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A persistência é o caminho do êxito. 

Charles Chaplin 



 
 

RESUMO 

Introdução: Mesmo a diarreia sendo considerada uma das principais causas de mortalidade 

em pacientes com HIV, nosso estudo demonstrou um perfil diferente, apresentando altas 

incidências de constipação intestinal. A alta frequência de bactérias entéricas com potencial 

patogênico e a presença do marcador inflamatório sCD14 nestes individuos, demonstrou um 

possível processo de translocação microbiana e disbiose, sendo este cenário responsável por 

promover um estado de inflamação constante, o que induz a rápida progressão clinica da 

AIDS. Portanto, neste estudo procuramos verificar a ocorrência de co-infecções bacterianas, 

com potencial patogênico, e avaliar marcadores imunológicos de inflamação como preditores 

de translocação microbiana e ativação crônica, em pacientes com HIV/AIDS em Manaus. 

Metodologia e Resultados: Foram avaliados 52 pacientes com HIV, cadastrados na 

Fundação de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado, distribuídos quanto sua carga viral 

(</ou> 500 cópias de RNA e </ou> 200 CD4+ mm3). Para a identificação dos agentes 

etiológicos associados à diarreia foi realizado o isolamento por metodologia clássica, onde 

constatamos uma frequência de (38,46%) de Escherichia coli, seguido de Klebsiella spp. e 

Pseudomonas spp. (15,38%) respectivamente e em menor frequência Salmonella (3,84%) e 

Shigella (1,92%). Os isolados de Escherihia coli e Klebsiella, foram submetidos a técnica de 

PCR para verificação dos genes de virulência e resistência sendo obtidas amplificações para 

os genes eae, uidA, ast1 e dAAe (E.coli) e Kvar, blaCTX-M, blaKPC, blaVIM e blaIMP 

(Klebsiella spp). A avaliação de resistência a antimicrobianos foi realizada por teste de 

difusão em disco, onde foi observado que a maioria dos isolados testados foram resistentes ao 

antimicrobianos da classe das Cefalosporinas, o ensaio celular para a verificação dos 

fenótipos de adesão em Eschrichia coli detectou maior frequência de adesão difusa (55%) 

seguido de um fenótipo de adesão atípica (20%), para os isolado de Klebsiella spp. verificou-

se maior frequência de adesão agregativa (12,5%), ensaio de biofilme constatou que os 

isolados de Klebsiella spp e Pseudomonas spp. apresentavam potencial alto para produção do 

mesmo. A inflamação crônica foi avaliada pela dosagem de citocinas por citometria de fluxo 

onde foram observadas diferenças significativas entre os níveis de TNFα quando comparados 

os grupos entre si, com destaque para o grupo 1 e 3 (p= 0.001). A avaliação da translocação 

de produtos microbianos pela busca do marcador CD14 solúvel plasmáticos de ELISA 

demonstrou diferenças 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. Conclusão: Por fim, a presença de patógenos bacterianos na flora de pessoas 

com HIV bem como a presença de marcadores de inflamação plasmáticos, podem indicar 

fatores de piora do quadro geral de saúde, bem como a cronicidade de estados inflamatórios. 
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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 + mm3). 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, ast1 and dAAe (E.coli) and 

Kvar, blaCTX-M, blaKPC, blaVIM and blaIMP (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 TNFα 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 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença diarreica, quando se apresenta como sintoma recorrente, pode ser 

identificada como a segunda principal causa de progressão de doença e consequente óbito 

entre indivíduos infectados pelo HIV, e por vezes a etiologia relacionada pode não ser 

identificada. Porém, em sua grande maioria, os patógenos diagnosticados, são de origem 

entérica. Os danos de mucosa que ocorrem durante o episódio diarreico, além dos danos 

promovidos pela exposição do HIV nos epitélios da mucosa intestinal, levam a uma 

diminuição da capacidade de absorção de nutrientes e atrasos cognitivos, como maior risco de 

desnutrição severa e aumento na morbidade e mortalidade nesses indivíduos (CLAY et al., 

2014; PAVLINAC et al.,2014). 

As comunidades bacterianas encontradas no intestino de indivíduos infectados pelo 

HIV diferem daquelas encontradas em indivíduos não infectados, pois em indivíduos 

soronegativos bactérias intestinais comensais e probiontes ajudam a controlar a colonização 

de agentes patogênicos, promovendo a homeostase e o desenvolvimento do sistema 

imunológico. Durante o decorrer da infecção pelo HIV, diversos agentes bacterianos podem 

provocar a diminuição desse equilíbrio, podendo estar associados à inúmeras patologias 

como: distúrbios metabólicos, desnutrição crônica, aterosclerose, susceptibilidade a infecções 

oportunistas e, principalmente, o desenvolvimento de uma inflamação sistêmica crônica 

(LOZUPONE et al., 2013; PINTO-CARDOSO et al., 2017). 

Já na infecção primária do HIV, os efeitos diretos na mucosa, incluem a perda de 

respostas imunorreguladoras normais, a depleção de células TCD4+ e a destruição das 

barreiras de mucosa permitindo a translocação de produtos microbianos intestinais, como o 

lipopolissacarídeo (LPS) para circulação sistêmica. O que culmina em consequente ativação 

imune crônica e exacerbação do estado inflamatório nesses indivíduos (TENÓRIO et al., 

2015).  

Os elevados níveis de LPS no plasma aumentam a atividade inflamatória, contribuindo 

para a presença de marcadores inflamatórios abundantes na circulação sistêmica de indivíduos 

infectados pelo vírus. Dentre estes, o CD14 solúvel (sCD14) destaca-se devido à sua 

capacidade de ligar-se ao LPS exposto na circulação sistêmica, e induzir a ativação sistêmica 

que persiste durante toda a fase da doença, caracterizando-se como um potencial indutor da 
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progressão precoce para síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) (NWOSU et al., 

2014).  

A evidência do aumento da ativação imunológica sistêmica devido à translocação 

microbiana em indivíduos infectados pelo HIV está associada à persistência da replicação do 

vírus, o que pode contribuir para patogênese e progressão precoce da infecção para a AIDS 

(SINHA et al., 2014; PIERRE et al., 2015). 

Se juntarmos a isso um quadro de coinfecção por patógenos microbianos associados 

ou não ao HIV, e se estes patógenos ainda estiverem estimulando respostas inflamatórias, 

podemos concluir que a exacerbação de produtos inflamatórios, bem como daqueles que 

exercem papel regulador, podem inexoravelmente contribuir para o agravamento da saúde 

geral destes pacientes. Aliado a este quadro, também temos que levar em consideração o 

perfil destes possíveis patobiontes em relação à sua resistência microbiana, e perfil de 

interação celular com o hospedeiro. 

Portanto, é coerente que a identificação de possíveis patógenos 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 infecção primária pelo HIV, com provavél desfecho clínico desfavorável ao 

paciente.  Neste estudo foram priorizados os principais patógenos bacterianos comumente 

relacionas à doença diarreica ou relacionado à infecção hospitalar. Afinal, tratam-se de 

organismos que representam risco elevado à pacientes soropositivos, dificultando inclusive a 

manutenção do tratamento antirretroviral, pois a sintomatologia associada a estas doenças 

pode ser facilmente confudida com efeitos colaterais da medicação utilizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.hindawi.com/29818620/


20 
 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA HUMANA- HIV 

 O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) pertence à família Retroviridae, subfamília 

Lentivirinae, e gênero Lentivírus (SUNDQUIST et al., 2012). A partícula viral é esférica, composta 

por um nucleopsideo viral, contendo duas fitas simples de RNA, e três enzimas essenciais 

denominadas: protease, integrase e transcriptase reversa. O envelope viral apresenta uma bicamada 

lipídica, proveniente do próprio hospedeiro, contendo 72 glicoproteínas. Dentre estas, destacam-se a 

gp120, que auxilia na ligação do vírus na célula hospedeira que apresentam receptores CD4, e a gp41, 

responsável por ligar a gp120 na célula-alvo (Figura 1) (ORENSTEIN et al., 2002; SIERRA et al., 

2005; CARLSON et al., 2008). 

 

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

 

O genoma do HIV assemelha-se aos demais retrovírus, possuindo cerca de 9200 nucleotídeos, 

e três genes indispensáveis para sobrevivência viral – gag, pol e env -, responsáveis por codificar 

componentes estruturais e funcionais do HIV, incluindo proteínas do envelope e a enzima transcriptase 

reversa. Os componentes estruturais codificados pelo env incluem a glicoproteína do envelope externo 

gp120 e a transmembrana gp41; o gag codifica proteínas do nucleocapsídeo e da matriz como a p17; o 

gene pol codifica proteínas como a transcriptase reversa, protease e integrase.  O vírus também 

apresenta genes não-estruturais, tais como tat, rev, nef, vif, vpr, e vpu, que auxiliam o vírus nas 

funções biológicas como o ciclo replicativo e sobrevivência no hospedeiro (SIERRA et al., 2005; 

LEVY, 2009; SUNDQUIST et al., 2012). 

São descritos dois sorotipos de HIV, o HIV-1 e HIV-2, que se diferenciam por parâmetros de 

dispersão, patogenicidade, transmissibilidade e evolução clínica. O sorotipo HIV-1 é distribuído 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sundquist%20WI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22762019
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amplamente no mundo, sendo responsável pela grande pandemia atual, enquanto o HIV-2 é mais 

endêmico na África Ocidental, sendo considerado menos virulento e transmissível do que o HIV-1, 

estando associado a um longo período de latência, levando ao desenvolvimento tardio da doença 

(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 saúde pública, com taxas elevadas de novas infecções (BEYRER et al., 2013). 

Mundialmente, no ano de 2017, foram registradas um total de 36,9 milhões de pessoas vivendo com 

HIV, 1,8 milhões de novas infecções pelo vírus, e 940.000 [670.000–1,3 milhão] óbitos em 

consequência da AIDS, desde o ano de 2004 os casos de mortes pela doença caíram mais de 51% no 

mundo (UNIAIDS, 2018).  

Estima-se que no mundo, aproximadamente 7.000 pessoas são infectadas diariamente pelo 

HIV, colocando a AIDS como a 5° causa de morte entre adultos e a principal causa entre mulheres 

com faixa etária entre 15 a 24 anos. A África subsaariana é a região mais afetada pelo vírus, onde de 

três a cada quatro novas infecções estão entre meninas com faixa etária entre 15 a 19 anos, 

correspondendo a 60% dos casos de infecções 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 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (2016) passou a classicar como populações-chaves aquelas que 

apresentam comportamento de alto risco e vulnerabilidade social, com maior probabilidade de contrair 

o HIV e outras infecções sexualmente transmissíveis (IST). Essas populações são: homossexuais 

masculinos e homens que fazem sexo com homens (HSH); pessoas trans.; pessoas adictas; e 

trabalhadores (as) sexuais. Visto isso, o risco de infecção pelo HIV é 27 vezes maior entre HSH, 23 

vezes entre pessoas que usam drogas injetáveis, 13 vezes maior entre profissionais do sexo, e 12 vezes 

maior entre mulheres trans (UNIADS, 2018). 

No Brasil, a infecção pelo HIV e sua evolução para AIDS apresentam taxas elevadas de 

detecção. A distribuição dos casos de AIDS no ano de 2017 demonstra elevada concentração nas 

regiões Sul com 40.275 (20,7%) e Sudeste com 30.297 (15,6%), em comparação com as demais 

regiões, Nordeste 14.275 (7,4%) na região Norte e 12.931 (6,7%). De 2014 à 2017 tem sido registrado 

anualmente, uma média de 40 mil casos de AIDS no território brasileiro, sendo que 4,2 mil destes 

casos notificados pela região Norte do país (ABREU et al., 2016; SILVA et al., 2016; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2017).  
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A região Norte do Brasil apresenta tendência crescente nas taxas de AIDS, esse crescimento 

ocorre principalmente em municípios com mais de 500.000 habitantes (ABATI et al., 2015). No 

Amazonas, são retratadas as maiores notificações dos casos de AIDS da região Norte, com taxas 

elevadas na capital Manaus, correspondendo a 90% dos casos da doença 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 SAÚDE DE 

MANAUS, 2017).  Em Manaus, no ano de 2015, foram registradas 947 novas infecções por HIV, 536 

casos de AIDS e 223 óbitos decorrentes de complicações da doença (MINISTERIO DA SAÚDE, 

2015; OLIVEIRA et al., 2014). 

  

2.3. PATOGÊNESE DA INFECÇÃO DO HIV  

 A infecção causada pelo HIV inicia-se com o vírus infectando uma célula alvo do hospedeiro, 

principalmente os linfócitos T CD4+ residentes do tecido linfóide associado ao trato gastrointestinal 

(GALT). Durante o curso da infecção, o vírus apresenta tropismo principalmente por essas células 

mesmo que a maioria não esteja ativada, o que auxilia na infecção provocada pelo HIV 

(SWANSTROM et al., 2011). A infecção persistente pelo HIV, está relacionada com rápido declínio 

nas contagens de células T CD4+, o que caracteriza a fase aguda da infecção. Durante essa etapa, 

embora o indivíduo pareça saudável, o vírus continua a se replicar ativamente nos linfonodos e na 

corrente sanguínea, e como consequência, o sistema imunológico permanece danificado devido ao 

aumento da carga viral (NAIF, 2013). 

Figura 2: Número estimado de pessoas vivendo com HIV em 2017 por região global (Fonte: WHO, 2018). 
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 A fase aguda da infecção é caracterizada pelos altos níveis de replicação viral, levando ao 

aumento da viremia. Esta fase quase sempre é acompanhada de sintomas não característicos da 

infecção, como sintomas gripais, que incluem febre e aumento dos glânglios linfáticos. Como 

resultado do pico de viremia, a resposta imunológica surge a partir da presença de células TCD8+ 

contra os antígenos virais. Durante esse período, o número de células T CD4+ aumenta como 

consequência do controle parcial da infecção viral, caracterizando o final da fase aguda, no qual ocorre 

o aumento na ativação do sistema imunológico diminuindo significativamente os níveis de viremia, e 

início da fase crônica da doença (COFFIN et al., 2013). 

 A fase crônica da doença, é caracterizada pelo período de “latência clinica” na qual a viremia é 

parcialmente controlada. Nesta fase, os indivíduos infectados são assintomáticos. Apesar da latência, o 

vírus continua a se replicar lentamente, o que leva a depleção de um grande número de células T 

CD4+ diariamente. Este ciclo de multiplicação viral e redução de células TCD4+ compromete a 

eficiência da resposta imune e consequentemente favorece o surgimento de infecções oportunistas. A 

ausência de mecanismos que controlem a replicação viral pelo hospedeiro leva, novamente, ao 

aumento da viremia e a progressão clínica da infecção por HIV, denominada Sindrome da 

Imunodeficiencia Humana (AIDS) (LACKNER et al., 2012; COFFIN et al., 2013) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

                 Figura 3: Patogênese da infecção do HIV para AIDS (PETERSEN & ROUND et al., 2014). 

 

 Ao longo da patogênese da doença, o trato gastrointestinal sofre uma grande ruptura 

imunológica e estrutural, no qual incluem a depleção de células TCD4+ e danos epiteliais, 

como a apoptose de enterócitos e ruptura da elasticidade da barreira epitelial. Essas alterações 
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favorecem a passagem de produtos microbianos intestinais para circulação sistêmica, 

indivíduos infectados pelo HIV em estágios avançados da doença exibem níveis elevados de 

LPS circulantes, levando a uma ativação imunológica sistêmica e influenciando na 

hiperativação de células TCD4+, o que propicia o aumento da replicação viral e rápida 

progressão da infecção do HIV para AIDS (MARCHETTI et al., 2013). 

 

2.4. HOMEOSTASE DO TRATO GATROINTESTINAL 

  

O trato gastrointestinal (TGI) naturalmente é colonizado por inúmeros microrganismos 

no qual incluem vírus, fungos e principalmente bactérias. A interação patógeno/hospedeiro é 

de extrema importância para a manutenção e homeostase intestinal. A composição bacteriana 

da biota fecal indica que a microbiota intestinal é vastamente diversificada e pode variar de 

acordo aos fatores genéticos e ambientais do próprio hospedeiro (MUDD & BRENCHLEY, 

2016).   

As bactérias comensais do intestino são separadas da circulação sistêmica por uma 

camada extensa de células epiteliais de subtipo microfoldes (Células M), que formam uma 

barreira física e química, em grande parte pelas proteínas E-caderinas e claudinas, 

responsáveis por reforçar a integridade da barreira formando “junções apertadas” entre as 

células M. Essas células, apresentam papel fundamental na interação microbita-hospedeiro, 

pois são responsáveis por secretar peptídeos antimicrobianos, como as defensinas e lisozimas, 

além de também admistrar partículas estranhas até as células apresentadoras de antígenos 

(APC’s), como macrófagos, induzido assim uma resposta para a microbiota intestinal 

(TURNER et al., 2009; MOWAT & AGACE, 2014; SOMMER & BACKHED, 2014).   

Em adição, a integridade da barreira intestinal é mantinda por subgrupos de linfócitos 

como as células T CD4+ que residem em sua grande maioria no GI, além de grandes 

quantidades de células Th17, que possuem papel importante contra infecções causadas por 

microrganismos extracelulares, essas células produzem citocinas IL-17, IL-22 e IL-26 que são 

potentes indutoras de inflamação, capazes de estimular a infiltração celular e a produção de 

outras citocinas pró-inflamatórias, além de ativar mecanismos de apoptose em células 

potencialmente infectadas (CHEN & O’SHEA, 2008; SMITH et al., 2012). Outra 

subpopulação de linfócitos TCD4+ são as células T reguladoras (Treg), secretoras de IL-10 e 

TGF-β que estão envolvidas na supressão da resposta imune, afim de evitar danos teciduais 

irreversíveis gerados por respostas imunes exacerbadas (GOSSELIN et al., 2010).   
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Outra estratégia da imunidade de mucosa são as células do sistema imune inato, no 

qual incluem as células assassinas naturais (NK), que são caracterizadas pela produção de 

citocinas do tipo Th1, interferão-γ (IFNγ) e fator de necrose tumoral (TNF) em resposta à IL-

12 ou IL-15. Essas células possuem capacidade de eliminar células infectadas através dos seus 

efeitos citotóxicos (PETERSON & ARTIS, 2014). Outro tipo são as respostas robustas de 

células B através da expressão da imunoglobulina A (IgA), que são componentes essenciais 

na proteção do hospeiro, pois se ligam diretaremente as bactérias impedindo que esses 

micróbios se ligem ao epitélio. Esses conjuntos celulares estão associados à manutenção da 

barreira do trato gastrointestinal (AUJLA et al., 2009; KLATT et al., 2012; REEVES et al., 

2014). 

Em indivíduos saudáveis, as bactérias gram-negativas constituem grande maioria da 

microbiota fecal, e em menor abundância Proteobacteria, Tenericutes e Fusobacteria, já em 

indivíduos infectados pelo HIV constata-se que a microbiota é fortemente enriquecida por 

bácterias gram-negativas como as Bacteróides e Proteobactérias ambas associadas a 

inflamação exarcebada podendo causar enterite, diarreia e até mesmo a formação de abcessos 

(VUJKOVIC-CVIJIN et al., 2013; DILLON et al., 2014; MUTLU et al., 2014). 

2.5. TRANSLOCAÇÃO MICROBIANA NA INFECÇÃO PELO HIV 

A translocação microbiana (TM) é definida como a passagem não fisiológica da 

microflora gastrointestinal através da barreira epitelial intestinal, possivelmente, para nódulos 

mesentéricos linfáticos, e assim, para locais extra nodais. Em um organismo normal, a TM ou 

até mesmo produtos da mesma origem, é fagocitado dentro da lâmina própria e dos linfonodos 

mesentéricos, porém, quando o sistema imunológico da mucosa é comprometido, tais 

mecanismos de defesas tornam- se defasados, permitindo então a saída e sobrevivência das 

bactérias em locais extraintestinais (MARCHETTI et al., 2013).  

A hipótese de que a TM é um mecanismo chave na disfunção imunológica de mucosa 

e na ativação sistémica crônica, mostra tal mecanismo como um fator importante na 

progressão da doença causada pela infecção do HIV (BRENCHLEY et al., 2011). Embora a 

expectativa de vida de indivíduos infectados pelo HIV tenha aumentado consideravelmente 

desde o surgimento da terapia anti-retroviral combinada (TARV), ainda não corresponde aos 

indivíduos não infectados pelo vírus. Outras doenças não transmissíveis e não relacionadas à 

AIDS, como doença cardiovascular, distúrbios neurocognitivos e metabólicos, permanecem 

sendo uma séria preocupação na infecção pelo HIV tratada essas doenças têm sido 
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relacionadas a diferenças no microbioma intestinal, sugerindo que a TM possa ter um papel 

importante nas complicações não relacionadas à AIDS que ocorrem em incidência 

aumentada nos indivíduos infectados pelo HIV em TARV (KLATT et al., 2013; 

LEDERMAN et al., 2013; PINTO-CARDOSO et al., 2017). 

Os tecidos linfoides associados à mucosa, como o tecido linfoide associado ao 

intestino (GALT), abrigam aproximadamente de 40% a 60% dos linfócitos no corpo humano, 

sendo o maior sítio de reservatório e replicação do HIV (XIUQIONG et al., 2016). Na fase 

inicial da infecção aguda causada pelo HIV, e durante todo o curso da doença para fase 

crônica, o trato gastrointestinal sofre ruptura de caráter imunológico e estrutural, no qual 

leva à depleção de células TCD4+, e à perda considerável da subpopulação de células 

Th17, responsáveis pela expressão de IL- 22. Outras células locais, como células inatas e 

células NK, que produzem IL- 17 e IL- 22, também estão diminuídas, após a infecção pelo 

HIV. Além disso, ocorre a diminuição 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 

replicação viral exagerada, resultam na ativação inflamatória exarcebada e contínua 

promovida em resposta da grande produção de citocinas inflamatórias 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 alterações causadas pela TM parecem resultar em inúmeras e complexas interações 

vírus- hospedeiro, levando a uma intensa ativação crônica do sistema imunológico e uma 

consequente interrupção da homeostase das células T circulantes, esgotamento da função 

fagocitária de macrófagos intestinais e danos epiteliais, essas alterações resultam no aumento 

da passagem da microbiota intestinal e produtos microbianos, como o lipopolissacarídeos 

(LPS) e diversas substancias inflamatórias, como CD14 solúveis (sCD14) no plasma de 

pacientes com HIV e podem estar associadas à progressão da doença (MARCHETTI et al., 

2013; ROBAKIS et al., 2016; TENORIO et al., 2015).  

Os altos níveis de LPS presentes no plasma de indivíduos infectados pelo HIV estão 

associados a níveis elevados de marcadores de inflamação, e diversas substancias 

inflamatórias como CD14 solúveis (sCD14) no plasma de pacientes com HIV (TENORIO et 

al., 2015; WILLIAMS et al., 2016). Essas substâncias refletem na ativação de monócitos 

induzidos por LPS, correlacionando-se com vários marcadores de ativação imunológica, 
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como interferons do tipo 1 e células TCD8+ ativadas. A translocação microbiana também foi 

associada à fribose do tecido linfóide, sendo assim, prejudicial para a recupeção de células T 

CD4+ em indivíduos infectados pelo vírus, mesmo em TARV (SANDLER & DOUEK, 

2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 4. Representação esquemática da translocação microbiana durante a infecção pelo HIV. a) Epitélio 

intestinal normal. Sem danos, com a barreia epitelial intacta, impedindo a translocação das bactérias comensais 

do lúmen intestinal. b) Epitélio intestinal com a presença do HIV. Redução dos genes de junção, aumento da 

permeabilidade intestinal, disfunção nas células B, diminuição da secreção de IgA. Perda das células Th17, 

consequente aumento do crescimento excessivo bacteriano, aumento da translocação microbiana (Adaptado de 

Sandler et al., 2012). 
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O sCD14 é um biomarcador de ativação de monócitos e macrófagos, que atua como 

importante preditor de translocação microbiana. Este marcador plasmático permite a medição 

em larga escala dos danos no trato GI bem como a TM. Em nível celular, o LPS exposto no 

plasma, liga- se a proteína de ligação de lipídios (LBP), e através da ligação adicional com o 

MD-2 o LPS se liga ao receptor primário sCD14. O complexo formado, interage com o 

receptor Toll- like 4 (TLR-4), e inicia assim a cascata de sinais necessários para ativação das 

imunidades inatas e adquiridas, em resposta ao LPS. Em indivíduos infectados pelo HIV, 

mesmo tratados com TAR, o aumento de sCD14 plasmático pode estar relacionado ao 

aumento do risco de morte, além de também estar associado à redução dos níveis de células T 

CD4+ (MARCHETTI et al., 2013; PERKINS et al., 2015).  

O aumento sistêmico desses marcadores em individuos com HIV, tende a diminuir 

com o uso da TAR, porém a ativação persistente do sistema imunológico causado pela 

translocação microbiana leva à incapacidade do hospedeiro em regular adequadamente o 

microbioma, por sua vez, pode resultar na disbiose intestinal, aumentando assim o ciclo de 

inflamação no individuo infectado pelo vírus (SANDLER et al., 2011; ZEVIN et al., 2016). 

 

2.6. DISBIOSE MICROBIANA NO HIV 

  

 A disbiose é definida como a composição alterada da microbiota intestinal, podendo 

estar associada a alterações funcionais no transcriptoma, proteoma ou metaboloma 

microbiano (ZENG et al., 2017). Este evento é resultado de alterações bacterianas, causadas 

por mudanças na dieta, inflamação, imunodeficiência, infecção, exposição a antibióticos ou 

toxinas. Essas desordens na microbiota podem promover “crescimento” de bactérias nocivas 

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

 Torna-se extremamente evidente que as bactérias comensais do trato GI e seus 

metabolitos são necessários para manter a homeostase do sistema imunológico. A perturbação 

dessas comunidades microbianas pode ter impactos irreversíveis para a saúde do hospedeiro, e 

estão associadas a muitos estados da doença (THAISS et al., 2014; DILLON et al., 2014; LI 

et al., 2016). 

 A AIDS surgiu como uma doença inflamatória crônica, responsável pela disfunção 

imunológica que leva a uma inflamação exacerbada, contribuindo para a rápida progressão 

clínica da doença. A infecção causada pelo HIV ativa a imunidade de mucosa e sistêmica, 
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estimulando assim a inflamação nos sítios de infecção, além, de promover um descontrole na 

microbiota intestinal, estimulando a colonização de bactérias potencialmente patogênicas 

(ZENG et al., 2017).  

A perda das bactérias no intestino reduz a capacidade de controlar a inflamação do 

trato GI em indivíduos infectados pelo HIV, o que resulta na diminuição maciça de 

subconjuntos de células T, já reduzidas inicialmente após primeiro contato com o vírus, além 

de alterar o processo de degradação de gorduras e glicanos derivados de animais na dieta de 

indivíduos infectados pelo vírus, levando à manifestação de inúmeras doenças metabólicas 

(WU et al., 2011; LOZUPONE et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 05. Disbiose intestinal. A Microbiota saudável apresenta estrutura tipicamente diversa e executa uma 

ampla gama de funções, mantendo assim uma relação metabólica mutualista com o hospedeiro. Durante a 

disbiose induzida por inflamação mediada por patógenos ou perturbação antibiótica, a microbiota é reduzida 

tanto na diversidade e função, como na resistência à colonização, podendo exacerbar a patologia e melhorar a 

transmissão do hospedeiro para o hospedeiro (Adaptada de LI et al., 2014). 

 

 

 

Figura 5. Disbiose intestinal. 
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 O aumento de bactérias patogênicas no trato GI de indivíduos com HIV, resultam no 

aumento de bactérias aderentes ao epitélio de mucosa, podendo ser um mecanismo para danos 

ainda maiores ao intestino, outra grande complicação causada pela disbiose é o aumento da 

ativação de células T periféricas alteradas, e dos níveis de mediadores inflamatórios solúveis 

plasmáticos, que estão associados à patogênese da doença (VUJKOVIC-CVIJIN et al., 2013). 

Outro mecanismo associado a disbiose, consiste no aumento da quinurenina: triptofano, e o 

aumento da atividade indoleamino-2,3-dioxigenase (IDO), que foram revelados como 

importantes na perda de células produtoras de IL-17 na mucosa, durante a infecção pelo HIV 

(KLATT et al., 2012). 

 A disbiose gerada durante a patogênese do HIV contribui para a diminuição de células 

inatas como as Células NK, importantes na eliminação de células infectadas, a disbiose 

também está associada positivamente com a ativação de marcadores de monócitos, ativação 

maciça de células TCD4+ com consequente aumento da inflamação sistêmica pela indução de 

citocinas plasmáticas inclusive aquelas associadas à mortalidade, como IL-6, TNFα, IL-10, 

IFNγ, IL-1β e diminuição da ativação de células dendriticas (DC) levando ao aumento da 

carga viral do HIV (DILLON et al., 2017; KOAY et al., 2017) (Figura 6).  

 

Figura 6. Consequência da infecção pelo HIV no trato GI. Na ausência do HIV, as células imunológicas locais 

ajudam na manutenção do trato GI, atuando em conjunto para manter tal homeostase B) Frente a infecção pelo 

HIV, o sistema imunológico torna- se defasado, promovendo a liberação de citocinas e substâncias pro-

inflamatórias, que promovem a inflamação local, com consequente quebra na barreira epitelial promovendo a 

translocação de produtos microbianos para circulação sistêmica (Fonte: KLATT et al., 2013). 
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Desse modo, a disbiose induzida pelo HIV parece ser caracterizada pela dimuição da 

abundância de bactérias que são consideradas comensais, acompanhada da expansão de 

bactérias potencialmente patogênicas, o que contribui para o fenótipo geral da inflamação da 

mucosa durante a infecção pelo vírus, tornando a disbiose microbiana como um importante 

fator de risco para uma série de patologias intestinais, como a síndrome do intestino irritável, 

desnutrição, diarréia aguda e crônica em indivíduos infectados pelo HIV (ZEVIN et al., 2016; 

PUTIGNANI et al., 2016). 

2.7. DIARREIA E A INFECÇÃO PELO HIV 

  

 Define-se como diarreia a dejeção de fezes (líquidas ou semilíquidas) com frequência 

de evacuação para mais de 3 vezes em 24 horas, e pode ser acompanhada de febre ou vômito. 

Habitualmente a diarreia pode ter a duração menor que 7 dias embora possa se prolongar por 

mais de 14 dias, esta última sendo designada diarreia persistente (LIMA et al., 2010). As 

doenças diarreicas estão entre as principais causas de morbidade e mortalidade nos países em 

desenvolvimento, e estima-se que no mundo aproximadamente 1,9 milhões de pessoas 

morrem anualmente, sendo que cerca de 40% desses óbitos ocorrem na região africana 

(EIJK et al., 2010). 

A diarreia afeta negativamente a qualidade de vida de indivíduos infectados pelo HIV, 

sendo considerada uma das maiores causas de morbidade entre pessoas infectadas pelo vírus. 

Apesar da Terapia Anti-Retroviral (TAR), desde seu surgimento, reduzir significativamente a 

prevalência de diarreia em indivíduos com AIDS, as doenças diarreicas ainda continuam a ser 

uma queixa muito comum entre esses pacientes. Acredita-se que cerca de 2,1 milhões de 

indivíduos infectados pelo HIV apresentem diarreia destes, 90,5% dos casos encontram-se na 

África subsaariana (EIJK et al., 2010; MACARTHUR et al., 2012). A diarreia está presente 

em 30 a 60% de pacientes com AIDS, sendo considerada o segundo sintoma responsável por 

mortalidade em indivíduos infectados pelo HIV (NSAGHA et al., 2016). 

  A diarreia pode apresentar múltiplas etiologias, sendo causada por parasitas, fungos, 

protozoários e bactérias, sendo esta última os agentes patogênicos responsáveis por mais de 

20% dos episódios de diarreia grave em indivíduos infectados pelo HIV (WANYIRI et 

al.,2013; DIKMAN et al.,2015).  

  As infecções bacterianas resultam do crescimento anormal da flora intestinal, 

decorrentes da necrose, abcessos, erosões, ulcerações e hemorragia epiteliais. Nesses 

javascript:;
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indivíduos, as bactérias da família Enterobacteriaceae são responsáveis em grande parte pelas 

infecções gastrointestinais (IYAMBA et al., 2014). A gravidade da imunodeficiência causada 

pelo HIV em conjunto com as infecções bacterianas determina o grau de dano na mucosa. 

Como consequências, ocorre a má absorção de nutrientes, infiltrados de células de defesas no 

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

  

2.8. BACTÉRIAS GRAM-NEGATIVAS E A INFECÇÃO PELO HIV 

 

2.8.1. Família Enterobacteriaceae na infecção causada pelo HIV 

    

A família Enterobacteriaceae é composta de bacilos gram-negativos, muitas vezes 

entéricos, amplamente distribuídos na natureza, podendo ser encontrada em solo, água, 

vegetais ou no trato intestinal de seres humanos e animais vertebrados, podendo ser 

responsáveis por cerca de 70% das infecções bacterianas no mundo. Os gêneros dessa família 

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 resistência aos antibióticos 

favorece positivamente a prevalência de infecções causadas por estes microrganismos 

(PELEG et al., 2011). Níveis elevados de LPS provenientes da família Enterobacteriaceae 

exacerba a lesão e aumenta a permeabilidade intestinal na doença celíaca, levando a processos 

inflamatórios que podem contribuir para a patogênese de várias doenças (WALLACE et al., 

2011; CINOVA et al., 2011). 

 Indivíduos com HIV/AIDS apresentam maior risco de desenvolverem tais infecções 

em decorrência do comprometimento do sistema imunológico, repetidas hospitalizações, 

procedimentos invasivos e frequentes tratamentos com antibióticos. Um importante fator de 

risco decorrente da colonização patológica bacteriana em indivíduos infectados pelo HIV é, 

como dito anteriormente, à ativação imunológica exacerbada, aumentando o grau de infecção 

bacteriana, e conferindo maior probabilidade de progressão da doença e óbito nesses 

indivíduos (PEROVIC et al., 2011).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhaijee%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21559197
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Os membros da família Enterobacteriaceae isolados em pacientes com HIV podem 

estar relacionados com a baixa contagem de células TCD4+ e progressão clínica 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 é uma bactéria gram-negativa, em forma de haste, pertencente da família 

Enterobacteriaceae, apresentando capacidade de crescer em forma aeróbia ou anaeróbica, 

podendo ser móvel ou não, com flagelos perítricos. Esta espécie é 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 patógeno altamente eficiente, causando uma gama de doenças no trato gastrointestinal e 

outros locais extraintestinais, como o trato urinário, corrente sanguínea e sistema nervoso 

central (CROXEN et al., 2010). 

 Dentre as doenças que podem ser associadas a esta bactéria, a diarreia é uma das mais 

comuns, sendo as cepas de E.coli diarreiogênicas (DEC) as principais responsáveis pelos 

surtos registrados no mundo. A aquisição e a perda de genes permitem diferentes traços 

patogênicos para as cepas de E.coli (CROXEN et al., 2013). Atualmente são conhecidos seis 

patótipos de DEC, diferenciados com base em seus perfis de 

patogenicidade: E.coli enteroinvasiva (EIEC); E.coli enterotoxigênica 

(ETEC); E.coli enteropatogênica (EPEC) que pode ser dividida em EPEC típica (tEPEC) e 

EPEC atípica (aEPEC); E.coli enteroagregativa (EAEC), E.coli de aderência difusa (DAEC) e 

E.coli enterohemorágica (EHEC) (CLEMENTS et al., 2012; COURA et al., 2014; ROCHA et 

al., 2017).  

 Como outros patógenos de mucosa, os traços de patogenicidade da E.coli seguem um 

plano de infecção que se inicia a partir de: a) colonização da mucosa, que ocorre por meio de 

adesinas, que podem ser fimbrias ou não; b) evasão das defesas do hospedeiro a partir da 

produção de diversas toxinas que interagem com os enterócitos de diferente maneiras; e c) 

multiplicação e danos na mucosa intestinal, decorrentes da interação com o citoesqueleto das 



34 
 

células intestinais, alterando as estruturas das microvilosidades dos enterócitos (SHELDON et 

al., 2010; COURA et al., 2014).  

O mecanismo de patogênese das cepas de EPEC é a lesão attaching and effacing (A/E) 

mediada pelo envolvimento de genes localizados na região LEE (locus for enterocyte 

effacement). Os sorotipos de EPEC típica e atípica são diferenciados pela presença de genes 

específicos de cada sorotipo: enquanto as cepas típicas apresentam ambos o gene eae 

(attaching and effacing) e o plasmídeo eaf (adherence factor); as cepas atípicas apresentam 

eae, no entanto, são desprovidas do plasmídeo eaf. Os três estágios de interação entre as cepas 

de EPEC com as células do hospedeiro são: aderência localizada, mediada pela fímbria bfp 

(bundle-forming pilus) e pelo gene plasmidial eaf; sinais de transdução; e aderência total 

promovida pela intimina eae, esses estágios são essenciais para o desenvolvimento da diarreia 

persistente, característica das EPEC (CLEMENTS et al., 2012; SOUZA et al., 2016). 

O mecanismo de patogenicidade das cepas de EHEC são semelhantes aos da EPEC, 

uma vez que também carrega a região 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 epidêmica, suas toxinas podem ser absorvidas pela 

mucosa, entrar na circulação e ser internalizadas pelas células endoteliais. Durante este 

processo, ocorre a interrupção da síntese proteica, ocasionando a morte celular e a presença de 

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

Os isolados de ETEC apresentam enterotoxinas termolábeis (LT) ou termoestáveis 

(ST). Essa cepa possui a característica de aderir-se às mucosas, mediados por plasmídeos de 

colonização especificas (CFs), sem a necessidade de invasão, apenas produzindo toxinas que 

agem nas células 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 adesão dessa cepa (CLEMENTS et al., 2012).  

A cepa EAEC está associada à presença de plasmídeos adesão agregativa (pAA), 

responsáveis 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 responsável por causar diarreia persistente 
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com ou sem presença de sangue, decorrentes dos danos causados na mucosa a partir de sua 

colonização (ABBASI et al., 2015). 

A EIEC apresenta capacidade de invadir enterócitos e assemelha-se patogenicamente 

as cepas de Shigella spp. Sua capacidade invasiva ocorre devido a presença do plasmídeo de 

invasão (pINV) e das proteínas Ipa’s, responsáveis por regular sua entrada nos enterócitos. A 

EIEC invade o epitélio da mucosa intestinal, disseminando-se célula-a-célula, causando colite 

inflamatória invasiva e consequentemente a disenteria. Como características, a diarreia 

causada por este patógeno apresenta-se de forma aquosa, com presença de sangue e muco. 

Além disso, a presença desta bactéria no lúmen intestinal pode levar a uma resposta 

inflamatória local exacerbada formando, então, úlceras intestinais (ABBASI et al., 2014; 

MAKVANA et al., 2015). 

 

2.8.1.1.2. E.coli e HIV 

 

 A presença das cepas de E.coli já foi associada com a diarreia em pacientes com HIV, 

tanto na diarreia persistente, quanto na crônica (KRONES et al., 2012). Os patótipos de E.coli 

estão relacionados a 50% das taxas de mortalidade em pacientes com o vírus, tornando-a uma 

grande preocupação para saúde desses indivíduos (GARCIA et al., 2010). 

 A elevada taxa de disseminação sistemática dessas bactérias, em associação com o 

estado imunodeprimido dos indivíduos com AIDS, aumenta a probabilidade de 

desenvolvimento de abscessos esplênicos e hepáticos. Além disso, a desnutrição proteica 

causada pela diarreia persistente e severa decorrentes da infecção por E.coli facilita a 

translocação de bactérias através da mucosa intestinal, o que contribui para o aumento de 

coinfecções, agravando o quadro clinico de indivíduos acometidos pela AIDS com o 

consequente aumento da mortalidade (KESSLER et al., 2013). 

  

2.8.2.1. Shigella spp. 

  O gênero Shigella pertence à família Enterobacteriaceae, são bactérias gram-

negativas, imóveis, anaeróbicos facultativos e não formadoras de esporos. O gênero foi 

isolado pela primeira vez por Kiyoshi Shiga, a partir de surtos de disenteria ocorridos no ano 

de 1898 no Japão. A Shigella apresenta o fenótipo de invasão semelhante ao patótipo de 
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E.coli enteroinvasiva, diferindo-se, porém, em algumas características bioquímicas, 

motilidade, perfil metabólico e manifestações clínicas (BELD et al., 2012). 

 O gênero Shigella inclui quatro espécies: S. dysenteriae (sorogrupo A), S. flexneri 

(sorogrupo B), S. boydii (sorogrupo C) e S. sonnei (sorogrupo D). Tal classificação baseia-se 

pela presença do antígeno O localizado na parede externa das bactérias. As espécies de S. 

flexneri e S. sonnei são as espécies mais endêmicas e responsáveis pela maioria das infecções 

atribuídas a este gênero. A S. dysenteriae está associada à forma mais grave da doença, 

apresentando alta taxa de mortalidade, porém, desde sua descoberta, tem sido isolada apenas 

em casos esporádicos (JAKHETIA et al., 2013; GORDIENKO et al., 2013). 

A Shigella spp. é responsável por causar uma doença gastrointestinal grave, 

denominada shigelose, caracterizada pela presença de diarreia severa e muco-sanguinolenta, 

acompanhada de febre e tenesmo. As implicações clínicas da doença incluem o 

comprometimento do desenvolvimento infantil devido à desnutrição grave, bem como o 

aumento dos índices de mortalidade, sendo responsável por 90% dos óbitos em países 

subdesenvolvidos (MARTINEZ-BECERRA et al., 2013).  

 A transmissão da Shigella spp. ocorre principalmente via fecal-oral, entre pessoas 

doentes ou convalescentes e até mesmo portadores assintomáticos. Uma pequena dose 

infecciosa é necessária para o ínicio da shigelose, podendo variar entre 10 a 103 células 

bacterianas. A patogenicidade da infecção causada pela Shigella é mediada pelos genes de 

virulência transportados pelo plasmídeo Inv, que incluem os genes IpaA, IpaB, IpaC, IpaD e 

genes HAPi, implicados no mecanismo de invasão celular caracteristico da doença (BASSA et 

al., 2010). 

 Depois da adesão e invasão no intestino pelas células M, a Shigella spp. é fagocitada 

por macrófagos. A Shigella, porém, possui um mecanismo de escape, induzindo a apoptose 

dos fagócitos mediada pelo gene IpaB. Uma vez no lúmen intestinal, as bactérias realizam 

uma invasão basolateral com a formação de poros mediados pelas proteínas IpaB, IpaC e 

IpaD. As proteínas Ipas, além de apresentar funções efetoras como manter a sobrevivência da 

Shigella spp no meio intracelular, controlam a secreção e translocação de proteínas efetoras 

para o citoplasma das células hospedeiras (MARTINEZ-BECERRA et al., 2013). Uma vez no 

enterócito, a Shigella, que é imóvel, adquire uma motilidade baseada na polimerização da 

actina, garantindo sua disseminação célula-célula. O mediador desse processo é a proteina 
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IcsA  presente no pólo da bactéria. Esse complexo catalisa um alongamento de actina, 

direcionando uma cauda na Shigella spp. o que permite sua movimentação de citoplasma à 

citoplasma (SCHROEDER et al., 2008). 

 A destruição grave do tecido causado pela Shigella spp. tem como consequencia a 

adsorção de água, nutrientes e solutos que causam diarreias aquosa com presença de sangue e 

muco, caracteristicas da shigelose. Outro fator que confere a diarria aquosa pela Shigella é a 

secreção de entorotoxinas denominadas ShET1 e ShET2, capazes de induzir a secreção 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 responsável pelo desenvolvimento de lesões 

vasculares no intestino e nos orgãos adjacentes, como o rim e o 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 doença oportunista mais predominante em 

individuos infectados pelo HIV, presente em 79% desses pacientes, estando envolvidas com 

as baixas contagens de células T CD4+ e imunossupressão grave nesses individuos 

(OLADOSU et al., 2016). A infecção pelo HIV  foi descrita como um importante contribuinte 

para o desenvolvimento da shigelose, e esta, por sua vez, aumenta a suceptibilidade do 

hospedeiro à desenvolver infecções oportunistas (GILBART et al., 2017). 

 As manifestações clínicas da shigelose inicialmente incluem a eliminação de fezes 

aquosas e volumosas, com rápida evolução para eliminação frequente de fezes sanguinolentas 

e pouco volumosas, que podem ser acompanhadas de forte dor abdominal e febre. Devido à 

natureza agressiva do processo infeccioso e à baixa resposta imunológica, em pacientes com 

HIV, esses sintomas tendem a se manifestar de forma mais atenuada, acompanhados de 

descamação do epitélio, formação de úlceras devido a intensa resposta inflamatória causada 

pelo processo de invasão desse patógeno, má-absorção com consequente liberação de fluidos 

inflamatórios e sangue, contribuindo então, para diarreia severa (BARDHAN et al., 2010; 

NUNES et al., 2012). 

 A infecção por Shigella spp. em individuos com HIV/AIDS podem ser atribuidas a 

inúmeras comorbidades devido a intensa resposta inflamatória local no que resulta na 

obstrução intestinal, perfuração do colón principalmente em pacientes com desnutrição 
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severa, manifestações sistêmicas, como bacteremia, hiponatremia e reação leucêmica. Além 

de manifestações neurológicas que variam entre encefalopatia e edema cerebral, devido à   

presença da toxina Shiga circulante, tais comorbidades tem sido associadas diretamente para a 

rápida progressão clínica da AIDS (OOI et al., 2015). 

 2.8.3.1. Salmonella spp. 

   

A Salmonella spp. é uma bactéria gram-negativa, pertencente da família  

Enterobacteriaceae, anaeróbica facultativa, movél a partir de flagelos peritríqueos, sendo 

considerada o principal microrganismo causador de infecções transmitidas por alimentos 

contaminados em humanos e animais, promovendo um grave impacto na saúde e indústria 

(ALBINO et al., 2014; ZHUANG et al., 2014; CAI et al., 2016). 

 O gênero 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 são reconhecidas 

diferentes sorotipos, caracterizados com bases nos antígenos somáticos (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 milhões de casos anuais de doenças de origem alimentar 

relacionadas à Salmonella spp. no mundo, causando infecções em seres humanos e animais, e 

principalmente em aves. A salmonelose é responsável por 85% dos casos de infecções no 

mundo, essa porcentagem tende a crescer devido à rápida capacidade de disseminação no 

ambiente e nos alimentos (CARDOSO et al., 2013).  

 Os mecanismos de patogenicidade da Salmonella spp. incluem vários fatores de 

virulência que garantem a invasão, colonização, sobrevivência e multiplicação no interior das 

células do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2013). Para que ocorra a invasão nas células do 

epitélio intestinal é necessária, primeiramente, a adesão da bactéria nas células do hospedeiro, 

essa ação é mediada pelo gene AgF, responsável por conferir a aderência e formação de 

biofilmes característicos que conferem maior fixação da bactéria nas células M, dificultando, 

assim, sua remoção (YOO et al., 2013; MILAN et al., 2015). 



39 
 

 Durante a invasão da Salmonella spp. nas células do epitélio do hospedeiro é 

necessária a atuação da ilha de patogênicidade SP-1, responsavél pelas proteínas denominadas 

inv e spa, que possibilitam a translocação de proteínas efetoras que fornecem à bactéria 

capacidade de invasão nas células do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2015). A capacidade da 

Salmonella spp. em sobreviver no interior dos fagócitos após sua invasão no lúmen intestinal, 

além de se replicar dentro das vesículas formadas pelo seu englobamento, requer a ação do 

gene SP-2 que é essencial para a proliferação em meio extra-intestinal causando infecções 

sistêmicas (ZIU et al., 2014; SHIZHONG et al.,2015).  

 A ilha de patogenicidade SP-3 é responsável por garantir a sobrevivência da bactéria 

no interior de macrófagos, além de promover a captação e transporte de magnésio (Mg2+). 

Esse sistema é importante por garantir a adaptação nutricional da Salmonella spp. no interior 

do fagossomo. A SP-4 codifica o Sistema de Secreção Tipo I (TISS), que transloca proteínas 

necessárias para a colonização da bactéria no epitélio intestinal, além de estar envolvida na 

secreção de citotoxinas que induzem a apoptose dos macrófagos (OLIVEIRA et al., 2015).  

A interação da bactéria com o epitélio de mucosa resulta na produção de moléculas 

sinalizadoras pelas células epiteliais, além das moleculas quimioatratoras produzidas pelo 

patógeno, estimulando propositalmente a inflamação e migração de leucócitos, que produzem 

prostaglandinas que atuam inibindo a absorção do sódio (Na+) e aumentam a secreção de 

cloro (Cl-). Esse mecanismo, em conjunto com as enterotoxinas produzidas pela Salmonella 

spp. contribuem para o estabelecimento do quadro clínico 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 infecção de corrente sanguínea em 

adultos e crianças em toda a África subsaariana, onde a infecção 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 recaídas entre os sobreviventes. Apesar do tratamento antibiótico a mortalidade é bem 

superior  em pacientes imunocomprometidos (SCHREIBER et al., 2011). 

 As infecções por Salmonella spp. são responsavéis por causar doenças diarreicas 

graves, deteriorando a qualidade de vida desses indivíduos em países de baixa renda, devido à 
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presença dos quadros de desnustrição severa das crianças e adultos infectados pelo HIV 

(CRUMP et al., 2015). Um estudo realizado por Tompson et al. (2015) demostrou que as 

cepas de Samonella são responsavéis pela mortalidade de pelo menos 4% de crianças 

infectadas pelo HIV, relacionando a presença desta bactéria com a baixa contagem de células 

T CD4+ , bem como um importante percursor do aumento de replicação do HIV. 

 A infecção causada por Samonella spp. em pacientes com HIV aumenta a 

suceptibilidade do desenvolvimento de comorbidade nesses individuos. A presença desta 

bactéria está associada a falência crônica de órgãos, desnutrição grave e diminuição dos 

sistemas de defesa dos hospedeiros aumentando a predisposição a infecções graves por outros 

patógenos entericos oportunistas. A salmonelose também está associada com hemorragia 

gastrointestinal, perfuração intestinal, inquietação, hipotensão arterial e taquicardia, sintomas 

esses que levam à agravos no quadro clinico da AIDS (CRUMP et al., 2015; KEDDY et al., 

2017). 

  

2.8.4.1. Klebsiella spp. 

 

Klebsiella spp. são bacilos gram-negativos pertencentes a família Enterobacteriaceae 

que podem ser encontrados comumente em solo ou água e como parte da microbiota intestinal 

da maioria dos animais, incluindo os seres humanos (TENÓRIO et al., 2010). Atualmente 

estão incluídas 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 saudáveis, esta espécie é de extrema relevância clínica, sendo responsável pelo 

crescente número de casos de infecção hospitalar como um patógeno oportunista, estando 

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

Sua patogênicidade pode ser atribuida à produção de diversas enterotoxinas estáveis ao 

calor, à habilidade de metabolização de lactose, à presença de cápsula ou lipopolissacarídeo, 

bem como adesinas com ou sem fimbrias, favorecem sua adesão às mucosas. A maioria dessas 

bactérias são encapsuladas, e aderem às células intestinais a partir do padrão 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 resistência essa função pode ser responsável pela 

capacidade de escapar das atividades fagocíticas dos neutrófilos polimorfonucleares, sendo esse 

o grande responsável pelo seu potencial patogênico (LI et al., 2014). 

A Klebsiella é um patógeno com potencial de ocasionar infecções do trato urinário, 

pneumonia, bacteremia e infecções supurativas focais, incluindo abscesso hepático e suas 

graves complicações, como meningite e endoftalmite (KONEMAM et  al., 2008). A K. 

pneumoniae tem diversos mecanismos de virulência, pois é capaz de produzir adesinas 

fimbriais, sideróforos, antígenos O e K ou capsulares, sendo conhecidas, juntamente com a K. 

oxytoca, como patógenos relacionados a infecções nosocomiais, causando infecções na 

corrente sanguínea, trato respiratório baixo, intra-abdominais, trato biliar, meningite neonatal 

e infecção de ferida operatórian (WINN et al. 2006). 

Como a maioria dos microrganismos hospitalares, os isolados de Klebsiella spp podem 

ser multirresistentes, representando uma importante fonte de disseminação de resistência 

bacteriana no ambiente hospitalar e sua principal característica de virulência (YU et al., 

2016). Um importante mecanismo de resistência atribuído às espécies de Klebsiella é 

proporcionado pelas betalactamases de amplo espectro (ESBL). Essas enzimas, codificadas 

por plasmídeos e amplamente distribuídas entre as enterobactérias, são resultantes da mutação 

do gene da betalactamase comum, como TEM-1, TEM-2 e SHV-1, e têm capacidade de 

hidrolisar uma ampla variedade de penicilinas e cefalosporinas de terceira geração, as quais 

foram originalmente desenvolvidas como drogas capazes de vencer a resistência 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 bactéria ocasionalmente pode causar episódios de diarreia em pessoas infectadas pelo 

HIV. Algumas dessas cepas diarreiogênicas são capazes de codificar toxinas termostáticas ou 

termolábeis, causando diarreia sanguinolenta nos pacientes infectados pelo vírus, mesmo 

naqueles com uso de antibióticos (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, atrás somente das espécies de E.coli. 

Diversas cepas de Klebsiella podem estar presentes em indivíduos com o HIV, tais bactérias 

podem estar relacionadas tanto ao desenvolvimento de diarreia persistente e crônica, quanto a 

doenças extraintestinais como a pneumonia, sendo a K. pneumoniae o patógeno mais 

associado a esta comorbidade em pacientes com HIV (AGARWALL et al., 2015). 

 

2.8.3. Família Pseudomonadaceae na infecção causada pelo HIV 

 

 Os membros da família Pseudomonadaceae são bactérias gram-negativas em forma de 

bastonetes, ligeiramente curvas embora possam se apresentar retas, possuem em sua estrutura 

flagelos polares e alguns dos seus gêneros são capazes de fixar nitrogênio. Podem ser 

comumente encontrados em água doce e salgadas, solo, plantas e meio ambiente (ANZAI et 

al., 2001). 

 Atualmente estão classificados em 13 gêneros distintos: 

 Azomonas, Azomonotrichon, Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Chryseomonas, Flavim

onas, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter, Rugamonas, Serpens e Thiopseudomonas

 (TAN et al., 2015). O gênero Pseudomonas é considerado um patógeno de grande 

importância clínica e constitui um grave problema de saúde pública, devido sua frequência em 

infecções de corrente sanguínea e sua multirresistência aos antimicrobianos (FERNANDES et 

al., 2010). 

 A virulência da P. aeruginosa é amplamente definida em termos de infecção aguda, a 

expressão de genes que conferem virulência a esta bactéria é controlada por circuitos 

reguladores extremamente complexos e múltiplos sistemas de sinalização. Este patógeno 

considerado oportunista, produz uma série de fatores de virulência, utilizando sistema de 

secreção do tipo III, responsável por secretar várias exotoxinas (ExoS, ExoU, ExoT e ExoY), 

e sistemas de detecção de quórum (QS) encarregados de controlar a secreção de importantes 

toxinas nas quais incluem pirocianina, elastase, cianeto e ramnolípido, que estão associadas a 

capacidade de motilidade,  além da capacidade de formação de biofilme que são importantes 

nas infecções crônicas (BRAGONZI et al., 2010; JIMENEZ et al., 2012; 

BALASUBRAMANIAN et al., 2013; LEE et al., 2015). 



43 
 

 

 

 

2.8.3.1. Pseudomonas spp. e HIV 

  A P. areuginosa é importante por sua resistência múltipla a antibióticos e reconhecida 

como um dos patógenos que mais causam infecções associadas à saúde. A P. aeruginosa tem 

sido associada com infecções do trato urinário, respiratório, infecções de tecidos moles, e 

apesar de não muito comum, tem se observado o potencial dessa bactéria como causadora de 

infecções gastrointestinais (ADEYEMI et al., 2015). 

 Essa bactéria é capaz de causar doenças em qualquer parte do TGI, e em indivíduos 

imunocomprometidos a P. aeruginosa foi implicada como causa de infecções perirretais, 

diarreia aguda, gastroenterite típica e enterocolite necrosante. Sua patogênese 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 número de proteínas que 

desempenham papéis importantes durante infecções, resultando na piora do quadro clínico 

nesses pacientes (MOBARAK-QAMSARI et al., 2011). 

 

2.9. BACTÉRIAS FORMADORAS DE BIOFILME 

 

 

 O grupo de bactérias produtoras de biofilme é de extrema importância médica, pois 

esse fator apresenta um papel essencial em doenças crônicas, tolerância a antibióticos e 

bioincrustação. A produção do biofilme bacteriano revela mecanismos genéticos, bioquímicos 

e são extremamente variáveis entre as cepas e condições de crescimento (ELLIOTT et al., 

2010; ROLING et al., 2014). 

 A formação do biofilme é um ciclo interminável, no qual as bactérias são envolvidas 

por uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS), composta principalmente por 

biomoléculas, exopolissacarídeos, DNA extracelular (eDNA) e polipeptídeos, formando uma 

mistura polar altamente hidratada que mantém essas células juntas a um determinado local. E 

este evento é considerado determinante entre 65 à 80% de todas as infecções microbianas 

(FLEMMING & WINGENDER, 2010). 
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 Há uma necessidade crescente do desenvolvimento de agentes antimicrobianos que 

apresentem propriedades para o controle e o manejo eficiente, no que se refere à inibição da 

virulência bacteriana e a formação de biofilme (KALIA et al., 2011; BLACKLEDGE et al., 

2013; SHARMA et al., 2014). Estudos revelam que em determinadas doses, alguns 

antibióticos são capazes de induzir uma série de alterações fisiológicas, podendo não atuar de 

maneira eficaz para a patogênese de algumas cepas. Sugerindo que esses antibióticos possam 

cooperar com a homeostase das comunidades bacterianas aumentando assim formação de 

biofilme (KAPLAN et al., 2011; ANDERSSON et al., 2014; REN et al.,2014). 

Entre as bactérias patogênicas oportunistas, a Klebsiella spp e a P. aeruginosa, são 

conhecidas por serem importantes patógenos responsáveis por várias infecções, 

particularmente em pessoas imunocomprometidas (DEEP et al., 2011). A Klebsiella é um 

importante patógeno nosocomial envolvido em diversos processos patológicos como 

infecções do trato urinário, pneumonia hospitalar, infecção de feridas operatórias, bacteremia 

e septicemia, e pode ser encontrada com alta frequência (NITZAN et al., 2015; LI et al., 2015; 

TAI 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 à morte durante a exposição prolongada a ambos os 

antibióticos. A ampicilina foi capaz de penetrar nos isolados de K pneumoniae, não havendo 

eliminação da bactéria, demonstrando assim uma resistência microbiana aumentada devido a 

formação de biofilme (ANDERL et al.,2000).  

Outra bactéria com grande capacidade de formar biofilmes em muitos ambientes é a P. 

aeruginosa, tornando os tratamentos com antibióticos ineficientes e, portanto, promovendo 

doenças infecciosas que podem ser tornar crônicas. Estas infecções podem variar de 

complicadas à graves, e a capacidade de produção de biofilme torna essa bactéria tolerante a 

antibióticos, como observado por Kolpen et al., (2016), que detectou que essa capacidade 

pode levar à ineficácia de alguns antibióticos, particularmente a ciprofloxacina, que pareceu 

estimular a respiração aeróbia nesse patógeno, aumentando sua sobrevivência no ambiente e 

consequente tolerância medicamentosa. Tais evidências suportam a hipótese de que a 

formação de biofilme contribui de maneira direta para sobrevivência e aquisição de 

resistência (BROCHMANN et al., 2014). 
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2.10. RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA  

 

 As doenças hospitalares são o resultado de uma interação complexa de vários fatores 

dinâmicos do microrganismo infectante no paciente hospedeiro e do ambiente hospitalar, no 

qual incluem: patogenicidade, resistência a medicamentos, persistência ambiental do 

micróbio; estado de imunidade e a composição da microflora do hospedeiro; intervenções 

nosocomiais, como terapias antimicrobianas. Na medida em que esses fatores interagem, 

essas bactérias com potencial patogênico, evoluem continuamente, promovendo o aumento de 

organismos intratáveis e resistentes a múltiplas drogas (ANDERSSON et al.,2010).  

 Os testes de sensibilidade são indicados para qualquer microrganismo responsável por 

causar processos infecciosos que requeira uma terapia antimicrobiana. Esses testes são 

realizados com maior frequência, quando se acredita que o organismo pertence a uma espécie 

capaz de apresentar resistência aos agentes antimicrobianos normalmente utilizados (NCCLS, 

2003). De acordo com o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, os isolados bacterianos 

podem ser classificados como sensíveis, ou resistentes aos antimicrobianos testados 

(MAGIORAKOS et al., 2012; GERMAN et al., 2016). 

 A resistência das bactérias aos antibióticos constitui uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade em pessoas com HIV/AIDS no mundo todo. Como a AIDS é de 

caráter progressivo, as doenças oportunistas são observadas quando a contagem de células 

CD4 cai para menos de 200 células/ μL de sangue. O alto consumo de antibióticos 

administrado pode levar ao desenvolvimento da resistência a eles, colocando em risco o 

prognóstico favorável da doença. A desordem do estado imunológico causado pelo HIV 

promove a colonização de bactérias e o consequente aumento da resistência bacteriana, 

resultando em altas taxas de infecções entéricas (MARBOU & KUETE, 2017). 

Devido ao comprometimento do sistema imunológico, repetidas hospitalizações e 

frequentes tratamentos prolongados com antibióticos, as bactérias gram-negativas vêm 

apresentando destaque como principais causadores de doenças. A multirresistência dessas 

bactérias torna-as capazes de regular e adquirir genes que lhe conferem mecanismos de alta 

resistência, aumentando a prevalência de infecções causadas por esses microrganismos, com 

consequente imunossupressão em indivíduos infectados pelo HIV exacerbando a ativação 



46 
 

imunológica e aumentando o grau da infecção, conferindo uma maior probabilidade de morte 

a esses indivíduos (BASSETTI et al., 2011; PELEG et al., 2011; PEROVIC et al., 2011). 

 

  

3. JUSTIFICATIVA 

 

 

 A diarreia, independente da forma que se apresenta (sintoma ou doença) é um fator 

comumemnte encontrado em pacientes com HIV, e que pode levar a complicações clínicas 

associadas à AIDS. Cerca de 90% dos individuos com HIV/AIDS no mundo, apresentam 

diarreia que pode variar de leve a grave, com variações crônicas ou de repetição. Os agentes 

etiológicos e infecciosos mais isolados em pacientes com HIV/AIDS são as bactérias, que 

podem causar doenças gastrointestinais frequentes tanto graves e agudas, quanto mais brandas 

e prolongadas (SHAH e al., 2016). 

 A ativação imunológica é uma característica da infecção causada pelo HIV e está 

fortemente associada à comorbidades e mortalidade em individuos com AIDS. As alterações 

na mucosa causada pela infecção do HIV promovem fissuras na barreira epitelial e 

consequente translocação de produtos microbianos para circulação sistêmica, o que tem sido 

implicado com a replicação contínua do HIV, além de ativar inúmeras vias de inflamação com 

a elevada secreção de citocinas pró-inflamatórias, responsáveis pelo desenvolvimento de 

respostas imunológicas persistentes e a rápida progressão 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 SAÚDE DE MANAUS, 2013), 

estudos visando a frequência do quadro diarreico e sua etiologia nestes casos, são escassos.  E 

os índices precários de saneamento básico na região eleva as taxas de circulação de agentes 

infecciosos, o que pode influenciar no declínio do quadro clínico dos pacientes com HIV, já 

que a maioria da população soropositiva, está enquadrada nas categorias populacionais de 

risco, quando se trata de diarreia. E com a alta frequância de AIDS, e consequentes óbitos 

registrados na população, possuem grande chance de estarem relacionados a estes cenários de 

co-infecções bacterianas.  

Identificar coinfecções provocadas por enterobactérias, e avaliar a presença de 

marcadores de inflamação em pacientes com HIV, auxilará no desenvolvimento de estratégias 

diagnósticas que se adequem de forma individual ao paciente, levando em consideração não 
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só a atenção aos patógenos prevalentes na região, mas também à sintomatologia e sinais 

clínicos e imunológicos correlatos. Permitindo assim, a elaboração de medidas de controle e 

prevenção, contribuindo para a manutenção da saúde geral destes pacientes, e consequente 

redução do agravamento da doença e da mortalidade. 

4. OBJETIVO GERAL  

 

Verificar a ocorrência de co-infecções bacterianas, com potencial patogênico, e avaliar 

marcadores imunológicos de inflamação como preditores de translocação microbiana e 

ativação crônica, em pacientes com HIV/AIDS em Manaus.  

  

4.1.   Objetivos específicos:  

 

 Diagnosticar a presença de bactérias potencialmente patogênicas em pacientes HIV;   

 Mensurar a patogenicidade das bactérias isoladas de acordo com sua resistência 

antimicrobiana, genes de virulência e sua capacidade de interação celular danosa (adesão, 

invasão e citotoxidade) in vitro. 

 Avaliar os níveis de marcadores imunológicos presentes nos pacientes com HIV, para a 

determinação de futuros preditores de translocação microbiana e progressão da doença.  
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5. MATERIAL E METÓDOS 

 

5.1.   TIPO DE ESTUDO E LOCAL DE ESTUDO   

  

Trata-se de um estudo transversal observacional, analítico e etiológico englobando 

pacientes atendidos na Fundação de Medicina Tropical - Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), 

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

    

 

5.2. ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

     Este projeto integra um projeto principal intitulado: “Diarreia em pacientes HIV e 

HIV-AIDS na Amazônia ocidental: Avaliação da etiologia dos enteropatógenos e dos 

mediadores inflamatórios associados a inflamação sistêmica”, aprovado pelo Comitê de Ética 

do FMT- HDV, sob o número de parecer 1753402 e CAAE 57330116.6.40000.0005 de 2016 

(Anexo 1). 

    

5.2. MÉTODOS 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 evacuação espontânea e transportadas em caixa 

de transporte, à temperatura ambiente, e acondicionadas em estantes para que não haja atrito e 

colisão entre as amostras coletadas o material foi processado em até 4 horas a partir do seu 

recebimento. 

 

5.3.2. Amostra de sangue 

 



49 
 

O sangue venoso foi coletado a vácuo, utilizando uma agulha bipolar, adaptada em um 

dispositivo especifico para coleta. Para a punção venosa foi realizada a assepsia local com 

algodão umedecido em álcool 70%. A agulha foi introduzida na veia do paciente, e em 

seguida o tubo vácuo, foi inserido do dispositivo de coleta para que o sangue fosse colhido. 

Todo material coletado foi transportado em caixa de transporte, em temperatura 

ambiente e acondicionados em estantes para que não houvesse atrito e colisão entre as 

amostras coletadas, o material foi processado em até 1 hora a partir do recebimento do 

mesmo. 

 

5.3. POPULAÇÃO DE ESTUDO 

      Para este estudo, foram incluídos 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 saúde (MINISTERIO 

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

 

 

 

Quadro 1.  Esquema dos grupos da população de estudo. 

 

5.4.1.  Critério de inclusão 

   

  Foram elegíveis indivíduos de ambos os sexos, atendidos na FMT- HVD, com faixa 

etária compreendida entre 12 anos - 70 anos. Todos com diagnostico positivo para HIV.   

  

5.4.2.  Critérios de exclusão     

 

  Foram excluídos deste estudo, aqueles pacientes que optaram por não participar, em 

qualquer etapa do processo, ou qualquer tempo de desenvolvimento do estudo, pacientes que 

não se enquadrem nos perfis estipulados pelo estudo, e pacientes que não puderam assinar o 

termo de consentimento, ou que o responsável não estivesse presente no momento da coleta. 

 

5.4. COLETA DE DADOS  

 

Grupo 1: >500 cópias RNA viral < 200 CD4/mm3 (n=25); 

Grupo 2: <500 cópias RNA viral < 200 CD4/mm3 (N=25); 

Grupo 3: >500 cópias RNA viral > 200 CD4/mm3 (n=25); 

Grupo 4: < 500 cópias RNA viral > 200 CD4/mm3 (N=25). 
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A coleta de dados foi realizada na Fundação de Medicina Tropical, no período de 

fevereiro de 2017 a junho de 2018, onde os indivíduos foram convidados a participar da 

pesquisa. Aqueles que aceitaram foram informados dos termos do estudo, e após o aceite, foi 

aplicado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE (Anexo X), onde foi 

devidamente assinado pelo paciente.  

Posteriormente, foi aplicado questionário estruturado com dados de identificação 

como: número de identificação determinado a partir da coleta de dados, nome do paciente, 

sexo, idade, local de nascimento; e dados sobre a sintomatologia da doença, como tipos de 

infecções oportunistas, uso de medicamentos (Anexo 3). As informações obtidas nos 

questionários foram armazenadas em planilha de dados tipo Microsoft Excel, para realização 

das análises.  

 

5.5. IDENTIFICAÇÃO BACTERIANA (TESTE BIOQUIMICO) 

 

 

  Foram realizadas à busca das enterobactérias E.coli, Klebsiella spp, Salmonella spp. 

Shigella spp e Pseudomonas spp, diretamente das fezes frescas em até, no máximo, 4 horas 

após a aquisição da amostra. Aproximadamente 50 µL das fezes foram inoculadas em 3 mL 

de meio de enriquecimento Lura Bertani (LB; Difco) e incubadas a 37ᵒC, por um período 

superior a 12 horas, e inferior a 24 horas. 

  Após o crescimento, realizou-se a técnica de semeadura em placa de petri contendo 

meios seletivos: ágar Salmonella-Shigella (Merck), ágar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) 

(Difco, Detroit), e ágar MacConkey (Becton Dickinson, Galoeysville, MD) PIA (Difco, 

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

As colônias puras foram selecionadas e aplicadas a testes bioquímicos clássicos, para 

análise da produção de gás, H2S, glicose, capacidade de motilidade e produção de indol, 

utilização de citrato como única fonte de carbono, metabolização de uréia, e presença de 

enzimas arginina e ornitina. A identificação bioquímica ocorreu seguindo os parâmetros 

utilizados pela plataforma de identificação bacteriana online ABBIS, disponível em 

http://www.tgw1916.net/intro.html. 

As colônias isoladas e caracterizadas bioquimicamente como bactérias de interesse do 

estudo, foram armazenadas sob duas alíquotas diferenciadas: a primeira utilizando meio 
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mínimo sob temperatura ambiente; e a segunda sendo mantida em glicerol 50% e submetida a 

preservação criogênica sob temperatura de -80°C.  

 

 

5.6. CARACTERIZAÇÃO DA VIRULÊNCIA POR REAÇÃO EM CADEIA DA 

POLIMERASE (PCR)  

 

Para a avaliação da presença de genes de virulência destas amostras, foram realizados 

a amplificação de genes específicos através de metodologia de PCR uniplex para cada gênero 

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

 

5.7.1.  Extração de DNA  

 

 

    O DNA bacteriano foi extraído a partir da metodologia de Extração de DNA 

cromossomial por choque térmico, seguindo as orientações descritas no Protocolo 

Operacional padrão (POP) (Anexo 6). Após o processo de extração, 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.  Reação de PCR  

 

 

Foi realizada a técnica de Reação em Cadeia Polimerase (PCR)  para a detecção dos 

genes relacionados à virulência, utilizando iniciadores específicos para os gêneros E.coli (ent, 

eaf, stx2, invE, uidA, eae, bfpb, escV, stx1, dAAe, ast1) (Tabela 1) (Anexo 7), Klebsiella spp 

(blaCTX-M, blaCTX-M-15, blaSHV, blaTEM, blaKPC, blaVIM, blaIMP, blaSPM) e (Tabela 

2) (Anexo 8). As reações foram padronizadas por nosso grupo de pesquisa em estudos 

anteriores (DA CRUZ et al., 2014; SANTA-RITA, 2014). 

 

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

amplificação. 

Fatores de 

Virulência Iniciador Sequência (5’-3’) DEC Produto Referência 

Adesão 

daae-F CACTGTGGGCTCCGCGCAAGC 

DAEC 420 
Campos et al., 

1999 
daae_R CGGTGAGTTCAGTGTGTAT 
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Invasão 
invE-F CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG 

EIEC 766 
Daniel 

Muller, 2007 
inv-R GATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC 

Enterotoxina 
ent-F TGGGCTAAAAGAAGACACACTG 

EHEC 518 
Daniel 

Muller, 2007 ent-R CAAGCATCCTGATTATCTCACC 

Fator de 

aderência 

EAF-F CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 
EPEC 397 

Franke, J. et 

al. 1994 EAF-R TATGGGGACCATGTATTATCA 

Pilin 
bfpB-F GACACCTCATTGCTGAAGTCG EPEC 

Típica 
910 

Daniel 

Muller, 2007 bfpB-R CCAGAACACCTCCGTTATGC 

Região Lee 
escV-F ATTCTGGCTCTCTTCTTCTTTATGGCTG EPEC, 

ATEC e 

STEC 

544 
Daniel 

Muller, 2007 escV-F CGTCCCCTTTTACAAACTTCATCGC 

Shiga toxina 
stx1-F CGATGTTACGGTTTGTTACTGTGACAGC 

STEC 244 
Daniel 

Muller, 2007 stx1-R AATGCCACGCTTCCCAGAATTG 

Shiga toxina 

stx2-F GTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG 

STEC 324 
Daniel 

Muller, 2007 stx2-R AGCGTAAGGCTTCTGCTGTGAC 

estlB-R CGGTACAAGCAGGATTACAACAC 

Enterotoxina 
ast1-F CCATCAACACAGTATATCCGA 

EAEC 102 
Daniel 

Muller, 2007 ast1-R GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT 

Beta-

glucosidase 

uidA-F ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC 
E.coli 1487 

Daniel 

Muller, 2007 uidA-R AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG 

Intimina 

eae-f CTGAACGGCGATTACGCGAA 
EHEC e 

EPEC 
917 

Gomes-

Duarte et al. 

2009 eae-r 
CGAGACGATACGATCCAG 

AATACAGAATCGTCAGCATCAGC 

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados na PCR para Kleibsiella e seus respectivos alvos e 

produtos de amplificação. 
Fatores de 

Virulência 
Iniciador Sequência (5’-3’) DEC Produto Referência 

Kvar 

Kvar- R GCTGAGGCTGGGCTAAATAT 

Klebsiella 997 
Ramos, 

2014 
Kvar- F CCCCTGATGAGAACAAGGTT 

blaCTX-M 

blaCTX-

M-F 
ATGTGCAGYAACCAGTAARGTKATGGC 

Klebsiella 593 
Mulvey et 

al. 2016 blaCTX-

M-R 
TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

blaSHV 

 

SHV-F TTATCTCCCTGTTAGCCACC 

Klebsiella 797 

Hasman et 

al. 2005 

 
SHV-R 

 

GATTTGCTGATTTCGCTCGG 

 

blaTEM 

 

TEM-F GCGGAACCCCTATTTG 

Klebsiella 859 

Hasman et 

al. 2005 

 
TEM-R ACCAATGCTTAATCAGTGAG 

BlaKPC 
KPC-1A TGTCACTGTATCGCCGTC 

Klebsiella 1000 
Yigit et al. 

2001 KPC-1B CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 

      

blaIMP 

VIM-F CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 
Klebsiella 500 

Dong et al. 

2008 VIM-R AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 

blaIMP 
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 

Klebsiella 448 
Dong et al. 

2008 IMP-R GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT 

      

BlaSPM 
SPM-F CCTACAATCTAACGGCGACC 

Klebsiella 801 
Dong et al. 

2008 SPM-R TCGCCGTGTCCAGGTATAAC 
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5.8. TESTES EM CULTURA CELULAR   

 

 

Foram realizados testes de adesão para os isolados de E.coli e Klebsiella spp. e 

invasão para os isolados de Klebsiella spp. Shigella spp e Salmonella spp, em células Hep-2. 

Os experimentos foram realizados de acordo com condições estabelecidas em estudos 

anteriores.   

 

2.8.1. Teste de adesão  

 

 

Para a capacidade de adesão das amostras foram utilizadas as células HEp2, 

originárias 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 plástico de 25 cm2  de superfície de 

crescimento (Corning), contendo 6,5 ml de meio mínimo 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 0 C, sob atmosfera de 5% de CO2, por três a quatro dias. Após 

este período, o meio de cultivo foi removido e a monocamada celular lavada com 2,5 ml de 

solução de tripsina a 0,25%. Em seguida, mais 2,5 ml desta solução dispersante foram 

adicionados e deixados em contato com a monocamada celular por dois a quatro minutos, à 

temperatura ambiente. Tendo se iniciado o desprendimento celular, todo o volume de tripsina 

foi retirado (a fim de se evitar o seu efeito tóxico). 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 não 

haver formação de bolhas de ar, obteve-se uma suspensão celular homogênea.  

Posteriormente, procedeu-se à contagem do número de células viáveis dessa 

ressuspensão celular, utilizando-se do método de exclusão pelo corante Azul Tripan 
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(SCHREK, 1936), quando finalmente foi feita diluição apropriada em MEM – SFB 10% 

(v/v), de modo a ser obtido uma concentração de 105 células por/ml. 

Para a realização dos testes de adesão alíquotas de um ml dessa ressuspensão celular, 

foram distribuídas em cada uma das lamínulas colocadas em cada orifício das placas de 

cultura de células de 24 orifícios (Costar). Em seguida, os cultivos celulares foram incubados 

em estufa a 37º C, sob atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas. 

 

5.8.1.2. Preparo das amostras bacterianas 

 

 

A partir do estoque em ágar nutriente, as amostras bacterianas foram semeadas em 3 

ml de Caldo Tripto Caseína de Soja e incubadas a 37º C por 16/18 horas. 

 

5.8.1.3. Realização do teste de adesão em células HEp-2 

 

 

Inicialmente, o meio de cultivo MEM - SFB 10% (v/v) foi retirado dos orifícios de 

cultura contendo a monocamada incompleta de células HEp-2, realizando-se, em seguida, três 

lavagens com solução tampão 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 adesão bacteriana 

devido à fímbria tipo I, e 40l de crescimento bacteriano em TSB. 

 Após incubação desse sistema durante 3 horas em estufa a 37º C, o meio de cultivo 

foi removido e a monocamada celular lavada por cinco vezes com PBS, a fim de se retirarem 

às bactérias que não se aderiram às células em cultivo. 

Em seguida, as células foram fixadas com uma solução de àcido pícrico 1,22%, 

formaldeído 40% e ácido acético glacial por 10 minutos. Após esse período as células foram 

lavadas por duas vezes e coradas com soluções do Kit de coloração Panótico Rápido 

(Laboclin) por um minuto. 

Decorrido esse tempo, as preparações foram lavadas, secas à temperatura ambiente ou 

a 37º C e observadas ao microscópio óptico, com os aumentos de 400 e 1000 vezes. Como 

controle das células HEp-2, reservou-se uma lamínula de células HEp-2 sem bactérias. 
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As amostras bacterianas que não apresentaram um padrão de adesão claramente 

definido após 3 horas de incubação foram submetidas a novo teste, estendendo-se o período 

de incubação para 6 horas. Neste caso, posteriormente à incubação inicial de 3 horas a 37º C, 

as monocamadas celulares foram lavadas três vezes com PBS e incubadas por um período 

adicional de 3 horas após ter sido adicionado novo meio MEM --SFB 2% (v/v). 

Na leitura dos resultados, foram considerados os seguintes padrões de adesão:  

Adesão localizada (AL): caracterizada pela formação de microcolônias de bactérias 

aderidas a sítios localizados da célula; 

Adesão difusa (AD): com bactérias aderidas ao acaso, por toda a superfície celular; 

Adesão agregativa (AA): quando as bactérias se aderem sobre a célula e nos espaços 

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

Adesão AL - like (ALL): quando as bactérias aderidas aparecem em microcolônias 

muito pequenas em menos de 1% das células, com apenas 3 horas de incubação, e quando 

esse período de incubação é prolongado para 6 horas essas microcolônias aparecem em 

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

5.8.2. TESTE DE INVASÃO 

 

 

Os testes de invasão qualitativo e quantitativo foram realizados baseando-se na técnica 

descrita por Francis et al (1991) com algumas modificações. Para a realização destes testes, as 

amostras foram testadas quanto à sensibilidade à gentamicina pelo teste de difusão 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 

invasão quantitativo, as amostras foram diluídas em solução salina 0,85% estéril para a 

obtenção de uma concentração de aproximadamente 3,0 x 108  bactérias/ml.  

 

5.8.2.2. Teste de invasão qualitativo 
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O teste foi realizado sob as mesmas condições descritas para o teste de adesão com a 

diferença que as células HEp-2 foram inoculadas com 100 µl das culturas bacterianas. Após o 

período de incubação a 37ºC por 3 horas as células foram lavadas 4 vezes com PBS.  Em 

seguida, 1 ml de meio MEM-SFB 10% acrescido de 100µg/ml de uma solução de 

gentamicina foi adicionado aos tubos que foram incubados a 37ºC por mais uma hora. Após 

este período, o meio de cultivo foi desprezado, sendo as células lavadas por mais 4 vezes com 

PBS. A fixação e coloração das células foram realizadas seguindo-se a mesma metodologia 

do teste de adesão. Como resultado observou-se bactérias internalizadas nas células utilizadas 

neste estudo. Foram utilizados como controles as amostras M90T.  

 

5.9. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA  

 

 Os Testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de difusão 

em disco, em ágar de Mueller Hinton (Becton Dickinson) com discos antimicrobianos 

comerciais (Sanofi Diagnostics Pasteur) (Bauer et al. 1996). Os antibióticos utilizados serão 

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 fármacos antimicrobianos: - Aminoglicosídeos 

(30μg/Amicacina, 10μg/Gentamicina e 30μg/Tobramicina); - Penicilinas (10µg/Ampicilina, 

10µg/Amoxilina e piperaciclicina 10μg/Piperacilina associado ao Tazobactam);  - 

Cefalosporinas (30μg/Cefepima; 30µg/Cefazolina, 30µg/Cefepime, 30µgCefuroxima); - 

Carbapenêmicos (10μg/Iminpinem, 10μg/Meropenem); - Monobactâmicos 

(30μg/Aztreonam); - Fluoroquinolonas (10μg/Norfloxacino e 5μg/Ciprofloxacino/ 

5μg/Levofloxacino) e grupo das Polimixinas (300un/Polimixina B).    

 Para realização desse teste, inicialmente foi feita uma suspensão bacteriana, 

transferindo-se os isolados para tubo contendo caldo LB, e então incubados a 37°C durante 

18h a 24h para alcançar a concentração de 1,5 x 108 bactérias/mL, lidas em espectrofotômetro 

com absorbância de 625 nm e confirmadas através da turvação do tubo 0,5 da escala 

nefelométrica de McFarland. Posteriormente, uma alçada da suspensão foi transferida para 

placas de petri contendo meio Agar Mueller Hinton (AMH) e, com o auxílio de um carimbo 
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para antibiograma, foram adicionados discos impregnados com antibióticos, que então foram 

incubados por 37°C em estufa, por um período de 24 horas. Decorrido esse período, foram 

analisados os diâmetros formados ao redor dos discos, e então interpretados utilizando tabela 

padrão para classificar o nível de suscetibilidade aos antibióticos testados, como sensibilidade 

(S), ou resistência (R). 

 

5.10. TESTE DE FORMAÇÃO 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 período de 24 horas. Em 

seguida 200 µL da suspensão bacteriana foi inoculada em placas de poliestireno de 96 poços, 

e realizados micro diluições, e lidas em espectrômetro com absorbância de 650nm, afim de se 

obter uma suspensão de 1x108 UFC/µL. Realizada as micro diluições, 200 µL da suspensão 

bacteriana foi inoculada em triplicada, em uma nova placa de poliestireno de 96 poços, então 

incubadas a 37°C durante 24 horas. 

 Transcorrido esse período, as suspensões bacterianas foram aspiradas e cada poço foi 

lavado por 3 vezes, com 200 µL de solução fisiológica estéril. Após, foi realizada a fixação 

com 200 µL 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 µL de 

solução cristal violeta a 2% e incubadas a temperatura ambiente, por 30 min. A seguir as 

placas foram lavadas em água corrente, e secas em temperatura ambiente, acrescentado 200 

µL de ácido acético.  

Após esse período, foi realizada a leitura da absorbância 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 absorbância de cada amostra (DOa) foi obtido da média 

aritmética dos valores dos 3 poços. Esse valor foi comparado com a absorbância da densidade 

ótica (DO controle negativo), e para determinar o grau de aderência foi utilizada a seguinte 

classificação:  

 Não aderente: DOisolado ≤ DOc-  

 Fracamente aderente DOisolado < DOc- ≤ DOc-2 

 Moderadamente aderente: DOisolado < DOc-2 ≤ DOc-4 
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 Altamente aderente DOc-4 ≤ DOisolado  

DOc-: Densidade ótica do controle negativo. 

5.11. DOSAGEM DE CD14 SOLÚVEL (sCD14). 

 

 

 As concentrações de sCD14 foram determinados pelo método de Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) em placas de 96 poços (Cell Sciences e R & D Systems). 

Inicialmente a placa foi sensibilizada com o anticorpo primário (anti-human CD14 Antibody; 

Cat N° MAB3833; Lot. AW1091610A; R&D Systems), diluído em tampão de carbonato-

bicarbonato (0,05M; pH 9,6). Posteriormente a sensibilização, foi feito o bloqueio com 

tampão PBS/BSA (PBS pH 7,4; albumina bovina a 3%). Em seguida, os soros (diluídos 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 

poço da placa. Na sequência adicionou-se o anticorpo secundário (anti-human CD14 

Biotinylated Antibody; Cat N° BAR0714031; R&D Systems). Posteriormente foi adicionado a 

estreptavidina e a reação foi revelada com tampão de revelação (tampão citrato-fosfato + 

TMB + H2O2 30%) e cessada com H2O4 (2,0M). A leitura foi feita por meio colorimétrico 

(densidade óptica – DO), utilizando espectrofotômetro para leitora de placas de ELISA (BIO-

RAD Microplate Reader iMark TM) na absorbância de 450 nM.  

 

5.12. DOSAGEM DE CITOCINAS SÉRICAS 

 

 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 

recomendações descritas pelo fabricante, com o Kit BDTM 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, TNFα, 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-1β, IL-6, IL-10, TNF e 

IL-12. Para o cálculo das concentrações de pg/mL e Intensidade Média de Fluorescência 

(MFI) de cada citocina foi utilizado o software FCAP-ArrayTM (v3.0.1). Para este estudo, 

foram utilizadas as citocinas destacadas em negrito. 

 

5.13. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
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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 versão 5.0 com as 

variações calculadas por χ2. Entre múltiplas de grupos foi realizada Teste utilizado foi teste de 

Kruskal-Wallis juntamente com o teste de comparações multiplas de hommel, As diferenças 

significativas foram consideradas quando os valores de p foram menores ou iguais a 0,05. 

 As diferenças encontradas nas comparações múltiplas foram diferenciadas em (a) ou 

(b). Os resultados considerados estatisticamente significativos quando p<0,05 e intervalo de 

confiança (IC) de 95%. O grau de significância classificado na forma de asterisco (*) indicará 

p<0,05; (**) p<0,005 e (***) p<0,0005. Em todas as análises de comparações, os testes 

utilizados assumiram o desvio da hipótese nula em um só sentido.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1.  CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO DE ESTUDO, DADOS 

SOCIOECONÔMICOS. 

 

 

 O estudo contou com 52 pacientes de ambos os sexos, provenientes do setor de 

internação da FMT-HVD, tiveram as fezes coletas, material biológico necessário para 

realização deste estudo. Portanto, os resultados descritos a seguir serão referentes a esses 

pacientes. 

A frequência 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. Características da população de estudo. 
Caracteristicas da população (N=52) % 

Idade (média ± DP) 34,7 ± 15,53   

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% são mulheres e a maioria dos participantes homens com 44,23%. Em relação a 

contagem de carga viral (CV) e células TCD4+ a maiora dos pacientes 53,84% apresentaram 

>500cópiasRNAviral <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% são homens e 5,76% são participantes mulheres, o 

grupo 4 é composto em grande maioria de homens 11,53% e cerca de 3,84% são mulheres 

(Tabela 04). 

Tabela 4. Dados quanto a TARV, contagem de carga viral e células TCD4+ dos pacientes 

incluídos no estudo. 

  

TARV (+)  

n (%) 

TARV (–)  

n (%) 

Grupo 1  

n (%) 

Grupo 2  

n (%) 

Grupo 3  

n (%) 

Grupo 4  

n (%) 
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Mulheres 3 (5,76) 13 (25) 9 (17,30) 2 (3,84) 3 (5,76) 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 não fazem o uso de TARV.  

Grupo 1: >500cópiasRNAviral <200CD4mm3; Grupo 2: <500cópiasRNAviral_<200CD4mm3; Grupo 3: 

>500cópiasRNAviral_>200CD4mm3; Grupo 4: <500cópiasRNAviral_>200CD4mm3. 

 

 Quanto aos dados socioeconômicos 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 nível superior incompleto. Ao que se 

refere a renda cerca de 26,92% dos pacientes relataram não possuir renda, a maioria dos 

pacientes 34,61% relataram possuir mais que um salário mínimo, 21,15% relataram possuir 

dois ou mais salários mínimos, e 17,30% dos pacientes possuem salário mínimo (Gráfico 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1.  Gráfico comparativo entre escolaridade e renda média dos participantes do estudo. 
   

 Em relação 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 não souberam informar o tipo de moradia, isso se 

deve provavelmente ao fato de que a maioria desses participantes não teriam moradia fixa na 

cidade de Manaus. Os dados de saneamento básico demonstram que a maioria dos 

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

Dados socioeconômicos totais 
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fossa séptica e 11,53% fazem uso de fossa asséptica como meio de instalação sanitária 

(Gráfico 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2. Gráfico comparativo ao que se refere a moradia e instalação sanitária dos pacientes do estudo. 
 

  Quanto ao abastecimento de água encanada 69,23% dos participantes relatam o uso, 

seguido de 23,07% para o uso de água de poço, 1,92% dos participantes alegaram o uso de 

água de rio ou igarapé respectivamente, e cerca de 3,84% dos participantes não souberam 

informar o abastecimento de água ao qual utilizavam. Cerca de 36,53% dos participantes 

relatam consumir água sem tratamento, seguido de 26,92% de consumo de água filtrada e 

cerca de 17,30% relatam o uso de água mineral, cerca de 7,69% fazem uso de água clorada, e 

3,84% dos participantes relataram uso de água fervida ou não souberam informar qual o tipo 

de água consumida (Grafico 3). 
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Gráfico 3. Gráfico comparativo entre o tipo de abastecimento de água e consumo de água para beber entre os 

participantes do estudo. 

 

6.2. SINAIS E SINTOMAS 

 Os dados referentes aos sinais e a sintomatologia clínica, a maioria dos participantes 

apresentou algum sintoma em alguma fase da doença, 26,92% dos participantes apresentam 

episódios de diarreia, a maioria dos participantes do estudo 38,46% apresentam desidratação, 

17,30% relatam febre, 11,53% dos pacientes apresentaram vômito, e apesar de menos 

frequente, 9,61% declararam a presença de sangue visível nas fezes (Gráfico 4). 

 

Gráfico 4. Porcentagem de sinais e sintomas nos pacientes inclusos no estudo.  
*SVF: Sangue visível nas fezes; *Em vermelho claro: sinais (diagnósticados clinicamente); Vermelho escuro: 

sintomas relatados pelos pacientes. 

 

6.3. GÊNEROS 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, não houve crescimento 

bacteriano em nenhum dos meios utilizados no estudo. 

 Quanto ao crescimento bacteriano, foi verificado através do teste bioquímico, 

predomínio dos gêneros de E.coli (38,46%), seguido de Klebsiella (15,38%), Pseudomonas 

(15,38%), Salmonella (3,84%), Shigella (1,92%), e nos 23,07% estão presentes outros 

gêneros bacterianos (Gráfico 5). 
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Gráfico 5.Frequência de enterobactérias nas fezes dos pacientes HIV/AIDS do estudo. 

 

6.4.  FREQUÊNCIA DE ENTEROBACTÉRIAS POTENCIALMENTE 

PATOGÊNICAS E RESISTENTES 

Quanto a presença de bactérias potencialmente patogênicas e resistentes por grupo, a 

maioria dos participantes apresentaram mais de uma bactéria com potencial patogênico, do 

total de participantes do grupo 1 apresentaram E.coli (62,5%), Klebsiella spp. (42,85%) e 

Salmonella spp. (28,57%) como bactérias patogênicas. De (66,66%) o grupo 2 apresentou 

maior frequência de E.coli (33,33%), 10% do grupo 3 apresentou Klebsiella spp (100%) e 

Pseudomonas spp (100%) como bactérias de predominância, quanto ao grupo 4, cerca de 

44,44% dos participantes, apresentaram todos os gêneros 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 resistência a mais de 3 

antibióticos testados no estudo (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Frequência de enterobactérias por grupo experimental. Dados de resistência 

expressos em porcentagem, e por bactérias resistentes a mais de 1 antibiótico cada. 

Grupos 

Frequência de BPP* por 

paciente  

n (%) 

Frequência de BPPR* (%) 

E.coli 
Kleb 

spp. 

Salm 

spp. 

Shig 

spp. 

Pseud 

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 patogênico. *BPPR: Bactérias com potencial patogênico e resistentes aos 

antibióticos testados no estudo. 
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Grupo 1: >500cópiasRNAviral <200CD4mm3; Grupo 2: <500cópiasRNAviral_<200CD4mm3; Grupo 3: 

>500cópiasRNAviral_>200CD4mm3; Grupo 4: <500cópiasRNAviral_>200CD4mm3. 

 

 

 

6.5. TESTE DE RESISTÊNCIA BACTERIANA (ANTIBIOGRAMA) 

 

 Devido à frequência de isolados, foram realizados um total de 40 antibiogramas. A 

partir dos dados referentes à sensibilidade e resistências dos isolados antimicrobianos, obteve-

se os resultados de sensibilidade e resistência 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.  Resistência Bacteriana Específica 

 

 Os 20 isolados de Escherichia coli, apresentaram maior resistência para Cefazolina 

(85%), Tobramicina (90%), Ceftazidima (60%), Cefepime (60%), Nitrofuratoína (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 

ácido clavulânico (55%) (Tabela 06). 

 Dos 8 isolados de Klebsiella spp., submetidos ao estudo, todos apresentaram resistência 

natural a Ampicilina (100%), porém todos os isolados apresentaram também resistência a 

Ceftazidima (100%), (50%) dos isolados apresentaram resistência a Sulfametoxazol associado 

ao trimetropim. Em contrapartida, os isolados (100%) foram sensíveis a Gentamicina, 

(87,5%) Ciprofloxacina, e (75%) foram sensíveis à 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 sensíveis ao demais 

antimicrobianos testados (Tabela 06).  
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Tabela 6. Resultado dos testes de resistência microbiana para os isolados de Escherichia coli, 

Klebsiella spp. e Pseudomonas spp. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados expressos em porcentagem. AMC: Amoxicilina+ácido clavulânico; 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 sensíveis aos antimicrobianos testados, 

os isolados foram sensíveis 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 sensível 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. 

Antibióticos Salmonella spp. Shigella spp. 

Amicacina Sensíveis  Sensível 

Cefepime Resistente  Resistente 

Ceftazidima Resistente  Resistente 

Ciprofloxacina  Sensíveis  Resistente 

Gentamicina Sensíveis  Sensível 

Meropenem Sensíveis Resistente 

Norfloxacina Sensíveis  Resistente 

Piperaciclina+ tazobactam Sensíveis  Sensível 

Polimixina B Sensíveis  Sensível 

Tobramicina Resistente  Resistente 

Cefazolina Ceftazidima Cefepime Cefuroxima Nitrofuratoína Tetraciclina Tobramicina 

Resistência 85 60 60 55 50 55 90

Aztreonam AMC Ceftrioxona Ciprofloxacina Clorafenicol Gentamicina SAM

Sensibilidade 90 55 85 60 75 55 70

Ampicilina Ceftazidima SXT

Resistência 100 100 50

Aztreonam Amicacina Ciprofloxacina Gentamicina Meropenem Norfloxacina

Sensibilidade 75 75 100 87 75 75

Cefepime Ceftazidima Ciprofloxacina Impinemem Norfloxacina

Resistência 75 50 25 25 25

Amicacina Aztreonam Gentamicina Levofloxacina Meropenem PPT Polimixina B Tobramicina

Sensibilidade 100 100 100 100 100 100 100 100

Escherichia coli

Klebsiella spp.

Pseudomonas spp.
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6.6.  ENSAIO DE PRODUÇÃO DE BIOFILME 

 

 Os isolados de Klebsiella spp. testadas para a produção de biofilme, mostraram 

potenciais diferentes para a formação de biofilme sob as mesmas condições de 

experimentação. A maior produção de biofilme entre as amostras testadas, foi do isolado 

K0013, seguido pelo K0009, K0020 e K0028 respectivamente. Os isolados K0020B, K0060, 

K0063 e K0041 apresentaram capacidade moderada para a produção de biofilme, se 

comparado com a cepa controle. Os isolados de Klebsiella spp. positivas para a formação de 

biofilme, foram aquelas que produziram DO ≥ 0,200 (Gráfico 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 6. Capacidade de formação 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 

formação de biofilme. Os resultados demonstram que os isolados clínicos P0009, P0028 e 

P0030 apresentaram alta capacidade de formar biofilme. Outro isolado P0009 apresentou 

capacidade fraca para a produção de biofilme. Outro dois isolados P0030B e P0030C 

mostrou-se com capacidade moderada e fraca, respectivamente. Os isolados P0010B e P0010 

apresentaram capacidade moderada para a produção de biofilme se comparados com a cepa 

controle. Os isolados de Pseudomonas capazes de formar biofilme forte, são aqueles que 

produzem OD ≥ 0,200 (Gráfico 7). 
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Gráfico 7. Capacidade de formação 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 ADESÃO  

 

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

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

testes de 3h, (30%) apresentou perfil de adesão indetectável, (20%) apresentou perfil de 

adesão atípico (não comum ao gênero), (30%) apresentaram perfil de adesão difusa, (10%) 

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

nenhum perfil de adesão (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Fenótipo de adesão dos isolados de E.coli identificados em cada paciente. 
Amostra Gênero bacteriano Ensaio Tempo Perfil Figura 

HIV INT 0002a  E.coli Adesão 3h perfil de adesão indetectável 08 

HIV INT 0002b E.coli Adesão 3h perfil de adesão atípico 08 

HIV INT 0002c  E.coli Adesão 3h perfil de adesão atípico 08 

HIV INT 0002d  E.coli Adesão 3h perfil de adesão atípico 08 

HIV INT 0002e  E.coli Adesão 3h sem célula 08 

HIV INT 0006a E.coli Adesão 3h adesão difusa 09 

HIV INT 0006b  E.coli Adesão 3h perfil de adesão indetectável 09 

HIV INT 0006c  E.coli Adesão 3h adesão difusa 09 

HIV INT 0006d  E.coli Adesão 3h perfil de adesão indetectável 09 

HIV INT 0009  E.coli Adesão 3h adesão difusa 10 
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HIV INT 0032 E.coli Adesão 3h sem célula / 

HIV INT 0044a  E.coli Adesão 3h adesão difusa 11 

HIV INT 0044b  E.coli Adesão 3h adesão difusa 11 

HIV INT 0046a  E.coli Adesão 3h perfil de adesão atípico 12 

HIV INT 0046b E.coli Adesão 3h perfil de adesão indetectável 12 

HIV INT 0046c E.coli Adesão 3h perfil de adesão indetectável 12 

HIV INT 0063a  E.coli Adesão 3h perfil de adesão atipíco 13 

HIV INT 0063b  E.coli Adesão 3h adesão difusa 13 

HIV INT 0064  E.coli Adesão 3h sem adesão 14 

HIV INT 00101 E.coli Adesão 3h sem adesão 15 

 

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

 

 

Figura 7. Perfil de adesão das cepas positivas para os patótipos de E.coli. a) Adesão difusa; b) Perfil de adesão 

atípico; c). Sem células; d) Perfil de adesão atípico; 0002e) Adesão difusa. Células Hep-2 cultivadas foram 

incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com Ac. 

Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

 

Figura 8: Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0002). 0002a) Adesão indetectavél; 

0002b) Perfil de adesão atípico; 0002c) perfil de adesão indetectável; 0002d) Perfil de adesão atípico. Células 

Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram 

lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   
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Figura 9. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0006). 0006a) Adesão difusa; 0006b) 

Perfil de adesão indetectável; 0006c) perfil de adesão difusa; 0006d) Perfil de adesão indetectável. Células Hep-

2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e 

fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).  

 

 
Figura 10. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0009). 0009) Perfil de adesão difusa. 

Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células 

foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

 

 
Figura 11. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0044).0044a) Perfil de adesão difusa; 

0044b) Perfil de adesão difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio 

MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas 

pelo Kit Panótico (Laboclin). 
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Figura 12. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0046). 0046a) Perfil de adesão atípico; 

0046b) Perfil de adesão indetectável; 0046c) Perfil de adesão indetectável. Células Hep-2 cultivadas foram 

incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com Ac. 

Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin). 

 

 

 
Figura 13: Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0063). 0063a) Perfil de adesão 

indetectável; 0044b) Perfil de adesão atípico. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 

horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. 

Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin). 

 

 

 

 
Figura 14. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0064). 0044a) Sem perfil de adesão. 

Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células 

foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin). 
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Figura 15. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 00100).  00100) sem perfil de adesão. 

Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células 

foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin). 

 

Os 20 isolados de E.coli foram submetidos ao teste de 6H de adesão, os resultados 

demonstram que a maioria (60%) apresentou mudança no perfil de adesão, (55%) apresentou 

perfil de adesão difuso, cerca de (15%) apresentou um perfil de adesão atípico, (5%) 

apresentou perfil de adesão agregativo, (20%) apresentou nenhuma células presentes na 

lâmina, (5%) não apresentou perfil de adesão, e 1 amostra apresentou um perfil inconclusivo 

no teste, possivelmente por estresse celular causado pelo tempo de exposição da célula ao 

teste (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Fenótipo de adesão de 6horas, dos isolados de E.coli identificados em cada 

paciente. 
Amostra Gênero bacteriano Ensaio Tempo Perfil Figura 

HIV INT 0002a  E.coli Adesão 6h adesão difusa 16 

HIV INT 0002b  E.coli Adesão 6h perfil de adesão atípico 16 

HIV INT 0002c  E.coli Adesão 6h sem células / 

HIV INT 0002d  E.coli Adesão 6h Inconclusiva 16 

HIV INT 0002e  E.coli Adesão 6h sem célula / 

HIV INT 0006a E.coli Adesão 6h perfil de adesão atípica 17 

HIV INT 0006b E.coli Adesão 6h adesão difusa 17 

HIV INT 0006c E.coli Adesão 6h adesão difusa 17 

HIV INT 0006d E.coli Adesão 6h adesão agregativa 17 

HIV INT 0009 E.coli Adesão 6h perfil de adesão atípico 18 

HIV INT 0032 E.coli Adesão 6h sem células / 

HIV INT 0044a E.coli Adesão 6h adesão difusa 19 

HIV INT 0044b E.coli Adesão 6h adesão difusa 19 

HIV INT 0046a E.coli Adesão 6h sem células 20 

HIV INT 0046b E.coli Adesão 6h adesão difusa 20 

HIV INT 0046c E.coli Adesão 6h adesão difusa 20 

HIV INT 0063a E.coli Adesão 6h adesão difusa 21 

HIV INT 0063b E.coli Adesão 6h adesão difusa 21 
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HIV INT 0064 E.coli Adesão 6h adesão difusa 22 

HIV INT 00101 E.coli Adesão 6h adesão difusa 23 

 

 

 

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

 

 
Figura 16. Perfil de adesão do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0002). 0002a) Adesão difusa; 0002b) 

Perfil de adesão atípico; 0002c). Sem células; 0002d) Perfil de adesão inconclusivo. Células Hep-2 cultivadas 

foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com 

Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   
 

 

 

 
Figura 17. Perfil de adesão do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0006). 0006a)Perfil de adesão atípico. 

0006b) Perfil de adesão difusa 0006c) Perfil de adesão difusa. 0002d) Perfil de adesão agregativa. Células Hep-2 

cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e 

fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin). 
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Figura 18. Perfil de adesão do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0009). 0009) Perfil de adesão atípico. Células Hep-2 

cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com 

Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

 

 
Figura 19. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0044). 00044a) Perfil de adesão difusa. 0044b) 

Perfil de adesão difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin). 

 

 

 

 
Figura 20. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0046). 0046a) Adesão difusa. 0046b) 

sem células na lamínula 00046c) Perfil de adesão difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com 

bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. 

Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   
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Figura 21. Perfil de adesão dos isolados de E.coli do paciente (HIV INT 0063). 0063a) Perfil de adesão difusa. 

0063b) Perfil de adesão difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio 

MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas 

pelo Kit Panótico (Laboclin).  
 

 
Figura 22. Perfil de adesão do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 0064). 0064a) Adesão difusa. Células Hep-2 

cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com 

Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

                      
Figura 23. Perfil de adesão do isolado de E.coli do paciente (HIV INT 00100). 00100a) Adesão difusa. Células Hep-2 

cultivadas foram incubadas com bactérias por 6 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram lavadas e fixadas com 

Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   
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Os 8 isolados de Klebsiella spp submetidos ao experimento, durante 3h de teste, a 

maioria (62,5%) apresentou perfil padrão de adesão agregativo, (12,5%) apresentou perfil de 

adesão difusa, em (12,5%) não houve presença de células na lamínula. Durante os 

experimentos de 6 horas de incubação, (50%) não apresentou células na lamínula, apenas 

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

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

 

Tabela 10. Fenótipo de adesão dos isolados de Klebsiella spp. identificados em cada paciente. 
 

Amostra Gênero bacteriano Ensaio 

Período 

de 

incubação 

Perfil de Adesão Figura 

HIV INT 0009  Klebsiella spp Adesão 3h adesão agregativo 24 

HIV INT 0013 Klebsiella spp Adesão 3h adesão agregativo 24 

HIV INT 0020D Klebsiella spp Adesão 3h adesão agregativa 25 

HIV INT 0020 Klebsiella spp Adesão 3h adesão agregativa 25 

HIV INT 0028 Klebsiella spp Adesão 3h sem células 26 

HIV INT 0041 Klebsiella spp Adesão 3h adesão difusa 26 

HIV INT 0060 Klebsiella spp Adesão 3h adesão agregativa 27 

HIV INT 0063 Klebsiella spp Adesão 3h perfil de adesão atípico 27 

HIV INT 0009 Klebsiella spp Adesão 6h sem célula 28 

HIV INT 0013 Klebsiella spp Adesão 6h adesão agregativa 28 

HIV INT 0020D Klebsiella spp Adesão 6h sem célula 29 

HIV INT 0020 Klebsiella spp Adesão 6h adesão agregativa 29 

HIV INT 0028 Klebsiella spp Adesão 6h sem células 30 

HIV INT 0041 Klebsiella spp Adesão 6h adesão difusa 30 

HIV INT 0060 Klebsiella spp Adesão 6h sem células 31 

HIV INT 0063 Klebsiella spp Adesão 6h adesão difusa 31 

 

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

  

 

Figura 24.  Perfil de adesão dos paciente com presença de isolados de Klebsiella spp.  0009) Adesão Agregativa; 0013) 

Adesão Agregativa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   
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Figura 25. Perfil de adesão dos paciente com presença de isolados de Klebsiella spp. 0020) Adesão Agregativa; 0020D) 

Adesão Agregativa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

 

 

Figura 26. Perfil de adesão dos pacientes com presença de isolados de Klebsiella spp.  0028) Sem célula na lamínula; 0041) 

Adesão Agregativa; Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células 

foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).  

  

 
Figura 27. Perfil de adesão dos pacientes com presença de isolados de Klebsiella spp. 0060) Adesão Agregativa; 0063) Perfil 

de adesão atípica. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   
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6.7.4. Ensaio de adesão de 6H dos isolados de Klebsiella spp. identificados no estudo. 

 

 

Figura 28. Perfil de adesão dos paciente com presença de isolados de Klebsiella spp. 0009) Sem células na lâmina; 0013) 

Adesão Agregativa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

 

Figura 29. Perfil de adesão dos paciente com presença de isolados de Klebsiella spp.  0020) Adesão Agregativa; 0020D) sem 

células na lâmina. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

 

Figura 30. Perfil de adesão dos pacientes com presença de isolados de Klebsiella spp. 0028) Sem célula na lamínula; 0041) 

Adesão Agregativa; Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células 

foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).  
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Figura 31. Perfil de adesão dos pacientes com presença de isolados de Klebsiella spp. 0060) Sem células na lâmina; 0063) 

Perfil de adesão difusa. Células Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 3 horas com Meio MEM-SFB. Após, as 

células foram lavadas e fixadas com Ac. Pícrico, Ac. Acético glacial. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).   

 

6.8. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

Os 21 isolados de E.coli identificados fenotipicamente por testes bioquimicos, foram 

submetidos à técnica de PCR para verificação de genes de virulência, 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 amplificações de 1487 

pb previstas para os iniciadores uidA “forward” e “reverse”, referentes a β-glucosidase (Fig. 

33). 

Dos 20 isolados de E.coli, apenas 1 apresentou amplificação correspondente ao gene 

invE (766 bp), mostrando, possível capacidade de invasão (Figura 32). Onze (55%) de nossas 

amostras amplificaram para o gene ast1 (102 pb) (dados não mostrados) o que se refere à 

presença de enterotoxinas. Destes mesmos isolados, 12 (60%) apresentou amplificação para o 

gene dAAe (420 pb) referente ao patótipo de DAAEC, caracterizada pelo fenótipo de adesão 

difusa. Outro gene amplificado para duas de nossas amostras de E.coli foi o eae (917 pb) 

(dados não mostrados). Nenhum de nossos isolados de E.coli  apresentou amplificação para 

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

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificações geradas com os iniciadores uidA (forward 

e reverse) referente ao gene uidA. Isolados de E.coli representando as amplificações para esse gene; 

C(-): Controle negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen. 
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Amostras Bactéria uidA ast1 bfpB dAAe eae eaf escV invE stx1 stx2 AL AD AA ALL AATP SC ID S/AD

HIV INT 0002a E. coli

HIV INT 0002b E. coli c

HIV INT 0002c E. coli

HIV INT 0002d E. coli

HIV INT 0002e E. coli

HIV INT 0006a E. coli

HIV INT 0006b E. coli

HIV INT 0006c E. coli

HIV INT 0006d E. coli

HIV INT 0009 E. coli

HIV INT 0032 E. coli

HIV INT 0044a E. coli

HIV INT 0044b E. coli

HIV INT 0046a E. coli

HIV INT 0046b E. coli

HIV INT 0046c E. coli

HIV INT 0063a E. coli

HIV INT 0063b E. coli

HIV INT 0064 E. coli

HIV INT 00100 E. coli

Genes de virulência Fenótipo de adesão

Adesão 3 horas

Quadro 2. Quadro comparativo dos genes de virulência dos isolados de E.coli e seus fenótipos de adesão de 3 horas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Preto: Amostras positivas; Cinza: Amostras negativas. 

AL: Adesão localizada; AD: Adesão Difusa; AA: Adesão agregativa; ALL: Adesão Al- like; AATP: Adesão atípica; SC: Sem célula; ID: Indetectavél; S/AD: Sem adesão. 
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Quadro 3.  Quadro comparativo dos genes de virulência dos isolados de E.coli e seus fenótipos de adesão de 6 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preto: Amostras positivas; Cinza: Amostras negativas. 

AL: Adesão localizada; AD: Adesão Difusa; AA: Adesão agregativa; ALL: Adesão Al- like; AATP: Adesão atípica; SC: Sem célula; IC: Adesão inconclusiva; S/AD: Sem 

adesão. 

 

 

 

 

 

 

Amostras Bactéria uidA ast1 bfpB dAAe eae eaf escV invE stx1 stx2 AL AD AA ALL AATP SC IC S/ AD

HIV INT 0002a E. coli

HIV INT 0002b E. coli

HIV INT 0002c E. coli

HIV INT 0002d E. coli

HIV INT 0002e E. coli

HIV INT 0006a E. coli

HIV INT 0006b E. coli

HIV INT 0006c E. coli

HIV INT 0006d E. coli

HIV INT 0009 E. coli

HIV INT 0032 E. coli

HIV INT 0044a E. coli

HIV INT 0044b E. coli

HIV INT 0046a E. coli

HIV INT 0046b E. coli

HIV INT 0046c E. coli

HIV INT 0063a E. coli

HIV INT 0063b E. coli

HIV INT 0064 E. coli

HIV INT 00100 E. coli

Fenótipo de adesão

Adesão 6 horas

Genes de virulência



83 
 

Para a verificação genotípica de Klebsiella, os isolados foram submetidos à 

amplificação dos iniciadores Kvar “foward” e “reverse” (997 pb) no qual é refere ao gênero 

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 amplificação de três de nossas amostras, para o blaVIM (500 pb) apenas uma 

amostra apresentou amplificação, apenas uma amostra apresentou amplificação para o gene 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificações geradas com os iniciadores Kvar (forward e reverse) 

referente ao gene Kvar. Isolados de Klebsiella representando as amplificações para esse gene; C(-): Controle 

negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificações geradas com os iniciadores blaKPC (forward e 

reverse) referente ao gene blaKPC. Isolados de Klebsiella representando as amplificações para esse gene; C(-): 

Controle negativo; e (+) Controle positivo. Marcador de 1kb da invitrogen. 

 

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

Figura 34. Amplificação de 1000 pb correspondentes ao gene blaKPC. 
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Figura 35. Amplificação de 593 pb correspondentes ao gene blaCTX-M. 

Legenda. Gel de agarose a 1% demonstrando amplificações geradas com os iniciadores blaCTX-M (forward e 

reverse) referente ao gene blaCTX-M. Isolados de Klebsiella representando as amplificações 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 resistência medicamentosa e a suceptibilidade antimicrobiana para os isolados de Klebsiella 

spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AKN: Amicacina; AMP: Ampicilina; ATM: Aztreonam; CAZ: Ceftazidima; CIP: Ciprofloxacina; HLG: Gentamicina; MEM: Meropenem; 

NXN: Norfloxacina; SXT: Sulfametoxazol+ trimetropim. 
 

 

 

Amostras Bactéria Kvar blaCTX-M blaSHV blaTEM blaKPC blaIMP blaVIM BlaSPM AKN AMP ATM CAZ CIP HLG MEM NXN SXT

HIV INT 0009 klebsiella spp.

HIV INT 0013 klebsiella spp.

HIV INT 0020D klebsiella spp.

HIV INT 0020 klebsiella spp.

HIV INT 0028 klebsiella spp.

HIV INT 0041 klebsiella spp.

HIV INT 0060 klebsiella spp.

HIV INT 0063 klebsiella spp.

Antibióticos                 Genes de resistencia
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6.9. ENSAIO DE INVASÃO 

 Para o experimento, foram avaliados os perfis de invasão 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 invasão. Os outros 

isolados avaliados no experimento 2 Salmonella spp e 1 Shigella spp, também não 

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

Tabela 11. Fenótipo de invasão dos isolados de Klebsiella spp, Salmonella spp, Shigella spp. 

identificados em cada paciente. 
Amostra Tipo de "bac" Ensaio Tempo de incubação Perfil 

HIV INT 0009 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0013 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0020 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0020B Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0028 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0041 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0063 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0060 Klebsiella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0015 Salmonella spp Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0028 Salmonella spp. Invasão 1h sem invasão 

HIV INT 0032 Shigella spp Invasão 1h sem invasão 

 

 

 

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

 

 

Figura 36. Figura representativa do teste de invasão dos isolados submetidos, não houve invasão de nenhuma bactéria 

testada. Hep-2 cultivadas foram incubadas com bactérias por 1 horas com Meio MEM-SFB. Após, as células foram tratadas 

com gentamicina, lavadas e fixadas com Ac. pícrico. Após foram coradas pelo Kit Panótico (Laboclin).  

 



87 
 

6.10. DOSAGEM DE MARCADORES PLASMÁTICOS (sCD14 E CITOCINAS 

PLASMÁTICAS). 

 Os participantes do estudo tiveram a avaliação da translocação microbiana e do perfil 

inflamatório. Quanto às dosagens plasmáticas de sCD14, houve diferença estatística em todos 

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

Tabela 12. Níveis plasmáticos 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 Padrão.  

Grupo 1: >500cópiasRNAviral<200CD4mm3; Grupo 2: <500cópiasRNAviral<200CD4mm3; Grupo 3: 

>500cópiasRNAviral_>200CD4mm3; Grupo 4: <500cópiasRNAviral_>200CD4mm3. 

 

Ao que se refere aos valores de sCD14 entre os grupos não houve diferenças 

significativa, quanto às dosagens de citocinas, houve diferença estatística apenas com a TNF-

α analisada no estudo, com maior significância para o grupo 1 e 3, entre as outras citocinas 

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

Tabela 13. Níveis de sCD14 e citocinas entre os grupos experimentais do estudo. 

        

 

  

Variáveis 

Grupo   

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 P valor 

      

CD14ng/l 
mediana (IQR) 

 

3370.5 (1746,7542.8) 

 

1780 (1417,3233) 

 

1886 

(907.5,3228.5) 

 

1943 (1415,2179) 

 

 

0.767 

 

IL.17 
mediana (IQR) 

3.7 (1.5,10.5) 3.1 (0,8.8) 1.6 (0.2,7.5) 1.6 (0.2,2.3) 

 

0.829 

 

IL.6 
mediana (IQR) 

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 

 

IL.10 
mediana (IQR) 

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 

 

TNFα 
mediana (IQR) 

B 

0.4 (0,4.8) 
c 

0 (0,0) 
a 

10.6 (10.6,10.6) 
b 

1.1 (1.1,1.1) 

 

 

< 0.001 

 
IL.12p70 

mediana (IQR) 
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.1β 
mediana (IQR) 

0 (0,17.3) 2 (0.9,5.9) 0.7 (0,7.1) 0.1 (0,0.7) 

 

 

0.42 

 

 
IL.8 

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

 

Grupo 1: >500cópiasRNAviral <200CD4mm3; Grupo 2: <500cópiasRNAviral_<200CD4mm3; Grupo 3: 

>500cópiasRNAviral_>200CD4mm3; Grupo 4: <500cópiasRNAviral_>200CD4mm3. 

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

*Teste de Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas de hommel. 

*Letras distintas diferem ao nível de 0,05. 

 

Quando comparamos os resultados da análise bacteriana, frente aos resultados 

avaliativos de citocinas inflamatórias e marcadores de disbiose intestinal e translocação 

microbiana, podemos verificar há diferenças entre os grupos de pacientes portadores de 

bactérias patogênicas (BP), o grupo de pacientes sem crescimento bacteriano (SCB) e o grupo 

onde não houve crescimento de bactérias patogênicas (BNP). Mesmo não apresentando 

significância estatística, podemos notar que há sim uma diferença entre os grupos, com 

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

Tabela 14. Níveis plasmáticos de IL-17 dos participantes do estudo comparados ao grupo 

controle (Pacientes sem HIV). 
Grupos Média   Desvio padrão 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 patogênicas; BNP: Bactérias não patogênicas; SCB: Sem crescimento bacteriano. 
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7. DISCUSSÃO 

 

 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 incidências de constipação intestinal reduziram o n 

amostral inicialmente previsto. Dos 100 pacientes voluntários ao estudo, um pouco mais de 

50% conseguiram “entregar” as amostras biológicas de fezes, firmando assim nosso universo 

amostral em 52 pacientes.  

Isto não 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 prevalência de bactérias entéricas, 

bem como o fenótipo de resistência, foi a principal causa da diminuição da imunidade e a 

progressão clínica da doença (MARBOU et al., 2017). 

 

População do estudo e dados sócio-epidemiológicos 

 

 O público de maior frequência 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 diagnóstico e tratamento de 

doenças denominadas tropicais e/ou negligenciadas, além de centralizar não só o diagnóstico 

para o HIV, mas também ser centro de referência para o tratamento e prevenção desta 

infecção.  

O estrato populacional que atingimos neste estudo representa sem dúvidas o esperado 

para a Reigão Norte, o que se comunica como os demais estados da região em contínuo 

desenvolvimento, seja pela precariedade nos serviços de saneamento básico e índices de 

desenvolvimento humano, seja pela qualidade de vida (acesso à educação, saúde, renda, etc.) 

das populações que aqui residem.  

 

Identificação bacteriana e patogenicidade  

 

 Os testes de identificação clássica utilizados demonstraram um predomínio do gênero 

de Escherichia (38,46%), seguido 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 indivíduos infectados pelo 

HIV é composta em grande parte por gêneros bacterianos pertencentes da família das 

Enterobacteriaceae, onde estão inseridos as bactérias supracitadas, sugerindo que esses 

patógenos podem estar altamente associados à inflamação crônica e rápida progressão do HIV 

para AIDS (VUJKOVIC-CVINJIN et al., 2014). 

 A verificação da patogenicidade destes isolados, a partir da avaliação gênica de 

diagnóstico (caracterização gênero/espécie) e fatores de virulência, além de conferirem 

robustez aos resultados obtidos na análise clássica, permite a comparação fenotípica e 

genotípica desses isolados. Como por exemplo, na caracterização de gênero/espécie de E.coli 

(gene uidA), onde das duas amostras negativadas para esta triagem, uma apresentou 

positividade característica no ensaio celular.  

Muitos dados na literatura demonstram que a presença deste gene em isolados de E. 

coli, (responsável por codificar a β-D-glucuronidase), apesar de comum entre bactérias do 

gênero Shigella, a atividade enzimática é limitada apenas a E.coli. Isolados fecais dessa 

bactéria podem demonstrar negatividade para esta atividade, embora os genes sejam regiões 

conservadas nesses isolados (LASALD et al., 2005).  Uma pesquisa realizada por Farnleitner 

et al (2015), demonstrou que o gene uidA por não apresentar regiões polimórficas, foi o mais 

preciso na identificação dos 49 isolados de E.coli analisados em seu estudo (FARNLEITNER 

et al., 2015). 

Para os demais isolados, a pesquisa para a tipagem molecular, também confirmou os 

testes em meios diferencias e provas bioquímicas. E podemos notar que embora a triagem 

molecular tenha identificado poucas cepas com genes específicos para fatores de virulência 

classicamente atribuídos aos patógenos identificados. 

Mas, nossos dados mostram que os indivíduos incluídos no grupo de maior carga viral, 

e menor contagem de células CD4+ (Grupo1) apresentavam o maior número de bactérias 

patogênicas e com resistência antibiótica importante. Assim como Marbou & Kuete, que 

observaram em seu estudo que a partir da progressão da imunodeficiência devido ao aumento 

da carga viral do HIV, as doenças oportunistas bacterianas são observadas em grande maioria 

quando as contagens de CD4 caem para menos de 200 células/µL de sangue. E a alta 

administração de antibióticos durante esse período, parece contribuir para o desenvolvimento 

de resistência bacteriana nestes pacientes, colocando em risco o prognóstico favorável 

(MARBOU & KUETE, 2017).  
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Resistência microbiana 

 

Novamente vemos aqui, que os isolados de E.coli destacaram-se dos demais, pois 

foram os mais resistentes à maioria dos antibióticos testados, com maior resistência para a 

classe das cefalosporinas, principalmente à cefazolina (85%), cefepime (60%) e cefuroxima 

(55%). O mesmo perfil de sensibilidade tem sido descrito na literatura, onde cada vez mais se 

destaca a resistência aos antibióticos de linha de frente, no qual as cefalosporinas estão 

incluídas. O que se deve ao desenvolvimento da resistência à β-lactamase de espectro 

estendido (ESBL) que possui a capacidade de hidrolisar as cefalosporinas, e esta resistência 

têm sido cada vez mais relatada entre E. coli isoladas de indivíduos com HIV (LAMPRI et al., 

2012; PADMAVATHY et al., 2013). 

 Os gêneros de Klebsiella, Salmonella, Shigella e Pseudomonas, demonstraram que 

todos os gêneros encontrados foram resistentes a mais de um antibiótico da classe das 

cefalosporinas, e alto nível de resistência a múltiplas drogas, o que também condiz com os 

resultados encontrados em outras populações de pessoas vivendo com HIV (PVHIV). Nos 

últimos anos, a frequência de Enterobacteriaceae resistentes aos antibióticos 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 resistência microbiana um fator de preocupação mundial. 

 Já para os aminoglicosídeos, 54,05% dos isolados testados para Tobramicina, exceto 

os isolados de Pseudomonas spp, apresentaram resistência. E para as demais classes da 

família (gentamicina e amicanina), sensibilidade, embora a ação desses antibióticos no 

tratamento de infecções tem se tornado cada vez mais ineficaz (BLAIR et al., 2015; POTRON 

et al., 2015). 

 Na classe das quinolonas principalmente para ciprofloxacina e norfloxacina, as taxas 

de sensibilidade para o gênero de E.coli foram de 60% para ciprofloxacina, para os isolados 

de Klebsiella spp., 75% para norfloxacina e 87,5% para ciprofloxacina. E no gênero 

Salmonella spp., os isolados encontrados no estudo foram sensíveis para norfloxacina e 

ciprofloxacina respectivamente. Para o gênero Pseudomonas spp., a sensibilidade na família 

das quinolonas se ateve somente à ciprofloxacina e levofloxacina , o que conforme descrito 

por Bernard et al (2016), em pacientes ambulatoriais submetidos a uma curta exposição aos 

antibióticos desta classe, como a levofloxacina, foi suficiente para promover a eliminação de 

bactérias patogênicas nos pacientes (BERNARD et al.,2016). 
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No entanto, o único 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 à ciprofloxacina e norfloxacina (RAJPARA et al., 

2018). 

Os carbapenêmicos são os agentes antimicrobianos, mais eficazes contra bactérias 

gram-negativas, pois possuem um amplo espectro de atividade antibacteriana contra os 

membros da família Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae. Esses antimicrobianos são 

usados geralmente como drogas de último recurso para o tratamento de infecções causadas 

por bactérias multirresistentes (GARG et al., 2011). Nossos achados revelam que para a 

grande parte dos gêneros isolados, exceto o gênero 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 sensíveis a meropenem, e  apenas 25% dos isolados de Pseudomonas foram 

sensíveis ao impinemem. Rahimzadeh et al (2011), obsevou uma predominância de isolados 

de Pseudomonas aeruginosa resistentes ao imipenemem, compreendendo 51,4% das 

infecções causadas por essa bactéria nas enfermarias clinicas, comprovando que os hospitais 

são áreas onde os problemas de resistência estão preocupantemente elevados 

(RAHIMZADEH et al., 2011).  

 Frente aos β-lactâmicos, como ampicilina associado ao sulbactam, amoxilina 

associado ao ácido clavulânico, 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 resistência às penicilinas (ampicilina, amoxilina e piperaciclicina) quando 

utilizadas isoladamente, quando o uso é associado à antimicrobianos inibidores das enzimas 

de β-lactamase, a eficiência no tratamento de infecções causadas por estas bactérias, é de 

resolução eficiente (MARTINS & ABREU, 2010).  

 

Bactérias formadoras de Biofilme 

 

 A capacidade de formar biofilme em bactérias Gram-negativas é um importante fator 

de virulência a ser considerado, pois é através dele, que vários mecanismos “adaptativos” das 

bactérias podem ser adquiridos e transmitidos a outras cepas bacterianas. Aqui, foram 
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avaliados a capacidade da formação 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 são atribuídas 

mais comumente à essa característica, como no estudo realizado por Lima et al (2017) 

utilizando 20 isolados de Pseudomonas, provenientes de pacientes com diferentes infecções 

causadas por esta bactéria, que apresentou 75% de isolados produtores de biofilme, e destes, 

10% com alta capacidade de formação do biofilme.  E no estudo de Sanchez et al (2013) com 

126 isolados clínicos de Klebsiella spp., que demonstrou que 61,4% dos isolados eram 

produtores de biofilme, ilustrando assim a diferença entre estas cepas. 

Dos isolados de Klebsiella spp produtores de biofilme, 25% apresentaram resistência 

bacteriana e 75% apresentaram sensibilidade a múltiplos antibióticos. E para os isolados de 

Pseudomonas spp, 37,5% foram positivos para formação de biofilme, e destes, 33,33% 

mostram-se resistentes a múltiplos antibióticos contra 66,6% de sensibilidade. Sugerindo 

assim uma origem ambiental (ou “selvagem”) para estas bactérias e não, clínica e/ou 

hospitalar. 

Em nossos achados a formação de biofilme apesar do que se espera em relação à 

resistência microbiana, se mostrou controversa, visto que a maioria dos isolados que 

apresentaram produção significativa de biofilme demonstraram sensibilidade à múltiplos 

antimicrobianos. Este resultado sugere que a produção do biofilme atue mais como um 

mecanismo de sobrevivência bacteriana, do que um sistema de virulência, ao menos nestes 

pacientes. 

 

Ensaios celulares 

 

O processo de adesão de microrganismos às superfícies celulares é considerado 

multifatorial, e associado a diferentes interações específicas e não específicas, no qual 

envolvem as interações eletrostáticas e hidrofóbicas de superfície celular, 

exopolissacarídeos, peptídeoglicanos, glicosaminoglicanos e as fímbrias (MENG et al., 2014). 

 Nos ensaios de 3h, a maioria dos isolados (30%) apresentou perfil de adesão 

indetectável, ou seja, o tempo de ensaio mostrou-se ineficaz para que esses isolados 

apresentassem fenótipo de aderência celular, porém, durante o ensaio de 6 horas, 60% de 

nossas amostras apresentaram algum perfil de adesão característico ou não, ao gênero. Como 
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no estudo realizado por Schultsz et al., (1997), onde os isolados de E.coli só apresentaram 

algum perfil adesivo, após o período de 6h, e com variações do perfil de adesão característico 

(SCHULTSZ et al., 1997). 

 O predomínio de isolados com capacidade de adesão difusa (50%), característica 

principal dos patótipo de E.coli de adesão difusa (DAEC), concorda com a literatura descrita 

em estudos direcionados à diferentes populações. Assim como Garcia et al (2010), onde em 

184 pacientes soropositivos com e sem diarreia, em Lima no Peru, houve a prevalência de 

10,1% de DAEC apenas no grupo de pacientes infectados com HIV e com presença de 

diarreia. Em contrapartida, Ochoa et al (2009), demonstrou em seu estudo, que a frequência 

de DAEC em crianças imunodeprimidas com diarreia, foi igual ao grupo controle (pacientes 

sem diarreia).  Evidenciando, portanto que, a taxa de isolamento de DAEC é verificada mais 

alta em pacientes infectados com HIV (GARCIA et al., 2010; OCHOA et al., 2010). 

 A frequência de 15% de isolados de E.coli com fenótipo de adesão atípico, é 

interessante do ponto de vista fenotípico , que pode estar havendo alguma mudança ou 

evolução na interação destas bactérias com o hospedeiro, ou ainda que as condições do TGI 

do hospedeiro influenciem de alguma forma nesta relação. E a literatura atual não nos fornece 

suporte a respeito desta característica que parece ser uma nova tendência de adesão 

bacteriana, pois Benevides et al. (2015), atestou esse padrão adesivo de E.coli em crianças 

menores de 6 anos, com diarreia. 

 Os dados do teste de adesão apresentam ainda uma frequência de 5% de isolados de 

E.coli com fenótipo de adesão agregativa, característica do patótipo de EAEC. O que, como 

na literatura, apresenta baixas frequências em pessoas vivendo com HIV (PVH). Porém, um 

estudo realizado por Dillingham et al., (2014), demonstrou uma alta frequência de EAEC em 

pacientes com AIDS, no Haiti, e esse patótipo estaria sendo relacionado com a perda abrupta 

de peso, durante a primeira semana de tratamento com a TARV, o que pode, de forma 

empírica, ser entendido como um possível preditor de mortalidade nesses indivíduos 

(DILLINGHAM et al., 2014). 

 Já nos ensaios celulares de 6 horas, houve 20% de lamínulas sem células, o que no 

ensaio de 3 horas ocorreu em apenas 10% dos testes, o que poderia estar associado a um 

fenótipo invasivo ou citotóxico. Mas os testes genéticos, não apontaram a presença destes 

genes nos isolados, descartando essa hipótese. Mas, foram identificados 65,5% do fenótipo de 

adesão agregativo entre os  isolados de Klebsiella spp., o que é típico da espécie  pneumoniae 

. Assim como descrito por Weiss et al., 2017, que verificou fenótipos de aderência 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 aderência semelhante ao de E.coli 

enteroagregativa, e que isto poderia estar relacionado a manifestação de diarreia aquosa  

crônica nesses indivíduos (WEISS et al., 2018).  

 Repetiu-se nos ensaios celulares de 6 horas para Klebsiella, a presença de 50% 

lamínulas “limpas”, gerando novamente, mas agora para este gênero, a hipótese de perfil 

invasivo. Que já foi demonstrado por  Weiss et al., (2017), onde os isolados de Klebsiella  

apresentavam genótipos e fenótipos de invasão com capacidade de se ligar às células HEp-2 e 

promover modificações no citoesqueleto, invadir  e produzir inúmeras enterotoxinas e 

citotoxinas, e todos os 27 pacientes envolvidos neste estudo, apresentaram diarreia crônica 

aquosa ou leve (WEISS et al., 2018). 

 A hipótese da invasão de Klebsiella não pode ser descartada muito prontamente, 

mesmo que nos nossos ensaios de invasão realizados (com somente 1 hora de duração), não 

pudemos detectar a presença de um perfil invasivo, sendo necessário no futuro a repetição 

destes testes, com parâmetros mais assertivos.  Os isolados de Salmonella spp. e Shigella 

spp. identificados no estudo, também foram submetidos ao teste de invasão, no período de 1 

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

 

Marcadores moleculares, fenótipos de adesão e formação de biofilme 

 

 Quando analisamos conjuntamente os resultados da triagem molecular de E.coli  e os 

padrões fenotípicos de adesão celular, notamos que algumas cepas no ensaio de 3 horas, 

apresentaram adesão difusa (6) e  adesão atípica (5). Porém, semente 2 isolados obtiveram 

positividade para o gene daae que caracteriza a DAEC, correspondente para o primeiro 

fenótipo adesivo, e 3 para o fenótipo atípico, e 3 isolados, que apesar de possuírem o gene 

específico, não expressaram o comportamento esperado.  

A explicação para tal fenômeno pode estar obscura, mas podemos hipotetizar que ou 

essas bactérias realmente apresentam esses genes não funcionais, ou que devido a alterações 

do epitélio intestinal (característico de pacientes HIV) do hospedeiro, interajam de forma 

diferenciada, por não obterem os estímulos necessários à ativação dessa característica. Pois no 

ensaio de seis horas, notamos que 2 isolados que antes se comprtavam de forma atípica, 

passaram a apresentar o padrão difuso de aderência, em células cultivadas e com confluência 

e características morfológicas “normais”. Além do aumento no número de isolados que 
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aparentemente “ estabilizaram o seu padrão de adesão difusa, frente ao tempo de contato com 

a camada celular. 

Então se em condições “ótimas” e favoráveis (para a bactéria) os padrões de adesão se 

apresentam com ou sem a positividade para o gene específico, pode significar que o equilíbrio 

da flora, do tecido, e das concições necessárias ao estabelecimento do patógeno no TGI, é 

importante para o estabelecimento da infecção. 

Já para os resultados comparativos de Klebsiella e resistência microbiana, também 

podemos notar que alguns isolados apresentam alguns genes característicos sem apresentar a 

resistência propriamente dia, ou o contrário disso. Que pode ser devido à origem da 

resistência, quanto à ativação do gene específico. Além do que sabem que algumas 

resistências a antimicrobianos podem ser fornecidas via plasmidial, sem necessariamente 

integrar o genoma principal da bactéria. 

Marcadores inflamatórios 

 Nossas avaliações imunológicas trouxeram resultados interessantes. Como por 

exemplo, quanto às dosagens de sCD14 plasmáticos, que revelaram que todos os grupos 

analisados no estudo apresentaram valores significativos quando comparados com o grupo 

controle dos testes, com destaque para o grupo 1, mostrando que os níveis mais altos de RNA 

viral, podem estar relacionados ao aumento de marcadores plasmáticos associados a 

inflamação. Esses dados compactuam com aqueles descritos na literatura, e So-Armah et al 

(2017) também verificou que os níveis de marcadores inflamatórios em indivíduos com HIV 

com carga viral aumentada, apresentavam níveis de sCD14 e outros biomarcadores como IL-6 

e D-dímero, elevados em comparação ao grupo controle (SO-ARMAH et al., 2017). Outro 

estudo avaliativo similar realizado por Sandler et al (2011), no qual os níveis de marcadores 

plasmáticos em pacientes com HIV com carga viral aumentada, mas que apresentavam um 

maior número de células CD4+, bem como os pacientes que foram a óbito, apresentaram 

níveis mais elevados de sCD14 (SANDLER et al., 2011). Caracterizando assim esse marcador 

que é reconhecidamente um ótimo preditor da presença de LPS na corrente sanguínea, como 

um preditor competente para a presença de quadro de translocação microbiana com possível 

disbiose intestinal. Podendo estar envolvido no estado de inflamação constante com elevação 

do risco de progreção do HIV para a AIDS. 

Neste estudo também foram avaliados os níveis plasmáticos de citocinas inflamatórias 

e anti-inflamatórias, onde se observou a diferença significativa apenas nos níveis de TNF-α 
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entre os grupos analisados, com ênfase entre os grupos grupo 1, grupo3, sugerindo que 

mesmo com o uso da TARV, os níveis de inflamação em indivíduos infectados com HIV não 

diminuem. Como descrito por Keating et al (2012), que avaliou o perfil inflamatório de 48 

pacientes com HIV, e constatou que a maioria dos pacientes com carga viral elevada e células 

CD4+ diminuídas, com o uso de TARV, apresentaram maiores níveis plasmáticos de TNFα 

(KEATING et al., 2012). Os estudos sugerem que pacientes com HIV, apresentam perfis 

inflamatórios constantes, o que pode também estar associado ao aumento da replicação viral, 

bem como a diminuição de células T CD4+, mesmo com o uso da TARV, o que pode 

contribuir para a patogênese e piora do quadro clinico na AIDS.  

A presença desta citocina, principalmente em níveis elevados, sugere a instalação de 

cronicidade inflamatória, que é característica da infecção pelo HIV, principalmente através do 

desbalanço homeostático intenstinal, com extravasamento de microorganismos para além da 

barreira epitelial. Estimula ininterruptamente o sistema imune a produzir respostas 

inflamatórias locais e sistêmicas, causando a piora destes pacientes. Que mesmo sob a 

ministração da TARV, não conseguem obter a resolução do dano intestinal devido à depleção 

considerável de células protetoras presentes no tecido.  

 Quanto à avaliação dos níveis de IL-17 no plasma, as análises ofereceram resultados 

não significativos frente aos controles soronegativos. O que provavelmente se deve ao fato, de 

que em situações de normalidade imunológica (sem desafio), esta citocina não estaria elevada. 

Levantando o questionamento da funcionalidade desta citocina como marcador para a perda 

celular da população TH17, como descrito por inúmeros autores na atualidade. Como por 

exemplo, Mattapallil, et al., (2013), que como muitos, associa os níveis diminuídos desta 

citocina à baixa produção e presença destas células. Logicamente não estamos descartando a 

importância da população TH17, nem da Il-17, mas acreditamos que para esta afirmativa, 

seria necessária a verificação de outros marcadores não só de dano celular (uma vez que a IL-

17 promove a homeostase do TGI), mas também de marcadores de superfície celular ou de 

imunofenotipagem para a população TH17.  

Mas ao mesmo tempo, se observarmos os pacientes que apresentaram positividadae na 

presença de patógenos importantes (desafio imunológico), além do vírus HIV, é importante 

notar que os níveis de IL-17 não aumentam representativamente, o que pode apenas sugerir 

que há alguma deficiência em sua produção por parte das células imunológicas. Como não 

existem parâmetros pré-definidos para a avaliação destes marcadores, essa é uma discussão 

que necessita maior aprofundamento nas análises investigativas, e a adição de outros 
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marcadores e preditores que nos ajudem a mapear a atuação desta citocina, e das populações 

celulares responsáveis pela sua liberação. 

8. PESPECTIVAS FUTURAS 

 

 A ampliação do n amostral, e a diversificação dos participantes do estudo para futuros 

estudos, poderão impactar positivamente os resultados obtidos. Desde o número de patógenos 

isolados, até a averiguação fenotípica de interação, que poderá se confirmar estatisticamente. 

 

 Faz-se necessário um maior aprofundamento não só nas características genéticas dos 

patógenos isolados de pacientes HIV, frente a sua virulência e capacidade adaptativa. Pois o 

estabelecimento dessa relação, poderá trazer novas perspectivas não só para o diagnóstico 

desses patógenos, como no tratamento para sua erradicação. 
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9. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

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

estes: 

 

 A baixa adesão dos pacientes à participação no estudo, no qual se deve em parte ao 

quadro clínico geral do paciente, muitos apresentavam indisposição física, mental ou até 

mesmo emocional o que tornou dificultosa o contato da equipe de pesquisa com o individuo. 

Outro fator que colabora para esta limitação é a necessidade da coleta de sangue realizada 

pela equipe, e muito necessária a este estudo, muitos dos pacientes negavam-se a participar 

devido ao grande número de procedimentos invasivos que estes, são submetidos no seu 

cotidiano hospitalar, além, a maioria dos pacientes se sentiam tímidos em responder o 

questionário epidemiológico (idependente de estar com acompanhante ou não, ou do leito 

compartilhado). Outro ocorrido, foi a desconfiança na importância do estudo ou até da equipe, 

presença do cônjuge ou dos filhos no leito, negação ou irritabilidade. 

 Obtenção da amostra fecal: Muitos pacientes alegaram não conseguir realizar a coleta 

do material biológico devido a problemas de constipação intestinal que podem ser tanto de 

origem medicamentosa ou alimentar. Algumas de nossas amostras foram extravidadas, ou 

apresentavam quantidade inadequada para a realização dos procedimentos laboratoriais, 

armazenamento inadequado e a alta médica que os pacientes previamente entrevistados 

recebiam. 

 Desistência de participação: Alguns pacientes desistiram de participar do estudo, 

muita das vezes por aconselhamento de outros pacientes, medo, ou até mesmo, em maioria a 

proibição do cônjugue ou acompanhante. Outro fato, foi o agravamento do estado de saúde 

desses pacientes e alterações brucas de humor. 

 

No entanto, mesmo com as limitações pretextadas, acreditamos na relevância do 

estudo para a população com HIV/AIDS, onde mudanças ainda estão sendo realizadas para 

contornar tais situações, ou até minizá-los a ponto de não promover interferência impactantes 

de caráter estatístico, e em análises futuramente realizadas. 
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10. CONCLUSÃO 

  

 Levando em consideração as frequências de patógenos isolads, notamos que apesar da 

população de estudo estar fragilizada imunologicamente, o nível de coinfecções de origem 

bacteriana foi relativamente baixo. Embora as interações detectadas tragam novas 

perspectivas a respeito da fisiologia da interação patógeno/hospedeiro. Principalmente àqueles 

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

 

 O comportamento fenotípico das bactérias isoladas se apresenta de forma atípica. 

Sejam em ensaios celulares, moleculares, e até mesmo nas provas iniciais de identificação 

clássica. Tornando esses espécimes elegíveis para o aprofundamento na investigação de seus 

mecanismos de virulência. 

 

 A presença de patógenos bacterianos na flora de pessoas vivendo com HIV, podem 

sim ser fatores de piora do quadro geral de saúde, bem como se constituírem como alvos de 

amplificação de resistência microbiana, devido à exposição prolongada de tratamentos com 

antibióticos, devido a cronicidade de estados inflamatórios, e sintomas correlatos. 

 

 Os três marcadores inflamatórios utilizados neste estudo, confirmam a presença de 

disbiose e translocação microbiana, através da verificação de seus níveis aumentados e/ou 

diminuídos. Se estabelecendo assim como ótimos preditores de progressão da doença, e de 

cronicidade imunológica. 
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ANEXO 6 

 

Extração de DNA cromossomial de Choque Térmico 

 

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

2. Centrifugar 1,5/2,0 mL em eppendorff por 10 minutos 12.000rpm à 4° C; 

3. Descartar o sobrenadante; 

4. Ressuspender o pellet com 500 µL de H2O miliq autoclavada; 

5. Ressuspender vigorosamente em vortex; 

6. Centrifugar a suspensão a 12.000rpm à 4°C; 

7. Descartar o sobrenadante; 

8. Ressuspender o pellet em 200 µL de H2O miliq; 

9. Ressuspender vigorosamente em vortéx; 

10. Aquecer a suspensão a 100°C por 10 minutos em banho seco; 

 

CHOQUE TÉRMICO: 

 

11. Submeter a suspensão à temperatura de 4° C 10 minutos; 

12. Centrífugar por 10 minutos à 12.000rpm à 4°C; 

13. Transferir sobrenadante (DNA) para um novo eppendorff; 

14. Adicionar 500 µL de etanol 70% (gelado), homogeneizar por inversão; 

15. Centrifugar a suspensão a 12.000rpm à 4°C; 

16. Descartar o sobrenadante; 

17. (Secar o DNA em banho-seco por 10 minutos ou em speed vac). 

18. Ressuspender em 200 µL de TE 1x; 

19. Congelar à -20°C. 
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ANEXO 7 

 A pesquisa dos genes de virulência foi realizada através de reação de PCR. Para cada 

reação de amplificação foram empregados: 

1U da enzima Taq polimerase;  

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

Tampão de amostra (10mM Tris HCL, pH 8,3; 50mM KCL);  

10pMol de cada primer 

1,5 – 3,0 mM de MgCl2  

2,5 μl da solução de DNA, diluídos em tampão adequado.   

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

em tubos de 0,5 ml.  

 As condições empregadas na amplificação dos genes eae, inv, stx 2, daaE eaf e foram: 

1 ciclo [94º C/ 5min]; 35 ciclos [94ºC 2 min, 56ºC 1 min, 72ºC 2min]; 1 ciclo [72ºC 5 min]. 

Para amplificação dos genes uidA, escV, stx1, ast 1, bfpb foi empregada as condições: 1 ciclo 

[94ºC 5min]; 30 ciclos [94ºC 1 min, 58ºC 2 min, 72ºC 1min]; 1 ciclo [72ºC 5 min], e para o 

gene ast1 empregou-se as condições: 1 ciclo [94º C/ 5min]; 30 ciclos [94ºC 1 min, 58ºC 1 

min., 72ºC 30 seg.; 1 ciclo [72º C 5 min].  
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ANEXO 8 

 

 A pesquisa dos genes de virulência foi realizada através de reação de PCR. Para cada 

reação de amplificação foram empregados:  

1U da enzima Taq polimerase;  

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

Tampão de amostra (10mM Tris HCL, pH 8,3; 50mM KCL);  

10pMol de cada primer; 

1,5 – 3,0 mM de MgCl2; 

2,5 μl da solução de DNA, diluídos em tampão adequado.  

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

em tubos de 0,5 ml.  

 As condições empregadas na amplificação dos genes kvar, blaCTX-M, blaSHV, 

blaTEM, blaKPC, blaVIM, blaIMP, blaSPM e foram: 1 ciclo [94º C/ 5min]; 35 ciclos [94ºC 2 

min, 62ºC 1 min, 72ºC 2min]; 1 ciclo [72ºC 5 min].  

 

 

 


