioupelaewpedepesqmNaafmsvanaopodecomerumaw
agua. Esta amostra deve ser enfregue em no maximo 3 horss, sendo acondicionar n3 geladeira por no maxme 24 horas.
ARMAZENAMENTO E DISPOSIQAO FINAL DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

As suas amostras biokigicas serdo armazenadas durants o penodo de realizacdo deste projeto. Podendo ser necessario o
armazenamento das mesmas por um periodo mais ongo, para a pesquisa de novos enteropatogencs.

ARMAZENAMENTO DE DADOS PESSOAIS, INFORMACOES CLINICAS E DE CEPAS BACTERIANAS
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Coma esse projeis de pesguess prefends relsts as infeoodes por virus, baciiniss fungos & por parasites infesSrums
pretendemos identificar todas estes ¢ guarda-os sob refripeacio em freezers a -20°C
Sendo assim, ¢ Sr () e513 de SCordo COMm 0 3MEZenamento J0s da00E DESSOE 00 pacents, 038 5035 INformacies cinces, 0o
mmememmumwmmljemw?

sim NAC

Caso o Sr.{a) esteja de acordo, declaramos que quando formes roalizar esses estudos. 0 Projets Sera NoVamenie REMmetdo
para apeovacao do Comild de Elica em Pesquisa (CEP) e, quanto for 0 350, da Comiss3o Necona de Ehca am Pesquiss
(CONEP). E ainda garantimos que o Sr.(a) como responsivel legal do pacienie parficipante serd nformadofa) sobee todo
andamenio desses outros estudos, onde a qualquer momento o) Sr{a) poders deRsty OU ROUSANSE 3 PIUSSEgUr COm R
particpecao nessas pesquisas. £ ainda garantimos Qus 10006 05 S9US 08005 @ J0 PICENS Semre S6r30 FENtoos am amn
seguranca e sigiks.

mzmmmmrmmmm

O padienta participane sera benehciado peio relormo doa resullados das andises da PESQUEa. DOIS Serd INICado & egupe
meédica o methar remédio 2 ser ullizado, resullanco em um ratamento médico mans adeguado
Alem disso, 0 Sr{a) eslard contMundo Para geracac de cConMecment Pars enender. preveny ou alviar 35 nlecgdes
coreacionadas, assim coma possibililans 8 atocdo de novas medidas de conlrole das infecodes @ possvelmnents Sié mesmo
perar novas condulas terapéuticas

DESCONFORTOS E RISCOS DECORRENTES DA PARTICIPACAO DA PESQUISA

0% riscos deconemes da parficipacio nesta pesgusa sBo bascamente o desconforto duramie 5 colets onde dMgumas
yezes, duranie ou apas coher o sangue do brago, ele pode doer UM pouco Na Texdo da poada da aguing ¢ pode ficar com wna
mancha roxa no local (hematoma), ou pode coomer pungac acidental de uma anena ou INfeccio
As condigDes da coleta de fezes podem gerar desconiono 6 8l Masmo UM Cano Constangimenio.

MEDIDAS DE SEGURANCA PARA EVITAR DANOS

05 nscos que anvolvem dor, famagso de hemalomas, Pengao em local ST300 POTKS0 S6r FROUTISS Ou SVRAD0S Dela
execugio oorreta dos procedimentos de coleta, que sempre serd realzads por profissionsl capaciado que fard todos os
procedmentas com muita cautela e segundo-se cometamente 1odas 35 stapas

Os nscos relacionados 3 aQUISKA0 Jo rfeccan NO Momento s colela Serdo evitasos pela comela assepss 00 local que
serd realzado ulilzando-se etanal od isopropancl a 70%, dotexiding ou solugBo de odo além da Sizacio ds matessl
dascartavel

AS Blaches constrangedoras SErio MINMIZadas araves 0o oNeMacies DIa YanQuilzar 0 PAcHNe As AMOsEas serdo
coleladss, preferencisimente em locas (90lados @ com privacidade, CA80 NBO $8ja possivel SarBc LIIZA00S 180Ursos COMmo Lo
o vestimentas {(Data) pars ndo axpor o packenis durane a coleta

PARTICIPACAO NA P

O&(n)%amhumﬁnmmmammem em Qusiquer tass da
pesguisa, sam panalizacde alguma, sedo garantds que nds havera nenhum tpa de pregETe. 598 pessoal oo em relacho a
sandimento na unigace do sade

SIGILO E PRIVAICDADE DOS PARTICIPANTES
Os resulados da pEsquisa 530 anallnados ¢ pubicados, m»ummmm SONG0 guartada em
aigllo durante @ depois de fodas a8 1ases 04 pesquisa

a Sﬂa.M‘OMMMumﬁupmommmlmW

£ parantico 80 (4) Sr{a) Greto de Sssistncls INegral & gratuita devido & danos ditetos ou Ndreos & Imedatos ou tedos
decorentes da particpacho no estudo, palo lempo gue for necessano Tambem & garantindo indenizacio diarde de eventuss
danos decomentes da pesquisa

Casd ocorrs algum Spo dé prepulzo & sadde do packente 30 gusl 0 Sr. (5a) & responsivel, S545 SS00 Ou BRICOIOCO duranis
» colels das amostran, ou dos oulros procedimenios da peagquisa. O (3) St (Sra ), serd ressancido ou compensado ds forma Que
for mais convenienie, seja Mraves de compensacao matensd, financors ou oo tansporie & almmentacio, tando para guom
PArka 08 Pesquiss. COMO PErs seus scompanhanies ou esponsavels legss

Acmammonésmwromm

ADGE O ONCOMMMEnto 43 PasquIsa, 0 57.(a) recsberd INMoIMagoes qUENio 35 AGSCODSES MOMIZAtss MIVes 30 proweto oo
Pesguisn, a8sMm 0Omo o8 benaficos gerados & partr ds sua paricipecso
A qualguer moments o Se(a) lembem poders enirar em contato para informactes relaiviss 20 projeds de pesguss
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Assinatura do pesquisador Assinatura participante ou Impressdo do dedo polegar
responsavel ou membro da responsavel do participante ou
equipe de pesquisa responsavel
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10.

ANEXO 6

Extracdo de DNA cromossomial de Choque Térmico

Cultivar cepa bacteriana em meio LB por 24 horas a 37°C;

Centrifugar 1,5/2,0 mL em eppendorff por 10 minutos 12.000rpm & 4° C;
Descartar o sobrenadante;

Ressuspender o pellet com 500 pL de H20 milig autoclavada;
Ressuspender vigorosamente em vortex;

Centrifugar a suspensdo a 12.000rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante;

Ressuspender o pellet em 200 pL de H20 miliq;

Ressuspender vigorosamente em Vortéx;

Agquecer a suspensdo a 100°C por 10 minutos em banho seco;

CHOQUE TERMICO:

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Submeter a suspensdo a temperatura de 4° C 10 minutos;

Centrifugar por 10 minutos a 12.000rpm a 4°C;

Transferir sobrenadante (DNA) para um novo eppendorff;

Adicionar 500 pL de etanol 70% (gelado), homogeneizar por inversao;
Centrifugar a suspensdo a 12.000rpm a 4°C;

Descartar o sobrenadante;

(Secar o DNA em banho-seco por 10 minutos ou em speed vac).
Ressuspender em 200 pL de TE 1x;

Congelar a -20°C.
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ANEXO 7

A pesquisa dos genes de viruléncia foi realizada através de reacdo de PCR. Para cada

reacao de amplificacdo foram empregados:

1U da enzima Tag polimerase;

01 mM de dNTPs (dATP, dCTP,dGTP e dTTP);

Tampéo de amostra (10mM Tris HCL, pH 8,3; 50mM KCL);
10pMol de cada primer

1,5 — 3,0 mM de MgCI?

2,5 ul da solugdo de DNA, diluidos em tampao adequado.

As reacdes foram realizadas em aparelho termociclador (BioRad), em um volume final de 25pn

em tubos de 0,5 ml.

As condi¢cdes empregadas na amplificacdo dos genes eae, inv, stx 2, daaE eaf e foram:
1 ciclo [94° C/ 5min]; 35 ciclos [94°C 2 min, 56°C 1 min, 72°C 2min]; 1 ciclo [72°C 5 min].
Para amplificacdo dos genes uidA, escV, stx1, ast 1, bfpb foi empregada as condi¢ées: 1 ciclo
[94°C 5min]; 30 ciclos [94°C 1 min, 58°C 2 min, 72°C 1min]; 1 ciclo [72°C 5 min], e para o
gene astl empregou-se as condi¢des: 1 ciclo [94° C/ 5min]; 30 ciclos [94°C 1 min, 58°C 1
min., 72°C 30 seg.; 1 ciclo [72° C 5 min].
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ANEXO 8

A pesquisa dos genes de viruléncia foi realizada através de reacdo de PCR. Para cada

reacdo de amplificacdo foram empregados:

1U da enzima Tag polimerase;

01 mM de dNTPs (dATP, dCTP,dGTP e dTTP);

Tampdo de amostra (10mM Tris HCL, pH 8,3; 50mM KCL);
10pMol de cada primer;

1,5 - 3,0 mM de MgCI?;

2,5 ul da solugdo de DNA, diluidos em tampéo adequado.

As reagdes foram realizadas em aparelho termociclador (BioRad), em um volume final de 25

em tubos de 0,5 ml.

As condi¢bes empregadas na amplificacdo dos genes kvar, blaCTX-M, blaSHV,
blaTEM, blaKPC, blaVIM, blalMP, blaSPM e foram: 1 ciclo [94° C/ 5min]; 35 ciclos [94°C 2
min, 62°C 1 min, 72°C 2min]; 1 ciclo [72°C 5 min].
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