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RESUMO

A diarréia aguda é uma causa importante de mortalidade infantil, nos paises em
desenvolvimento (OMS). A prevaléncia de rotavirus (RV), adenovirus (Ad),
categorias diarreiogénicas de E. coli (DEC), Salmonella, Shigella,
Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica e Giardia lamblia, foi pesquisada em
criancas até 3 anos de idade. De fevereiro de 2003 a junho de 2004, foram
obtidas 253 amostras fecais de criancas com diarréia aguda e 78 sem diarréia,
atendidas no Hospital Infantil Nossa Senhora da Gloria (HINSG), Vitéria — ES. O
estudo das bactérias foi feito em 241 amostras fecais (12 excluidas por uso de
antimicrobiano) com isolamento de colénias caracterizadas biogquimicamente
como E.coli em 219 e 68 casos com diarréia e sem diarréia, respectivamente.
Estes casos foram submetidos a sorologia com anti-soros polivalentes (EPEC e
EIEC) e testes de hibridizagcao (Hibr) para pesquisa de genes de viruléncia para
deteccao de EPEC, ETEC, EIEC, EHEC, EAEC e DAEC. RV foram pesquisados
em 147 casos por ensaio imunoenzimatico (EIERA) e em 230, através da
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), e Ad em 147 casos, por ensaio
imunoenzimatico (EIERA). Os protozoarios foram pesquisados 88 amostras por
ensaio Imunoenzimatico (EIE). As criancas com diarréia foram divididas em:
Grupo | (88 casos = todos os agentes pesquisados), Grupo Il (147 casos =
bactérias, RV e Ad - EIERA) e Grupo Ill (230 casos = bactérias e RV - EGPA) e
as criangas sem diarréia compuseram o Grupo IV (78 casos = bactérias e RV -
EGPA). Mais de 60% das amostras colhidas de criancas com diarréia aguda
foram positivas para enteropatégenos, sendo as bactérias, os mais prevalentes,
seguidos pelos virus. DEC foram detectadas em 41,1% dos casos de diarréia
aguda: EPEC em 3,6% (sorologia) e 9,1% (Hibr); EPEC tipica (0,9 %); EPEC
atipica (8,2%); EAEC (9,1%); DAEC (20,6%); EIEC (0,9%); ETEC (4,2%). Nas
criangas sem diarréia, detectou-se EPEC (10,3%); EAEC (20,6%); DAEC
(16,2%); ETEC (1,5%). EHEC né&o foi detectada. Nas criancas com diarréia
aguda foram detectados Shigella (4,6%), Salmonella (2,9%), RV em 35,2%
(EGPA) e 50% (EIERA); Ad (8,2%) e E. histolytica (8%), Cryptosporidium spp.
(11,4%) e G. lamblia (14,8%). Concluindo, EPEC tipica, EIEC e ETEC foram
detectadas apenas ou predominantemente nas criancas com diarréia. EPEC

atipica, EAEC e DAEC nao estiveram relacionadas com diarréia aguda, exceto



EAEC nas criancas acima dos dois anos de idade (p = 0,026). RV foi agente
infeccioso mais prevalente considerando somente DEC classicamente patégenas
(EPEC tipica, ETEC, EIEC, Shigella e Salmonella), nos menores de 18 meses de
vida e nos meses de marco a setembro de 2003. As associacbes entre
enteropatdgenos foram freqlentes, sendo os protozodrios, o grupo de
enter6patbgenos com o maior numero de associagoes. Dos protozodrios
avaliados, apenas G. lamblia parece ser agente etiologico isolado de diarréia
aguda.



ABSTRACT

Acute diarrhea is one of the main causes of infantile mortality worldwide (WHO),
mainly in developing countries. In the present work, the prevalence of Rotavirus
(RV), adenovirus (Ad), diarrheogenic E. coli (EPEC, ETEC, EIEC, EHEC, EAEC,
DAEC), Salmonella, Shigella, Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica and
Giardia lamblia was studied among children up to 3 years old with acute diarrhea.
From February 2003 to June 2004, stools samples were obtained prospectly from
253 children with acute diarrhea and 78 without diarrhea attending to the
emergency room in a pediatric hospital - Hospital Infantil Nossa Senhora da
Gléria (HINSG), in Vitéria — Espirito Santo state, Brazil. Bacterial detection was
done in 241 stools samples (12 were excluded because were in use of
antimicrobian drugs) and E. coli were isolated in 219 and 68 cases with and
without diarrhea, respectively. These cases were submited to serology with
policlonal anti-seros (EPEC e EIEC) and hybridization tests (Hybr) to detect
virulence genes of EPEC, ETEC, EIEC, EHEC, EAEC e DAEC. RV were studied
in 147 cases for immune enzymatic assay (EIARA) and in 230 cases by
poliacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and Ad, only in 147 cases for immune
enzymatic assay (EIARA). Protozoan infection was studied in 88 cases for
immune enzymatic assay (EIA). Children with diarrhea were divided in Group |
(88 cases = all enteropathogens studied), Group Il (147 cases = bacterias, RV e
Ad - EIARA) and Group Ill (230 cases = bacterias and RV - PAGE) and children
without diarrhea were Group IV (78 cases = bactérias and RV - PAGE).
Enteropathogens were detected in more than 60% in children with acute diarrhea
and bacterial infection was the most prevalent: DEC were detected in 41,1%;
EPEC in 3,6% (serology) e 9,1% (Hybr); Typical EPEC (0,9%); Atypical EPEC
(8,2%); EAEC (9,1%); DAEC (20,6%); EIEC (0,9%); ETEC (4,2%). In stools
samples from children without diarrhea, we found Atypical EPEC (10,3%); EAEC
(20,6%); DAEC (16,2%); ETEC (1,5%). EHEC was not detected in the studied
population. Shigella and Salmonella were detected in 4,6% e 2,9%, respectively,
only in children with acute diarrhea. RV were detected in 35,2% (GEPA) and 50%
(EIARA); Ad, in 8,2% and E. histolytica, Cryptosporidium spp. and G. lamblia in
8%, 11,4% and 14,8% of cases with diarrhea, respectively. In conclusion, Typical

EPEC, EIEC and ETEC were detected only or predominantly in children with



acute diarrhea. Atypical EPEC, EAEC and DAEC were not causes of acute
diarrhea, except for EAEC in children more than two years old (p = 0,026). RV
was the most prevalent agent when the classic enteropathogen DEC (Tipical
EPEC, ETEC, EIEC and Shigella e Salmonella) was considered in this study. RV
was more frequent in children below 18 months of life and in a period of March,
2003 up September, 2003. Associations among enteropathogens were frequent
in the studied population and protozoa were the most of them. Comparing all of
protozoa detected, only G. lamblia suggesting being a cause of acute diarrhea,
isolately.
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1. INTRODUCAO

O trato gastrintestinal, com sua grande superficie, representa um importante alvo
para agentes infecciosos que, uma vez conseguindo suplantar as condicdes
adversas a sua colonizagdo, desenvolverao um processo infeccioso que pode se

traduzir em uma diarréia (Tomar, 2001).

As doencas diarréicas sdo comuns na infancia e se encontram associadas a
importante morbidade e mortalidade, sobretudo nos menores de trés anos de idade.
As diarréias apresentam diversas causas, mas as de natureza infecciosa sao as
mais freqlentes, principalmente nos paises em desenvolvimento (Snyder & Merson,
1982; Guandalini, 2000; Carré et al., 2001; Casburn-Jones et al., 2004). Estima-se
que ocorram 1,5 bilhdes de episodios de diarréia por ano em criangas menores de
cinco anos e que destes, resultem de 1,7 a 3 milhdes de mortes a cada ano, no
mundo (Parashar et al., 2003 a, b).

O Brasil ocupa o sexto lugar em numeros de mortes infantis em menores de cinco
anos com indices de 42 mortes/1000 nascidos vivos (OMS, 2002), sendo as doencgas
diarréicas responsaveis pelo segundo lugar quando relacionadas a causas
especificas de mortalidade infantil (OPAS, 2002). Em 1997, Szwarcwald et al.
demonstraram diferenga significativa de coeficientes de mortalidade infantil e de
mortalidade proporcional por diarréia em diferentes regides brasileiras com variagdes
de 5,1% no Rio Grande do Sul até 27,6% no Ceara relacionados ao coeficiente de
mortalidade proporcional por diarréia de acordo com indicadores de saude por
unidade de federagao (1991). Esta diferenca poderia ainda ser maior, decorrente de
indices subestimados nas areas com grandes percentuais de mortes por causas nao
definidas. Estados considerados com maior nivel de desenvolvimento, como Santa
Catarina e Parang, ainda apresentaram altas propor¢des de Obitos por diarréia, de
9,2% e 13,7, respectivamente. No Espirito Santo, o coeficiente de mortalidade
proporcional por diarréia nos menores de cinco anos apresentou queda importante
de 8,67% (1990) para 2,36% (2000), chegando atualmente a 2,71 % (2002)
(DATASUS, 2004).
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Nos diversos estados brasileiros, a diarréia é uma queixa freqlente em consultas
nos pronto-socorros € ambulatérios da rede de saude publica municipal e estadual. A
desidratacao é responsavel por um grande numero de internagdes hospitalares e de
alto custo para o municipio ou para o estado (Ribeiro, 2000). Sabe-se que a
populagdo que usufrui da rede do Sistema Unico de Salide, de baixo nivel sécio-
econdmico, tem um maior risco de adoecimento por diarréia com conseqlientes
agravos nutricionais e morte, sobretudo, criancas oriundas de familias que vivem em

situacao de pobreza e miséria (Toporovski et al., 1999; Souza et al., 2002).

Com relagéo a etiologia infecciosa da diarréia, é descrita uma importante associagao
de pobreza e de higiene precaria com presenca de agentes infecciosos, agravada
pela introdugdo precoce de alimentos administrados através de mamadeiras em
detrimento ao leite materno (Elegbe et al., 1982; Feachem, 1984; Esrey et al., 1985;
Tomasi et al, 1994). No Brasil, varios relatos descrevem a Escherichia coli
enteropatogénica classica (EPEC) como o mais importante agente bacteriano
causador de diarréia aguda, em especial nos menores de um ano de idade,
causando transtornos nutricionais e morte nos menores de seis meses (Guerrant et
al., 1983; Scaletsky et al., 1984,1999; Trabulsi et al., 1988, 2002; Kitagawa et al.,
1989; Andrade et al., 1999; Fagundes-Neto & Andrade, 1999; Fagundes-Neto &
Scaletsky, 2000; Souza et al., 2002). O agente infeccioso viral mais importante é o
rotavirus (RV) (Linhares et al., 1977, 1994; Toporovski et al., 1999; Fernandes et al.,
2000; Linhares, 2000; da Rosa e Silva et al., 2001; Souza et al., 2002, Cardoso et al.,
2003) sabidamente associado com diarréia grave e com altas taxas de internagéo
hospitalar (Kapikian et al., 2001; Parashar et al., 2003 a, b). Os protozoarios mais
envolvidos com diarréias em criancas sao: i) Cryptosporidium spp., ii) Giardia lamblia
e iii) Entamoeba histolytica, sendo os dois Ultimos mais implicados com diarréia
persistente (Cordell & Addiss, 1994; Gennari-Cardoso et al., 1996; Marshall et al.,
1997; Newman et al, 1999, 2001; Toporovski et al., 1999; Orlandi et al., 2001;
Scaletsky et al., 2001; Souza et al., 2002).

Estudos regionais sobre a etiologia das diarréias sado importantes para o
planejamento de acdes preventivas e terapéuticas. No Espirito Santo n&o héa
publicacbes sobre a etiologia das diarréias infantis, especialmente as de causa
infecciosa. Entdo, o objetivo desta pesquisa foi investigar, durante 17 meses, 0s
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diversos agentes infecciosos de natureza bacteriana, viral e parasitaria, nas
amostras fecais de criancas de até trés anos de idade, atendidos com queixa de
diarréia aguda em um hospital de referéncia, que atende a populacdo de baixa

renda, na regido metropolitana da Grande Vitéria, Espirito Santo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CONCEITOS BASICOS SOBRE DIARREIA E PRINCIPAIS FATORES DE
RISCO

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) conceitua “diarréia" como uma alteragdo de
habito intestinal caracterizada por aumento do numero de evacuagbes e/ou
diminuicdo da consisténcia das fezes devido a presenca de agua e eletrélitos. Sob o
ponto de vista clinico, ela pode ser classificada em: i) “diarréia aguda”, de inicio
abrupto e duragdo maxima de 14 dias, potencialmente autolimitada; ii) “diarréia
persistente”, que ultrapassa 15 dias de duracdo, freqliente em lactentes com
desnutricdo e; iii) “diarréia cronica”, com duracao superior a 30 dias; iv) “disenteria”,

com presenca de sangue associado a muco e/ou pus.
Os principais fatores de risco para ocorréncia das diarréias sdo:

a) Auséncia de Amamentacado: o risco de Obito por diarréia para criangas
desmamadas € 14,2 vezes maior do que o de criancas em aleitamento materno sem
outros suplementos lacteos. A simples introducdo de agua e chas esta associada a
um aumento significativo na morbidade e mortalidade de lactentes (Victora et al.,
1987). Escuder et al. (2003) demonstraram que a amamentacao foi um dos
principais fatores de redugéo significativa das principais causas de ébito em S&o
Paulo, como a pneumonia e a diarréia. Também foi observado em criangcas menores
de trés meses, com aleitamento misto ou em uso exclusivo de leite de vaca, risco de
adoecimento por diarréia 4,1 e 15,1 vezes maior, respectivamente, do que nas com
aleitamento materno exclusivo. Além da protecdo contra a infecgdo, criangcas em
aleitamento materno exclusivo, que apresentam diarréia aguda, tém uma
probabilidade de 16,7 vezes menor de evoluir para diarréia persistente, evitando os
agravos nutricionais consequientes deste processo (Victora et al., 1987; Sazawal et
al., 1992; Long et al., 1999; Betran et al., 2001; Fuchs & Victora, 2002; Escuder et
al., 2003; Vieira et al., 2003; Newburg et al., 2005)
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b) Auséncia de agua tratada, de saneamento ou higiene: os habitos de higiene
doméstica e pessoal estao intimamente ligados a disponibilidade de agua potavel,
correspondendo a uma reducado de 20% a 30% na morbidade e mortalidade por
diarréia (Feachem, 1984; Esrey et al., 1985). A lavagem das maos é o componente
de higiene pessoal que mantém maior relagdo com a reducdo da incidéncia de
diarréia (Feachem, 1984; Esrey et al., 1985; Barros et al., 1999 a, b; Vazquez et al.,
1999; Lins & Silva, 2000; Curtis, 2001; Leclerc et al., 2002);

c) Prematuridade e auséncia de realizacdao de pré-natal: as criangas nascidas
antes de 37 semanas de gestacdo (prematuras) tém risco duas vezes maior de
apresentarem episédios de diarréia do que aquelas nascidas a termo. Além disso,
em Sao Paulo, Waldman et al. (1997) encontraram um risco trés vezes maior e a
incidéncia mais alta de gastrenterites no grupo de filhos de maes que nao fizeram o
pré-natal, apesar do nascimento a termo. Neste grupo, a mortalidade infantil por
diarréia também foi duas vezes maior, mesmo apds levar em conta as diferengas
sécio-econémicas da populacdo estudada (Waldman et al., 1997; Fuchs & Victora,
2002);

d) Desnutricao proteico-energética: a relacao entre estado nutricional e diarréia é
complexa, mas a incidéncia de diarréia € maior, os episédios sdo mais graves nas
criangas desnutridas, com maior letalidade e repercussdo importante no seu
desenvolvimento (Black et al., 1987; Fagundes-Neto & Andrade, 1999; Lins & Silva,
2000; Moore et al., 2001).

2.2 ETIOLOGIA INFECCIOSA DAS DIARREIAS

Nos ultimos anos, avangos foram alcancados no reconhecimento de novos agentes
etiolégicos causadores de diarréia aguda, assim como na elucidagcdo dos
mecanismos pelos quais as infecgdes entéricas produzem efeitos disabsortivos. O
emprego de técnicas laboratoriais biomoleculares de detec¢ao rapida, como a
soroaglutinacao em latex e o0 ensaio imunoenzimatico, resultaram na identificagéo de
patégenos intestinais em até 84% dos casos de criangas e adultos com doenga
diarréica aguda (Guerrant et al., 1985; Gomes et al., 1989, 1991; Prado & O’Ryan,
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1994; Scaletsky et al. 1999, 2002 a, b; Trabulsi et al., 2002). O conhecimento da
etiologia da diarréia infecciosa pode levar a intervencdo terapéutica precoce,

prevenindo a desidratacao (Larrosa-Haro et al., 2001).

2.2.1 Bactérias

Uma ampla variedade de patégenos € descrita como causa de diarréia, sendo eles
de natureza bacteriana, viral ou parasitaria. Dentre os patdgenos intestinais
bacterianos mais importantes temos: i) Categorias diarreiogénicas de Escherichia
coli (DEC); ii) Shigella; iii) Salmonella; iv) Campylobacter; v) Yersinia enterocolitica;

vi) Vibrio; vii) Aeromonas.

As E. coli sdo os microrganismos anaerobios facultativos predominantes na
microbiota colénica humana. Esta bactéria coloniza o trato gastrintestinal do lactente
em poucas horas apds o nascimento e mantém uma relagéo de beneficio mutuo com
0 seu hospedeiro. Algumas cepas estdo envolvidas com infecgcdes extra-intestinais, e
outras, comumente ndo associadas a microbiota normal, no préprio trato
gastrintestinal. As trés principais sindromes clinicas resultantes de infeccdes
produzidas por E. coli sdo: i) infecgdo do trato urinario, ii) sepse ou meningite e iii)

doenca diarréica.

As E. coli que acometem o trato gastrintestinal sdo de particular importancia em
saude publica e sdo denominadas E. coli diarreiogénicas (DEC). S&o descritas seis
categorias de DEC: i) E. coli enteropatogénica (EPEC), ii) E. coli enterotoxigénica
(ETEC), iii) E. coli enterohemorragica (EHEC), iv) E. coli enteroinvasora (EIEC), v) E.
coli enteroagregativa (EAEC) e vi) E. coli de adeséao difusa (DAEC) (Nataro & Kaper,
1998).

A EPEC é uma categoria diarreiogénica importante nos paises em desenvolvimento,
com maior prevaléncia em criangas de até dois anos, sobretudo nos menores de 12
meses (Guerrant et al.,, 1983, 1986; Gomes et al., 1991; Prado & O’Ryan, 1994;
Kaper, 1996; Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000; Torres et al., 2001).
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No Brasil, a EPEC é o mais importante agente bacteriano causador de diarréia
aguda nas criangas menores de cinco anos e detectadas em 20 a 40% dos casos,
com tendéncia a reducgéo de sua prevaléncia nos Ultimos anos. E um enteropatégeno
implicado como um fator de risco importante para diarréia de maior duragao (diarréia
persistente), com maiores indices de hospitalizacdo e de mortes Fagundes-Neto &
Scaletsky (2000) relataram 42% de EPEC numa populagédo constituida na sua
maioria por pacientes menores de 12 meses e hospitalizados. (Guerrant et al., 1983;
Queiroz et al., 1987; Trabulsi et al., 1988, 2002; Gomes et al., 1989, 1991; Kitagawa
et al., 1989; Stewien et al., 1993; Scaletsky et al., 1999, 2002 b; Oliva et al., 1997;
Andrade et al, 1999; Fagundes—Neto & Andrade, 1999 Toporovski et al.,1999;
Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000; Medeiros et al., 2001; Souza et al., 2002; Orlandi
et al.,, 2003).

Com relacdo ao mecanismo de patogenicidade da EPEC, Donnenberg & Kaper
(1992) propuseram um modelo que consiste em trés etapas: i) aderéncia localizada,
(i) transdugéo de sinal e (iii) aderéncia intima. Elas promovem uma lesdo conhecida
como A/E (attaching and effacing), com achatamento das microvilosidades
intestinais, aderéncia intima das bactérias ao epitélio intestinal e agregacao
polarizada de actina, com consequiente comprometimento da capacidade absortiva e
digestiva (Nataro & Kaper, 1998).

A EPEC pode ser classificada em “tipica” e “atipica”, de acordo com a presencga ou
auséncia do plasmidio EAF (EPEC Adherence Factor), respectivamente. A EPEC
tipica apresenta um padrdo de colonizagdo, em cultura de células HEp-2,
denominado de “aderéncia localizada”, determinada pela presenca de uma fimbria
denominada BFP (bundle-forming pilus), codificada pelo referido plasmidio. Esta
EPEC é classicamente descrita associada a doenca diarréica em criangas menores
de um ano, sobretudo nos paises em desenvolvimento (Cravioto et al.,, 1990; Nataro
& Kaper, 1998; Scaletsky et al. 1999; Trabulsi et al., 2002; Dulguer et al., 2003).
EPEC atipica, reconhecida como categoria em 1995 no Segundo Simpdsio
Internacional sobre EPEC (Kaper, 1996; Nataro & Kaper, 1998), é caracterizada pela
auséncia do plasmideo que codifica a fimbria BFP e por apresentar um padrao de
aderéncia semelhante a localizada. Tanto a EPEC tipica quanto a atipica,
apresentam a ilha de patogenicidade cromossémica LEE (Locus enterocyte

effacement), responsavel pela transdug¢do de sinais e achatamento de vilosidades
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intestinais. Apds a década de 90, a EPEC atipica tem sido demonstrada com maior
freqliéncia nas fezes diarréicas de criangas em paises desenvolvidos, em relacao a
EPEC tipica (Scotland et al., 1996; Afset et al., 2003; Beutin et al., 2003; Robins-
Browne et al., 2004). No Brasil, o papel desta categoria de EPEC na diarréia aguda
ainda ndo estd bem estabelecido (Scaletsky et al. 1999; Trabulsi et al., 2002;
Campos et al., 2004; Gomes et al., 2004).

As ETEC caracterizam-se pela expressao de fatores de colonizagéo, coletivamente
denominados de CFs, que permitem sua aderéncia em epitélio do intestino delgado,
e pela producdo de enterotoxinas termoestavel (ST) e/ou termolabil (LT) que
estimulam intensa secrecao intestinal. Sdo agentes etiolégicos de diarréia aguda em
criancas e adultos, sendo os principais responsaveis pela diarréia dos viajantes
(Nataro & Kaper, 1998). No Brasil, sua prevaléncia variou de zero a 27,4% de
amostras diarréicas em criancas (Guerrant et al., 1983; Queiroz et al., 1987; Leal et
al., 1988; Kitagawa et al., 1989; Gomes et al., 1991; Mangia et al., 1993; Stewien et
al., 1993; Guth et al., 1994; Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Fagundes
Neto & Scaletsky, 2000; Orlandi et al., 2001; Scaletsky et al., 2002 b, c; Souza et al.,
2002). Apesar de serem importantes agentes infecciosos intestinais em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, ndo sdo pesquisadas em laboratério de rotina
diagnostica.

As EHEC foram descritas em 1983, ap6s um surto de colite hemorragica nos EUA
com isolamento da E. coli sorotipo O157:H7 (Riley et al., 1983; Wells et al., 1983) e,
concomitantemente, como agente etioldgico da Sindrome Hemolitica Urémica (SHU)
em criangas (Karmali et al, 1983). A citotoxicidade provocada nos enterécitos
humanos por este patdogeno, também foi demonstrada em culturas de células Vero
justificada pela presenca da citotoxina denominada Stx1 e Stx2 (Shiga-like toxin),
homodloga a produzida pela espécie Shigella dysenteriae. A lesdao A/E também é
observada nas EHEC, que assim como a EPEC, também apresenta a regido

cromossdmica LEE (Nataro & Kaper, 1998).

As EIEC sao caracterizadas, dentre outros critérios, pela invasao de células epiteliais
colénicas. Produzem enterotoxina denominada EIET, que é responsavel pela diarréia
aquosa inicial precedendo a evolucao classica para disenteria (Nataro & Kaper,
1998).
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A EHEC e EIEC séao pouco freqlientes no Brasil, sendo encontradas em menos de
2% dos casos de diarréia aguda em criancas (Gomes et al., 1991; Stewien et al.,
1993; Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Fagundes-neto & Scaletsky,
2000; Medeiros et al., 2001; Orlandi et al., 2001; Souza et al., 2002; Régua - Mangia
et al.,, 2004).

A observacao de diferentes padrdes de aderéncia em culturas de células HEp-2 ou
HelLa das EPEC serviu como base para o reconhecimento de duas outras categorias
de E. coli diarreogénicas: EAEC e DAEC (Cravioto et al., 1979). As EAEC
apresentam um padrdao denominado de aderéncia agregativa, caracterizado pela
disposicao de células bacterianas como “tijolos empilhados”, enquanto que as
DAEC, pelo padrdo de aderéncia difuso, caracterizado pela dispersao das bactérias
sobre toda a superficie epitelial (Cravioto et al., 1979; Scaletsky et al., 1984; Nataro
et al., 1985; Nataro & Kaper, 1998).

O estudo da EAEC em modelos animais demonstra uma aderéncia aos enterécitos
associada a um aumento na producdo de muco seguida de dano celular pela
producdo de uma citotoxina (EAST). Classicamente, EAEC é associada a quadros
de diarréia persistente, mas também tem sido identificada em crian¢cas com diarréia
aguda (Lima et al., 1992; Fang et al., 1995; Bardhan et al., 1998; Nataro & Kaper,
1998; Scaletsky et al., 1999; Andrade et al., 2000; Fagundes-Neto et al., 2000;
Scaletsky et al., 2001, 2002c). A DAEC, por outro lado, foi identificada tanto em
fezes de criangas assintomaticas quanto naquelas com diarréia aguda (Albert et al.,
1999; Scaletsky et al., 2001). Mas, uma susceptibilidade idade-dependente tem sido
observada, sendo a DAEC mais prevalente em criangas acima de 2 anos do que em
lactentes com diarréia aguda (Gomes et al.,, 1989; Gunzburg et al., 1993; Levine et
al., 1993; Nataro & Kaper, 1998; Scaletsky et al, 1999, 2002 b). Ainda que
identificada nestes casos, a DAEC necessita de maiores estudos para a definicao de
sua importancia como agente etiolégico de diarréia infantil, assim como para
elucidagao de sua patogénese. Tanto EAEC como DAEC, ndo sao detectadas pelos

procedimentos de rotina em laboratérios de analises clinicas.

O género Shigella é constituido por quatro espécies, todas patdgenas intestinais: S.
flexneri, S. boydii, S. sonnei e S. dysenteriae. Causam a disenteria bacilar,
caracterizada por diarréia muco-piossanguinolenta com intensa resposta

inflamatdria, proveniente da invasédo e destruicdo da camada epitelial da mucosa do
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intestino grosso. Sao importantes patégenos pela gravidade do quadro intestinal e
por apresentarem dose infecciosa muito baixa (Goosney et al., 1999; Campos,
2004). No Brasil, a espécie predominante € a S. flexneri seguida pela S. sonnei
(Kitagawa et al., 1989; Gomes et al., 1991; Stewien et al., 1993; Santos et al., 1997;
Orlandi et al., 2001; Souza et al., 2002).

O género Salmonella é constituido por duas espécies: S. enterica, dividida em seis
subespécies, e S. bongori. Existem atualmente mais de 2500 sorotipos de
Samonella; 1478 pertencentes a S. enterica subespécie | que corresponde a 99,5%
dos sorotipos mais comumente isolados. Alguns sorotipos sdo mais restritos a seus
hospedeiros, enquanto outros sdo capazes de infectar diversos animais (Campos,
2004). A S. Typhi é adaptada e restrita ao ser humano, enquanto a S. Typhimurium
causa gastrenterite ou septicemia no homem, diarréia letal em bovinos, ou ainda,
uma doenca sistémica em camundongos geneticamente susceptiveis (Campos,
2004). A patogenicidade varia de acordo com o tipo sorolégico, idade e condi¢des de
saude do hospedeiro podendo causar gastrenterite aguda, bacteremia e/ou febres
entéricas, quadros graves com disseminagao e abscessos, osteomielite, meningite e
ainda, estado de portador (Pickering & Cleary, 1992). A sua identificacdo esta
normalmente restrita as provas bioquimicas e soroldogicas e a diferenciacdo dos

sorotipos € limitada a laboratérios especializados.

No Brasil, a Shigella e a Salmonella tém sido detectadas de 0,5 a 21% e de 0 a
10,6%, respectivamente, em criangas menores de 5 anos com diarréia aguda
(Guerrant et al., 1983; Kitagawa et al., 1989; Leal et al., 1987, 1988 a, b; Gomes et
al., 1991; Mangia et al., 1993; Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999;
Fagundes Neto & Scaletsky, 2000; Medeiros et al., 2001; Orlandi et al., 2001;
Scaletsky et al., 2002 b; Souza et al., 2002).

O género Campylobacter compreende as espécies C. jejuni, C. coli, C. laridis, C.
hyointestinalis e C. upsaliensis, sendo as duas primeiras, as principais causadoras
de doencga em humanos. Sabe-se que um dos seus maiores reservatérios naturais €
o frango. O quadro clinico € muito semelhante ao da shigelose (Pickering & Cleary,
1992). Na América do Sul, o Campylobacter foi identificado de 10 a 35% de
amostras de criangas com diarréia ou assintométicas (Fernandez, 2004). Estudos

brasileiros recentes tém demonstrado uma prevaléncia em criangas entre 0 e 11 %
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dos casos de diarréia aguda (Almeida et al., 1998; Fagundes Neto & Scaletsky,
2000; Medeiros et al., 2001; Orlandi et al., 2001; Souza et al., 2002).

O género Yersinia tem 10 espécies, sendo trés patogénicas: Y. pestis, Y
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis. A Y. enterocolitica tem sido relatada como
causa frequente de diarréia, de maior ocorréncia em criangas e em paises de clima
frio (Pickering & Cleary, 1992; Trabulsi & Martinez, 2004). No Brasil, foi relatada pela
primeira vez no fim da década de 70 com uma incidéncia de 5,6% (Stumpf et al.,
1978). Outras pesquisas demonstraram-na em menos de 1% nos casos de diarréia
aguda em criangas em diferentes localidades brasileiras, como Rondénia (Orlandi et
al., 2001), Ribeirdao Preto (Medeiros et al., 2001), Sdo José do Rio Preto (Almeida et
al., 1998), Sao Paulo (Souza et al., 2002), Belo Horizonte (Queiroz et al., 1987) e
Pernambuco (Leal et al., 1988).

Os vibrides sdao microorganismos abundantes no meio aquatico, detectados em uma
variedade enorme de animais, tais como no zooplancton e moluscos, e também nas
algas (Thompson et al., 2004). As espécies de maior importancia para os humanos
sao Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus (Powell et al., 1999). Estes
agentes sao causadores de gastroenterites devido ao consumo de agua, mariscos
ou alimentos contaminados. V. cholerae € o agente bacteriano responséavel por
importantes surtos e epidemias de diarréia profusa em adultos e criangas,
principalmente nos paises em desenvolvimento (Glass & Kilgore, 1997; Faruque et
al., 1998, 2002; Sharma et al., 2003; Sack et al., 2004). E endémico em partes da
Asia e Africa e causa grandes perdas hidreletroliticas, sobretudo em criangas (Niyogi
et al., 1994; Faruque et al., 1998, 2002) através da producao de uma enterotoxina —
toxina colérica (Ctx) - que € considerada 10 vezes mais potente do que a toxina
termolabil (LT) da ETEC (Glass & Kilgore, 1997).

As espécies do género Aeromonas tém sido estudadas nas ultimas décadas como
agentes etiologicos de diarréia infecciosa em criancas e adultos, sendo A. sobria, A.
hydrophyla e A. caviae, as mais frequentes (Watson et al., 1985; Gluskin et al., 1992;
Niyogi et al., 1994; Gracey, 1996; Glass & Kilgore, 1997; Lee et al., 2001). As mais
provaveis fontes de infeccdo sdo a agua, crustaceos e peixes contaminados. Estas
bactérias, ao invadirem o epitélio coldnico, liberam toxinas responsaveis pelos
sintomas (Burke et al., 1984; Watson et al., 1985; Glass & Kilgore, 1997). No mundo
tem sido demonstrada de 0,5 até 12,2% e no Brasil, em 1,4 a 2% de amostras fecais

31



Diarréia Aguda Infecciosa em Criangas

de criancas com diarréia aguda (Black et al., 1987; Almeida et al., 1998; Albert et al.,
1999; Essers et al., 2000). Em pessoas saudaveis, foi identificada em taxas iguais ou
menores que 1% (Almeida et al., 1998; Lee et al., 2001).

2.2.2 Virus

Os agentes infecciosos virais associados as diarréias agudas em criangas sao
rotavirus (RV), adenovirus (Ad), calicivirus e astrovirus (Glass & Kilgore, 1997;
Waters et al.,, 2000). Os RV sao os mais freqientes em todas as partes do mundo
(Prado & O’Ryan, 1994; Horwitz, 2001; Kapikian et al., 2001; Parashar et al., 2003 a,
b).

Os RV pertencem a familia Reoviridae e tem o genoma segmentado, constituido de
11 moléculas de RNA de dupla fita (RNAdf) e foi descrito em 1973 por Bishop et al..
O padrdao de migragcdao em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) permite
diferenciar os RV em sete grupos distintos nomeados de A-G (Kapikian et al., 2001).
O RV do grupo A apresenta um perfil eletroforético denominado 4-2-3-2: quatro
segmentos de maior peso molecular, sequidos de dois grupos de peso molecular
intermediario e finalizando com dois segmentos de menor peso molecular. Estes dois
ultimos segmentos também sdo utilizados para classificar os RV do grupo A de perfil

super curto, curto e longo.

Os RV dos grupos A, B e C s&o descritos em humanos e em animais e os demais,
apenas em animais (Glass & Kilgore, 1997). O RV do grupo A causa diarréia na
infancia, os dos grupos B e C causam surtos de diarréias em adultos e em criancas
(Prado & O’Ryan, 1994; Glass & Kilgore, 1997; Kapikian et al., 2001; Parashar et al.,
2003 a, b). Os RV sao ainda divididos em subgrupos e sorotipos ou genotipos,
determinados por proteinas e/ou por genes que codificam as proteinas estruturais
VP4 e VP7. O virion apresenta seis proteinas estruturais VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e
VP7 e outras seis proteinas nao estruturais NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e
NSP6. A proteina VP6, a mais prevalente do virion, é altamente antigénica e permite
a identificacdo dos RV em grupos (A — G). VP4 e VP7 contém epitopos
neutralizantes que definem os sorotipos/genotipos P (protease) e G (glicoproteina),
respectivamente. No grupo A, foram identificados 14 sorotipos/genotipos G, dez
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acometendo a espécie humana (G1-G6, G8-G10 e G12) enquanto que foram
descritos 25 genotipos P, quatro deles acometendo a espécie humana (P[4],P[6],P[8]
e P[9]) (Rahman et al., 2005). Logo, a tipagem dos RV obedece a um sistema binario
de classificacdo conforme os tipos P e G (Estes, 1996; Parashar et al.,1998;
Kapikian et al., 2001).

Cerca de 90% das criangas tanto nos paises desenvolvidos, quanto em
desenvolvimento, adquirem a infeccdo por RV durante os trés primeiros anos de
vida, sendo considerado um dos principais agentes etioldégicos de gastrenterite viral
aguda na populagéao infantil e responsavel por um alto numero de internagdes (Cook
et al., 1990; Glass et al., 2001; Kapikian et al., 2001; Parashar et al., 2003 a, b;
Widdowson et al., 2005). Estima-se que ocorram 1.560.000 mortes no mundo pela
doenca diarréica e que os RV sejam responsaveis por até 39% dos casos (Parashar
et al., 2003).

Com relagdo ao quadro clinico, os pacientes infectados com RV desenvolvem
vomitos e diarréia de carater subito, apés um periodo de incubagédo de 48 h a 96 h,
podendo apresentar febre em 30 a 50% dos casos. A diarréia € de carater explosivo,
com inUmeras evacuagbes aquosas, amareladas e com muco em 25% dos casos. A
duragdo média da doenca € de 5 a 8 dias, com perdas fecais mais graves e
prognostico pior do que as diarréias ndo associadas ao RV, podendo evoluir para
desidratacdo e internacdo hospitalar (Prado & O’Ryan, 1994; Linhares, 2000;
Kapikian et al., 2001; Mota-Hernandez et al.; 2001; Clark & Mc Kendrick, 2004). Em
lactentes e desnutridos graves podem prolongar a duracao da diarréia (Oliveira &
Linhares, 1999; Kapikian et al., 2001).

Desde o primeiro relato de RV no Brasil (Linhares et al., 1977), diversos estudos tém
demonstrado a importancia destes virus, com uma prevaléncia estimada em criancas
com diarréia aguda variando de 1,1 até 40% (Cardoso et al., 1989, 1992, 2003;
Linhares et al., 1989, 1993; Gomes et al., 1991; Mangia et al., 1993; Pereira et al.,
1993; Stewien et al., 1993; Timenetsky et al., 1994; Leite et al., 1996; Mascarenhas
et al., 1998; Teixeira et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Fagundes Neto &
Scaletsky, 2000; Fernandes et al., 2000; Orlandi et al., 2001; da Rosa e Silva et al.,
2001; Scaletsky et al., 2001; Soares et al., 2002; Souza et al., 2002; Schnack et al.,
2003; Carmona et al., 2004; Costa et al., 2004 a). No Espirito Santo, dois estudos de
corte transversal relataram prevaléncia de 7 (2004) e 17,9% (2003) de RV em
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criancas com diarréia atendidas em Unidade Basica de Saude Municipal (Vicentini et
al., 2003 e 2004 a).

A infeccdo pelos RV predomina nos meses secos e frios do ano (Linhares, 2000;
Kapikian et al., 2001; Coluchi et al., 2002). No Brasil, foi relatado com frequéncia
maior entre maio e setembro em Goidnia e no Rio de Janeiro (Gomes et al., 1991;
Cardoso et al., 1992; Pereira et al., 1993), entre marco e setembro, com pico em
junho, em Minas Gerais (da Rosa e Silva et al., 2001), entre julho e setembro em
Natal (Fernandes et al., 2000) e de maio a julho no Espirito Santo (Vicentini, 2004 b).

O RV é um virus estavel nas condicdes ambientais e pequena quantidade pode
contaminar o ambiente. Como a quantidade de virus eliminado pelo paciente &
grande e a dose infecciosa estimada € baixa (Graham et al., 1987), minima
contaminagdo ambiental € suficiente para transmitir a infec¢cdo, que se da por

contato oro-fecal direto e por fémites (Butz et al., 1993; Glass & Kilgore, 1997).

Os Ad, embora fossem freqiientemente encontrados em espécimes fecais, eles néo
eram associados a doenca do trato gastrointestinal. Em meados de 1980, dois Ad
fecais, previamente nado cultivados, foram adaptados em cultura e foram
denominados de sorotipos 40 e 41, formando a espécie F de Ad entéricos humanos
(Wadell et al., 1989). Outro sorotipo implicado em diarréia em criancas é o 31 (Glass
& Kilgore, 1997). Os Ad estéo tipicamente associados com doeng¢a mais branda do
que a causada por RV, mas com curso mais prolongado (em média de 10,8 dias
contra 5,9 dias para RV), febre e vomito de menor intensidade e auséncia de
sazonalidade. O periodo de incubagdo pode variar de trés a dez dias. A doenca
incide mais em criangas menores de dois anos e pode estabelecer o estado de
portador prolongado, tornando as fezes da crianga uma fonte comum durante a
infeccdo aguda e apds remissdo dos sintomas, sendo de grave repercussao em
pacientes imunossuprimidos (Horwitz, 2001; Clark & Mc Kendrick, 2004).

Diversos estudos demonstram que os Ad correspondem a segunda causa de diarréia
viral em criangas no Brasil e no mundo, com prevaléncia variando de 1 a 10% dos
casos (Cardoso et al., 1992; Mangia et al., 1993; Pereira et al., 1993; Stewien et al.,
1993; Timenetsky et al., 1993; Glass & Kilgore, 1997, Soares et al., 2002; Subekti et
al., 2002; Pereira Filho, 2004).
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Dentre os protozoarios causadores de diarréia, em regides tropicais, os mais
importantes sdo a Entamoeba histolytica, a Giardia lamblia e o Cryptosporidium spp.
(Brunser et al., 1997; Procop, 2001). A maioria dos trabalhos descreve a giardia e a
ameba envolvidas com diarréia persistente e a ameba, geralmente associada a
disenteria (Newman et al., 2001; Abd-Alla & Ravdin, 2002).

A E. histolytica tem sido descrita em fezes de individuos assintomaticos e naqueles
com diarréia aguda. No entanto, ndo se sabe ainda se as estirpes encontradas em
individuos assintomaticos sdo as mesmas dos casos que apresentam diarréia
aguda, ja que foram demonstradas caracteristicas morfologicamente distintas em
ambas (Haque et al., 2003). Alguns autores consideram o encontro de trofozoitas
com hemaceas fagocitadas como um critério de doenca invasiva (Garcia &
Brunckner, 1996; Brunser et al., 1997). Sua prevaléncia, em adultos e criangas,
dependendo da regido geografica estudada, variou de 0,6 a 45,1% (Braga et al.,
1998, 2001; Albert et al., 1999; Abd-Alla & Ravdin, 2002; Haque et al., 2003). No
Brasil, a E. histolytica foi encontrada numa freqiéncia de zero a 16% dos casos de
diarréia aguda em criangas em diferentes regides (Guerrant et al., 1983; Gennari-
Cardoso et al., 1996, Toporovski et al., 1999; Fagundes Neto & Scaletsky, 2000;
Braga et al, 1998, 2001; Orlandi et al., 2001; Scaletsky et al., 2001; Souza et al.,
2002).

Ha discussao sobre o real impacto da giardiase em diarréias agudas, sobretudo nos
paises em desenvolvimento, visto que este parasita foi freqientemente associado a
quadros de diarréia persistente, mas também detectado em criangas assintomaticas
(Albert et al., 1999; Black et al., 1999; Saldiva et al., 1999; Rivera et al., 2002). Os
estudos brasileiros demonstram detecgao do protozoario de 0,7 a 14,6% das fezes
de criangas com diarréia aguda (Guerrant et al., 1983; Stewien et al., 1993; Gennari-
Cardoso et al., 1996, Toporovski et al., 1999; Fagundes Neto & Scaletsky, 2000;
Orlandi et al., 2001; Scaletsky et al., 2002; Souza et al, 2002). Num estudo
prospectivo em Fortaleza, Newman et al. (2001) demonstraram a presenca de G.
lamblia em fezes de criancas sem diarréia numa proporcao semelhante aquelas com
diarréia aguda (8,8%), mas com uma diferenca estatisticamente significativa quando
analisada em criangas com diarréia persistente (20,6%). Saldiva et al. (1999)
evidenciaram uma alta prevaléncia de giardia (44%) em criancas de 1 a 12 anos, na

zona rural do estado de Sdo Paulo, sem relato de associagdo com diarréia.
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A infeccao pelo Cryptosporidium spp. esta classicamente associada a diarréia aguda
em pacientes imunocomprometidos (Pickering & Cleary, 1992; Brunser et al., 1997;
Juranek, 2000; Ferreira & Borges, 2002). Nos pacientes sem comprometimento do
sistema imunolégico, acomete determinadas faixas etarias, especialmente nos
primeiros anos de vida. Este protozoario causa diarréia de carater aquoso profuso,
com febre, nduseas e vémitos, mas assim como a giardia e a ameba, este agente
esta mais associado a diarréia persistente (Pickering & Cleary, 1992; Juranek, 2000;
Hlavsa et al., 2005). A forma mais comum de infeccao € através da ingestao de
alimentos ou agua contaminados por oocistos contendo o parasita, sobretudo em
areas de recreagdo, tais como piscinas, lagos e riachos. A prevaléncia mundial
relatada em individuos com diarréia variou de 2,1% em paises desenvolvidos a 8,5
até 27,8% em paises em desenvolvimento (Crawford & Vermund, 1988; Haque et al.,
2003; Nunez et al., 2003; Adjei et al., 2004; Simango et al., 2004; Abdel-Messih et
al., 2005; Hlavsa et al., 2005). No Brasil, a prevaléncia variou entre trés e 17,4%
(Mangini et al., 1992; Stewien et al., 1993; Gennari-Cardoso et al., 1996; Franco &
Cordeiro, 1996; Newman et al., 1999; Oshiro et al., 2000; Medeiros et al., 2001; Silva
et al., 2003). A freqiiéncia de positividade para o Cryptosporidium foi diretamente
proporcional a faixa etaria estudada (Mangini et al, 1992; Stewien et al., 1993;
Gennari-Cardoso et al., 1996; Franco & Cordeiro, 1996; Oshiro et al., 2000; Medeiros
et al., 2001). Porém, Newman et al. (1999) e Silva et al. (2003) observaram uma

correlacao inversa em relacao a idade.

Schnack et al. (2003) relataram E. histolytica e Cryptosporidium em 56,4 e 85,1%,
respectivamente, em criangcas menores de cinco anos, com diarréia aguda, na
cidade de Criciuma, mas nao ha descricao se o periodo de estudo coincidiu com um

surto de infeccao por estes protozoarios neste local.

Os patégenos entéricos bacterianos, virais ou parasitarios sdo muitas vezes
detectados simultaneamente nos pacientes com doenca diarréica aguda, dificultando
a interpretacdo da participacdo de cada agente infeccioso na doenca. Além do
possivel somatério de lesdes pela coinfeccao € provavel que a superposicao com um
estado de nutricao inadequado contribua para a gravidade da diarréia nos paises em

desenvolvimento, onde as infecgcdes multiplas tém um maior risco de acontecer.
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A freqiiéncia de identificacdo concomitante de multiplos enteropatégenos intestinais
em alguns estudos brasileiros variou de 4 a 78% (Stewien et al., 1993; Mangia et al.,
1993; Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Medeiros et al., 2001; Orlandi et
al., 2001; Souza et al, 2002), mas uma notavel parte dos estudos busca a
identificacdo de um agente infeccioso isolamente nas criangas menores de cinco
anos com diarréia aguda.

No estudo dos doentes, uma informacéo relevante constitui a determinacdo do
enteropatdogeno que estd mais freqlientemente associado a necessidade de terapia
de hidratacao intravenosa e/ou internacao, pela gravidade do episédio clinico ou por
falha ou resposta inadequada a terapia de reidratacao oral. Este dado é fundamental
visto que, por exemplo, o RV € um agente associado a transmissdo nosocomial,
prolongando o tempo de internacdo dos contatos (Bishop, 1994; Gusmao et al.,
1995; Kapikian et al., 2001). Portanto, o conhecimento da etiologia da diarréia aguda,
no paciente que necessita de internagéo, possibilitard medidas preventivas seguras
a serem tomadas nas enfermarias, para minimizar o risco da transmissdo e 0s
custos das internagdes.

Na medida em que a doenca diarréica se torna menos freqliiente em comunidades
com melhores condicdes de higiene e de saneamento basico, a prevaléncia dos
agentes infecciosos bacterianos e dos protozoarios reduz, passando a predominar
as diarréias associadas aos virus (Feachem, 1984; Esrey et al., 1985, O’Ryan, Prado
& Pickering). Entdo, a determinacdo da freqiiéncia dos patégenos intestinais
encontrados num primeiro momento podera servir como indicador de qualidade
sanitdria da regido de onde provém o caso, para planejamento e medidas de

intervencdo mais eficazes no combate a doencga diarréica.
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3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Detectar agentes infecciosos (bactérias, virus e protozoarios) associados a diarréia
aguda em criangas de até trés anos de idade, atendidas no PS do Hospital Infantil
Nossa Senhora da Gléria (HINSG), em Vitoria — ES, e investigar aspectos clinico-
epidemioldgicos associados.

3.2. ESPECIFICOS

3.2.1. Detectar a presenca dos agentes bacterianos patégenos ou possivelmente
patdbgenos associados a diarréia aguda: Escherichia coli enteropatogénica tipica e
atipica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC), enteroagregativa
(EAEC), de adesdo difusa (DAEC) e enterohemorragica (EHEC); Shigella (S.
flexneri, S. boydii, S. sonnei e S. dysenteriae) e Salmonella spp;

3.2.2. Detectar antigenos de RV em suspenséo fecal por ensaio imunoenzimatico e
seu acido nucleico por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e antigenos de

Ad em suspensao fecal por ensaio imunoenzimatico;

3.2.3. Detectar antigenos de Giardia lamblia, de Entamoeba histolytica e de

Cryptosporidium spp. em suspensao fecal por ensaio imunoenzimatico;

3.2.4. Investigar os principais sinais e sintomas e fatores sécio-demograficos
associados aos diferentes grupos dos patdégenos intestinais encontrados.
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4. MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDO E LOCAL

Foi feito um estudo descritivo dos casos de diarréia aguda em criancas até trés anos
de idade atendidos durante 17 meses consecutivos no Pronto Socorro (PS) do
hospital pediatrico, Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria (HINSG), situado em
Vitéria — ES. O HINSG é um hospital de referéncia da rede estadual do Servico
Unico de Satde (SUS), que alberga uma residéncia médica em Pediatria, atendendo
aos municipios da Grande Vitoria, assim como a outros municipios do Estado do
Espirito Santo, do Sul da Bahia e do Sudeste de Minas Gerais. Todas as criangas
sao atendidas no Setor de Triagem do PS do referido hospital e, quando necessério,
encaminhadas aos diferentes servicos para observagdo ou esclarecimento
diagnédstico. No periodo do estudo, foi realizada uma média de 7200 atendimentos
mensais e o diagnédstico de diarréia aguda, associada ou ndo a vémitos, variou de
118 a 670 casos mensais, nos menores de trés anos (Grafico 1).

Grafico 1: Namero total de consultas por gastrenterite aguda e de amostras fecais obtidas de

criangas menores de trés anos atendidas no Pronto Socorro do HINSG no periodo de 2003 a
2004
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4.2. AMOSTRAGEM

Durante quatro dias da semana, em periodos alternados de quatro horas (matutinos
e vespertinos), as criancas triadas que apresentavam como queixa principal a
diarréia, eram direcionadas para entrevista e coleta das fezes, apds consentimento
livre e esclarecido. A obtencdo de todas as informacbes soécio-demograficas e o

procedimento da coleta foram realizados pela investigadora.

O estudo foi feito no periodo entre fevereiro de 2003 e junho de 2004. Foram usados
0S seguintes critérios de inclusdo: criancas de ambos o0s sexos, com idade
compreendida entre zero e trés anos, acometidas de diarréia e/ou disenteria por um
periodo inferior a 15 dias. Foram excluidas aquelas com diarréia persistente ou
cronica. Nao foram colhidas amostras de pacientes internados. Nos casos em que a
crianca fazia uso de antimicrobiano, a pesquisa de patégenos bacterianos foi
excluida. Foram selecionados 253 casos sendo 11 destes, criancas entre 36 a 48

meses.

Foram obtidas 78 amostras de criancas sem diarréia, selecionadas como controles,
colhidas neste mesmo hospital sendo colhidas um total de 331 amostras. Esse grupo
controle foi utilizado especialmente para avaliar a ocorréncia de algumas categorias
de E. coli supostamente diarreiogénicas (EPEC atipica, EAEC e DAEC) (Figura 1).

4.3. COLETA DOS DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Apos explicagdo dos objetivos da pesquisa ao responsavel pela crianga e a obtencao
da autorizagdo assinada para a coleta do material e dos dados clinico-
epidemioldgicos, foi feito o preenchimento de uma ficha com informagdes socio-
demograficas e uma anamnese direcionada para fatores de risco para diarréia, sinais
e sintomas associados a diarréia e a terapéutica inicial apés seu atendimento (Anexo
2).

Das 253 criangas estudadas, em 20 casos nao foi possivel ter esta ficha preenchida.
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4.4. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Centro Biomédico,

Universidade Federal do Espirito Santo, em 23 de maio de 2003 (Anexo 1).

Este estudo possibilitou um trabalho de orientagcdo aos familiares das criangas
participantes sobre higiene na alimentacao e de utensilios oferecidos a crianca, bem
como o reconhecimento precoce de sinais de desidratacdo, uso de soro de
reidratacao oral e tipo de alimentacao a ser oferecida durante o quadro de diarréia

aguda, segundo recomendacgdes da OMS (OMS, 2002).

4.5. COLETA, ARMAZENAMENTO E PROCESSAMENTO DAS FEZES

As amostras fecais foram colhidas ap6s eliminacdo espontdnea imediata ou por
estimulo com sonda retal de polivinil de nUmeros seis a dez, fracionando o material
conforme se segue: i) fezes “in natura” em recipiente plastico apropriado com tampa
de rosca, para a pesquisa de virus e de protozoarios; ii) em meio de transporte Cary-
Blair para isolamento de enteropatégenos bacterianos (E. coli, Shigella, Salmonella);
iii) em caldo de enriquecimento selenito para enteropatégenos Shigella e Salmonella.
Estes dois ultimos foram mantidos a temperatura ambiente (TA), enquanto a primeira
fracdo permanecia em recipiente térmico mantido a 4°C, até seu congelamento a -
20° C (Figura 1). As amostras fracionadas foram levadas ao laboratério ao final do
periodo de coleta e preparadas para as analises microbiolégicas e parasitologicas
(Figura 2, Anexo 6). Os meios de cultura e solu¢des usadas estdo descritas no
Anexo 5.

331 amostras fecais
colhidas no PS do HINSG

253 amostras 78 amostras
diarréia aguda sem diarréia

I 1
Frasco com rosca (42 C) Cary- Blair (TA) Caldo Selenito (TA)
deteccao viral/protozoarios deteccao de bactérias deteccao de bactérias

Figura 1: Distribuicdo das 331 amostras fecais colhidas de acordo com seu fracionamento
para deteccao dos enteropatégenos
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4.5.1. Deteccao de Bactérias

A amostra fecal foi processada no laboratério em um periodo sempre inferior a oito
horas apds a coleta em 253 casos de criangas com diarréia aguda e 78 casos sem
diarréia. Foram excluidas 12 amostras das criangas com diarréia aguda para
pesquisa de bactérias por estarem em uso de antimicrobiano (Figura 2).

A amostra preservada em meio de transporte Cary-Blair foi semeada em meios de
cultura diferenciais de baixa seletividade (Agar MacConkey) para isolamento de E.
coli, e de média seletividade (Agar SS) para isolamento de Shigella e de Salmonella.
O caldo de enriguecimento selenito foi incubado por 12 a 18 h a 37°C para favorecer
o isolamento de Salmonella spp e Shigella spp e, posteriormente, semeado em Agar
SS ou em XLD (Xilose-Lisina-Desoxicolato), seletivos e diferenciais. As placas foram
incubadas por 24 a 48 h a 37°C. Todos os procedimentos de incubacao foram
realizados em incubadora bacterioldgica.

241 com diarréia aguda e
78 sem diarréia

253 com diarréia aguda

e =)
78 sem diarréia

Figura 2: Sumario dos procedimentos realizados para deteccao bacteriana nas 331 amostras

colhidas

e S
Cary-blair Caldo Selenito
v v
-12 em uso de Agar McConkey 37°C (12-18 h)
antimicrobiano SS ou XLD 7
7°C -
37°C-24h Agar SS
e/ou XLD
Lac(+)/Lac(-) v
H,S (+) ou (_) Lac (-) H.S (+)

N\

/

| Provas bioquimicas |

Y

Y

E. coli

Salmonella e
Shigella
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4.5.1.1. Caracterizacao bioquimica e identificagdo de enterobactérias

45111. E. coli

Coldnias lactose positivas (Lac +), sugestivas de E. coli, e lactose negativas (Lac -)
com ou sem H,S, sugestivas de EIEC, de Shigella ou de Salmonella, foram
selecionadas de cada amostra para identificacdo bioquimica presuntiva dos géneros
bacterianos, através dos testes de motilidade, produgéo de indol, descarboxilacado de
lisina, metabolizacdo de citrato, desaminacdo de fenilalanina, fermentacdo de
dextrose, lactose e/ou sacarose, produgcao de gas a partir de glicose e producao de
H.S.

Quando necessario, testes bioquimicos complementares como a descarboxilagdo
dos aminoacidos arginina e ornitina foram utilizados na elucidagdo do género
bacteriano.

E. coli Lac + e Lac — foram caracterizadas bioquimicamente como do grupo
enteropatogénica classica (EPEC) ou enteroinvasora (EIEC), respectivamente,
através de anti-soros polivalentes (PROBAC do Brasil) de acordo com instrugdes do
fabricante, descritas a seguir: suspenséo bacteriana foi realizada em solug¢ao salina
(turvagdo compativel com a escala n2. 2 de Mac Farland, aproximadamente 6 x 10°
UFC/mL) e fervida por uma hora. Vinte e cinco microlitros da suspensao fervida
foram homogeneizados em l|amina, separadamente, com 25 ul de anti-soros
polivalentes A, B e C para EPEC (col6nias Lac +) ou polivalentes A e B para EIEC
(colénias Lac -) (Quadro 1). Reacao de aglutinacdo foi observada com 30 s. a um
min. Controle negativo da reagao foi realizado omitindo-se o anti-soro e adicionando-
se igual volume de salina. Reagao era considerada positiva quando a aglutinagédo na
lamina era positiva com algum dos anti-soros e ndo com a salina.

Cinco colbnias Lac + e duas Lac - de E. coli foram preservadas em agar nutriente
para posterior caracterizacdo de todos os tipos diarreiogénicos através dos testes de
hibridizacdo com sondas genéticas radioativas para deteccao de genes de viruléncia
de EPEC, ETEC, EHEC, EAEC, EIEC e DAEC no Laboratério de Microbiologia —
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) pela Dra. Isabel Cristina Scaletsky
(Quadro 2 e Anexo 6).
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Quadro 1. Anti-soros utilizados na confirmagdo e/ou triagem de bactérias patdgenas
intestinais
GENERO E/OU
. SOROGRUPQOS / SOROTIPOS ANTI-SOROS
ESPECIE
026, 055, 0111, 0119 Polivalente A
E. coli (EPEC) 0114, 0125, 0142, 0158 Polivalente B
086, 0126, 0127, 0128 Polivalente C
) 028ac, 029, 0136, 0144, 0152 Polivalente A
E. coli (EIEC) ,
O112ac, 0124, 0143, 0164, 0167 Polivalente B
Shigella
S. flexneri 1,2,3,4,5 6 evariantes Xe Y Polivalente
S. boydii 1,2,3,4,5,6,e 14 Polivalente 1
8,9,10,e 11 Polivalente 2
7,12,13e 15 Polivalente 3
S.sonnei lell Polivalente
S. dysenteriae |1,2,3,4,5,6e7 Polivalente 1
8ab, 8ac,9¢e 10 Polivalente 2
Salmonella A, B, C1,C2, D, E1, E2, ES, E4, Vi Polivalente O

Quadro 2. Sondas genéticas especificas para as categorias de DEC

Patotipo de E. coli Especificidade da sonda
EPEC Plasmidio EAF*; Gene eaeA*
DAEC Gene daaC*

EAEC EAEC (pAA) ~

EHEC EHEC (Adesdo) *; Stx1T; Stx2'
ETEC LT***; STp*; STh¥

EIEC Inv S

*EAF = Fator de adesao da EPEC; eaeA = gene responsavel pela codificagdo da intimina,
proteina de membrana relacionada a lesao attaching and effacing (A/E) promovida pela EPEC.
#daaC gene associado a biogénese da F1845, adesina fimbrial da adeséao difusa;

"pAA = plasmidio relacionado & adesdo agregativa;*Adeséo = plasmidio pO157 onde esta
localizado o gene responsavel pela sintese da enterohemolisina de EHEC; 'Stx = citotoxina
‘Shiga-like toxin”; ***LT toxma termolabil; * STp e STh toxinas termoestavel de porco e
humana, respectlvamente SInv fragmento isolado do plasmidio de invasao da EIEC (pInv).
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4.5.1.1.2. Shigella e Salmonella

Nos casos de suspeita do isolamento de Shigella ou de Salmonella através das
provas bioquimicas descritas anteriormente, a confirmacdo do género foi obtida
através do uso de anti-soros polivalentes (PROBAC do Brasil) (Quadro 1). No caso
da Shigella, além de confirmagao do género, foi também possivel a determinacéo da
espécie isolada: S. sonnei, S. flexneri, S. boydii e S. dysenteriae. Nos casos de
suspeita de Salmonella, era utilizado o anti-soro polivalente para antigeno somatico
O (PROBAC do Brasil) (Quadro 1). A reacao sorolégica foi realizada como a
anteriormente descrita, porém, nestes casos, a suspensao bacteriana nao foi fervida.
As amostras identificadas como Salmonella foram enviadas para o Laboratério do
Centro de Referéncia de Enterobactérias da Fundagcédo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ —
RJ, sob a chefia de Dra. Déalia dos Prazeres Rodrigues, para determinacdo do
sorotipo.

4.5.2. Deteccao de virus

As fezes in natura foram preservadas a temperatura de — 20°C para detec¢do dos
agentes infecciosos virais RV e Ad.

4.5.2.1. Preparo de suspensodes fecais

Foram preparadas suspensodes fecais a 10% em tampao Tris/Célcio (0.01M/0,015M),
centrifugadas a 2000 xg a 4°C por 20 min. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a temperatura de — 20°C até realizacao dos procedimentos de deteccao
antigenos virais pelo Ensaio Imunoenzimatico para RV e Ad (EIERA,
Biomanguinhos, FIOCRUZ) e de extracao de RNA para EGPA para identificacdo de

RV. Todas as solucdes utilizadas estdao descritas no Anexo 5.
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4.5.2.2. Ensaio Imunoenzimatico para RV e Ad (EIERA)

Foram submetidas 147 amostras fecais a detec¢do de antigenos de RV e de Ad.

Os antigenos virais (RV e Ad) na suspenséao fecal preparada conforme descrito
anteriormente, foram detectados através do kit EIERA, desenvolvido por
Biomanguinhos, FIOCRUZ-RJ, conforme instru¢cdes do fabricante. Este ensaio
imunoenzimatico consiste no método de sanduiche duplo de Anticorpos (Ac), em que
0s antigenos sao capturados em fase solida por Ac contra Rv ou Ad de soros
hiperimunes de cabras. A deteccado da reacao se faz através da adicao de conjugado
anti-imunoglobulina contra RV ou Ad (de cobaia) marcado com peroxidase, que €
evidenciada com o cromégeno tetrametilbenzidina (TMB). O composto de coloracao
azul turquesa se torna amarelo apdés a adicdo do acido sulfarico, quando os
antigenos virais estao presentes. Portanto, amostras negativas para RV e Ad nao
apresentam coloracdo amarela e as amostras positivas, coloracdo amarela
nitidamente intensa, na diluicao 4 ou ainda densidade 6tica (DO) significativamente
2X mais elevada do que a dos controles. As amostras identificadas como negativas
através da DO apresentam menos que 0,05 do valor zerado (ap6s subtracdo do
valor da DO do controle negativo) e, as positivas com DO maior ou igual a 0,05 do
valor zerado (ap6s subtracao do valor da DO do controle negativo).

4.5.2.3. Extragédo de RNA

As suspensfes fecais foram submetidas ao método de extracdo de acido nucleico
descrito por Boom et al. (1990), com algumas modificagbes, conforme descrito a
seguir: em 200 uL da suspensao fecal foram adicionados 800 uL de tampao L6,
homogeneizados e incubados a temperatura ambiente (TA) para lise celular e
dissociacdao da nucleoproteina viral. A seguir, foram acrescentados 10 uL de silica,
homogeneizados e centrifugados a 12000xg/30 s. e os sobrenadantes descartados
em NaOH 10 M (para neutralizar o isotiocianato de guanidina presente no tampéao
L6). Adicionou-se entao (1) 500 uL de tampao L2 seguido de homogeneizacéo e
centrifugacdo (12000xg/30 s.); (2) 500 uL de etanol 70% (gelado) seguido de
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homogeneizacdo e centrifugacdo (12000xg/30 s.); (3) 500 uL de acetona P.A.
(gelada) e seguido de homogeneizacdo e centrifugacdo (12000 xg/30 s.). O
sobrenadante foi descartado ap6s cada centrifugacdo. A seguir, incubou-se em
banho Maria (BM) a 56°C por 5 min. para evaporacao completa da acetona. Foram
adicionados 50 puL de H,O Milli Q, homogeneizados e incubados em banho-maria
56°C por 15 min. para eluicio do RNA de dupla fita. As suspensdes foram
homogeneizadas e centrifugadas (12000xg/3 min.). Aproximadamente 40 pL do
sobrenadante foi coletado e estocado a — 20°C até ser utilizado no procedimento

seguinte.

4.5.2.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (EGPA)

A deteccdo de RV e a determinagdo de seus eletroferotipos foram realizadas
conforme descrito na literatura (Pereira et al., 1983) em 230 amostras fecais (Grupo
[ll). O RNAdf extraido foi submetido a uma eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida composto por um gel concentrador (4%) e um separador (7,5%). Apds
a eletroforese, o gel foi corado pelo método de impregnacédo pela prata e o perfil

eletroforético visualizado em negatoscépio, de acordo com Herring et al. (1982).

4.5.3. Deteccao de protozoarios

As fezes in natura foram preservadas a — 20°C para detecgdo de antigenos dos
protozoarios Cryptosporidium, E. histolytica e G. lamblia, que foi realizado em 88

amostras fecais (Grupo I).
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4.5.3.1. Ensaio Imunoenzimatico para Cryptosporidium, E. histolytica e G. lamblia
(EIE)

O método imunoenzimético para deteccao de antigenos destes protozoarios foi
aplicado em 88 amostras fecais de criangas com diarréia aguda, escolhidas
aleatoriamente dentre as 147 que foram submetidas a pesquisa de RV e Ad (Grupo
II), com o kit comercial ProSpecT Ensaio Imunoenzimatico para E. histolytica,
Cryptosporidium e G. lamblia em Microplaca (Alexon Inc.- Biobras diagnésticos)
segundo as instru¢des do fabricante. Este ensaio consiste no método de sanduiche
duplo de Ac, com deteccéo qualitativa de antigenos especificos da E. histolytica; do
Cryptosporidium (CSA) e da Giardia (GSA 65), respectivamente. As suspensdes
fecais, adequadamente diluidas, foram colocadas em unidades da microplacas
contendo os anticorpos de captura do antigeno (soro hiperimune de cabra) dos
respectivos protozoarios. A reagdo completa-se através da adicdo de conjugado anti-
imunoglobulinas de cobaia marcado com peroxidase, evidenciada com o TMB. O
composto formado, de coloracdo azul turquesa, se torna amarelo apoés a adicao do
acido sulfurico se os antigenos virais estiverem presentes. As amostras identificadas
como negativas apresentam DO menor que 0,05 do valor zerado (ap6s subtracdo do
valor da DO do controle negativo) e positivas com DO maior ou igual a 0,05 do valor
zerado (apds subtracao do valor da DO do controle negativo).

4.5.4 Deteccao de mais de um enteropatdogeno nas amostras fecais

Para analise das diferentes categorias de enteropatégenos e suas associacoes, as
amostras foram distribuidas em quatro grupos conforme agente etioldgico

pesquisado e metodologia (Figura 3):

i) Grupo | = 88 amostras fecais nas quais foi realizada pesquisa de bactérias,

de antigenos virais (RV e Ad) e de protozoarios;

ii) Grupo Il = 147 amostras fecais nas quais foi realizada pesquisa de
bactérias e de antigenos virais de RV e Ad;
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iii) Grupo Il = 230 amostras nas quais foi realizada a detec¢do de bactérias e
detecgao do acido nucléico do RV;

iv) Grupo IV = 78 amostras controles, criangas sem diarréia nas quais foram
detectadas bactérias e acido nucléico do RV.

Os Grupos | e Il correspondem a subgrupos do Grupo Il e sdo constituidos de

material clinico obtido no periodo de fevereiro a setembro de 2003.

241 iarréi
casos de diarréia aguda 78 casos

pesquisados

sem diarréia

~_~

GRUPO | GRUPO I GRUPO Il GRUPO IV
BACTERIAS, BACTERIAS, BACTERIAS BACTERIAS
VIRUS e RV e Ad e RV e RV
PROTOZOARIOS n =147 n = 230 n=78
n=2388

Figura 3: Distribuicao dos casos de diarréia aguda e sem diarréia de acordo com a pesquisa
simultanea de enteropatégenos

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram inseridos no programa estatistico SPSS 10.0. A estatistica
descritiva foi realizada das variaveis quantitativas representadas por média, desvio
padrdo, mediana, valores minimo e maximo. As variaveis qualitativas foram
estudadas pela freqiiéncia absoluta e frequéncia relativa (%) e, quando necessario,
realizadas comparagdes de freqiiéncias pelos testes de Qui - quadrado (¥°) ou exato
de Fisher. Todas as estatisticas foram expressas com os respectivos intervalos de
confianga a 95%.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS:

5.1. DADOS DEMOGRAFICOS DA AMOSTRA ESTUDADA

As criancas atendidas no PS do HINSG, que fizeram parte deste estudo, procediam

predominantemente de trés municipios que formam a regido Metropolitana de
Vitéria: Serra (37%), Vitéria (26,9%) e Cariacica (21,4%). Os demais casos (14,6%)
foram provenientes de outros municipios deste estado ou de estados adjacentes

(Figura 4).

Santa Irundl

Teresa

LEGENDA

@ Sede Municipal
e LiMite cistrital
— ROdovia Estadual
w— Rodovia Federal
+ Femovia

Divisa Municipios Limites

Domingos
Martins

Marechal
Fleriana

Alfreda
Chaves

Anchieta

* Outros municipios ou estados

Figura 4: Mapa da regiao metropolitana da Grande Vitéria demonstrando a localizagao dos
municipios que a compoéem: Vitéria, Vila Velha, Serra, Cariacica e Viana com o respectivo

nimero de amostras colhidas
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Das 253 criancas estudadas, 153 eram do sexo masculino (60,5%) e 100, do sexo
feminino (39,5%). A média de idade foi de 13,6 meses (DP: 10,7 m), mediana de 11
meses. A estratificacdo das idades mostrou que 76,7% tinham menos que 18 meses
de idade (Grafico 2).

Grafico 2: DistribuicAo da idade das criancas com diarréia aguda estudadas. Estao
representados os percentis 25 (6 meses) e 75 (18 meses) e a mediana de 11 meses

60
50 1 5%
40 Sl

88
30 1

20

idade em meses

N= 25
SM

criancas com diarréia aguda

A média de idade paterna foi de 30,1 anos (DP= 12,3) e a materna, 24,8 anos (DP=
5,9). Quanto a instrugcado, 69% (126/183) dos pais e 60,2% (132/219) das maes tém
ensino fundamental completo ou parcialmente completo. Com relagdo a moradia,
86,5% dos entrevistados residiam em casas de alvenaria e quase todos tinham
acesso a agua potavel (97,8%). Havia relato de rede de esgoto nas casas de 69%
(158/229) dos entrevistados e 40,7% nao tinham filtro. Cento e dois entrevistados
possuiam pelo menos um animal doméstico (44,7%) cuja maior freqiéncia foi de

cao, isoladamente (17,8%) ou associado a outros animais (26,5%).
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A grande maioria das maes (222/230) realizou pré-natal durante a gestacado das
criancas estudadas, com relato de 13% (30/230) de prematuridade. Vinte e oito
casos (12,3%) tiveram peso de nascimento menor que 2500 g. Nao houve diferenca
estatisticamente significante comparando as criancas prematuras com as nascidas a
termo e aquelas com peso menor ou igual a 2500g, comparando-as com peso
superior a 2500 g quando relacionamos a presenca ou auséncia de diarréia (p = 0,17

e p = 0,06, respectivamente).

Em 50,6% (118/233) das criancas foi o primeiro relato de diarréia enquanto que
49,4% tinham apresentado dois ou mais episédios anteriores. Outras doencgas, que
nao a diarréia, ocorreram em 26,1% dos casos, sendo pneumonia e refluxo
gastresofagico, as mais freqlentes. Apenas 18,8% das criangcas com diarréia

freqUentavam creches.

Com relagao a historia alimentar, 37,1% (62/167) das criancas com idade superior a
seis meses realizaram aleitamento materno exclusivo até o sexto més de vida. Do
total de criancas estudadas, 56% (128/229) receberam outros leites (exclusivamente
ou associados ao leite materno) ou alimentos complementares apos trés meses de

idade. O leite materno nao foi oferecido em 14,8% (34/229) (Gréficos 3 e 4).

Com relagdo a habitos especificos, 67,8% (156/230) utilizavam a mamadeira para
oferecimento de outros alimentos (suco, chas, agua ou leite). O uso de chupetas foi
referido em 42,8% das criangas. O preparo dos alimentos foi imediato em 89,9% dos

casos.

Grafico 3: Tempo de aleitamento materno exclusivo nas criangas com diarréia aguda

Nao houve m0a3m m4abém m>6m

41% 41%

15% 3%

55



Diarréia Aguda Infecciosa em Criangas

Grafico 4: Epoca de introducéo de outros alimentos (leites e alimentos sélidos) nos primeiros

seis meses de vida das criangas com diarréia aguda
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A procura de atendimento médico ocorreu em média de 3,6 dias (DP: 3,1 dias) ap6s
0 inicio da diarréia. Cerca de 90% dos pacientes compareceram ao PS nos primeiros

sete dias da doenga.

Evacuacées liquidas ocorreram em 83,8% (201/240) dos casos, relato da presenca
de sangue em 14,6% (35/239) e de muco em 55,2% (132/239) (Tabela 1). Apenas
12,6% referiram contactantes com sintomas semelhantes. Diagnéstico de
desidratacao ocorreu em 42,4% (101/238) dos casos, embora terapia de reposicao
hidreletrolitica intravenosa (IV) tivesse sido realizada em 55,5% (106/238), em

decorréncia da associagcdo com vomitos incoerciveis.

A Tabela 1 mostra bactérias, virus e protozoarios identificados conforme o grupo
pesquisado, sua frequéncia isolada ou em associagao, de acordo com a faixa etaria,
alguns fatores de risco para doenca diarréica, os principais sintomas e niumero de

criancas que evoluiram para terapia de hidratacao IV.
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Tabela 1a: Prevaléncia de enteropatdégenos por grupos, identificados isoladamente ou
associados, em criangas com diarréia aguda, de acordo com algumas variaveis relacionadas
com a idade, habitos e condigbes de vida, alguns sinais e sintomas e terapia de hidratacao
intravenosa (1V). Grupo | — os trés agentes pesquisados

Grupos de enteropatogenos identificados

Variaveis Grupo | (n = 88)
n (%)

B RV e Ad P B+V+P
<de 1ano 21 (60) 28 (55) 9 (34,6) 16 (50)
Prematuridade 6 (17,1) 8 (15,7) 5 (20) 6 (18,8)
Nao recebeu LM * 4 (11,4) 8 (15,7) 3(11,5) 6 (18,8)
Saneamento basico 35 (100) 50 (98) 17 (68) 32 (100)
Presenca de filtro 27 (77,1) 28 (55) 10 (45,5) 21 (65,6)
Febre 28 (80) 41 (80) 20(76,9) 25 (78,1)
Vomitos 30 (85) 50 (98)  23(88,5)  31(97)
Sintomas respiratodrios 20 (57,1) 31 (60,8) 13 (50) 20 (62,5)
Sangue nas fezes 6 (17,1) 7 (13,7) 4 (154) 5(15,6)
Desidratacao 16 (45,7) 23 (45,1) 13 (50) 16 (50)
Terapia IV 17 (48,6) 27(52,9) 12(46,2) 16 (50)
N total de casos 35 (39,8) 51 (58) 26 (10,3) 32 (36,4)

* LM = leite materno ; B = bactérias V = virus P = protozoarios;
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Tabela 1b: Prevaléncia de enteropatdégenos por grupos, identificados isoladamente ou
associados, em criangas com diarréia aguda, de acordo com algumas variaveis relacionadas
com a idade, habitos e condigbes de vida, alguns sinais e sintomas e terapia de hidratacao
intravenosa (1V). Grupo Il — bactérias, RV e Ad (EIERA) pesquisados

Grupos de enteropatogenos identificados

Variaveis Grupo Il (n = 147)
n (%)

B RV Ad B+V
<de 1ano 33 (54,1) 4(59,5) 5(41,7) 18(54,5)
Prematuridade 12(19,7) 12(16,2) 2(16,7) 9 (27,3)
Nao recebeu LM * 9 (14,8) 0(13,5) 0 (0) 6 (18,2)
Saneamento basico 59 (96,7) 71 (96) 2 (100) 32 (97)
Presenca de filtro 9(63,9) 42 (56,8) 7 (58,3) 26 (78,8)
Febre 5(73,8) 54 (73) (58 3) 24 (727)
Voémitos 54 (88,5) 73 (98,6) 2 (100) 32 (97)
Sintomas respiratérios 31(50,8) 38 (51,4) 4 (33,3) 16 (48,5)
Sangue nas fezes 9 (14,8) 9(12,2) 1(8,3) 4(12,1)
Desidratacao 4 (72,7) 34 (46) 4 (33,3) 13 (39,4)
Terapia IV 25(40,9) 36(48,6) 4(33,3) 14 (42,4)
N total de casos 61 (41,4) 74 (50,3) 12 (8,2) 33 (22,5)

* LM = leite materno ; B = bactérias V = virus P = protozoarios;
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Tabela 1c: Prevaléncia de enteropatégenos por grupos, identificados isoladamente ou
associados, em criangas com diarréia aguda, de acordo com algumas variaveis relacionadas
com a idade, habitos e condigbes de vida, alguns sinais e sintomas e terapia de hidratacao
intravenosa (1V). Grupo Ill — Bactérias e RV (GEPA) pesquisados

Grupos de enteropatogenos identificados
Grupo Il (n= 230)

n (%)

Variaveis B RV B + RV
<de1ano 44 (50) 46 (56,8) 16 (51,6)
Prematuridade 17 (19,3) 10 (12,4) 8 (25,8)
Nao recebeu LM * 17 (19,3) 15 (18,5) 6 (19,4)
Saneamento basico 82 (93,2) 77 (95,1) 29 (93,5)
Presenca de filtro 65 (73,9) 46 (56,8) 25 (80,6)
Febre 62 (70,5) 61 (75,3) 22 (71)

Vomitos 76 (86,4) 78 (96,3) 30 (96,8)
Sintomas respiratorios 46 (52,3) 45 (55,6) 17 (54,8)
Sangue nas fezes 12 (13,6) 8(9,9) 3(9,7)

Desidratacao 35 (40) 40 (49,4) 13 (42)

Terapia IV 36 (41) 41 (50,6) 14 (45,2)
N total de casos 88 (38,2) 81 (35,2) 31 (13,5)

* LM = leite materno ; B = bactérias V = virus P = protozoarios;

5.2. AGENTES INFECCIOSOS PESQUISADOS NA AMOSTRA ESTUDADA

Bactérias patégenas (EPEC tipica, ETEC, EHEC, EIEC, Shigella ou Salmonella) ou
possivelmente patégenas (EPEC atipica, EAEC e DAEC), virus ou protozoarios
foram encontrados em 83% dos casos pesquisados (73/88) com diarréia aguda que
fazem parte do Grupo |; enquanto que, foram encontrados em 72,1% dos casos do
Grupo Il (106/147) e em 60% do Grupo Il (138/230).
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5.2.1. Bactérias

Dos 253 casos de diarréia aguda, foram excluidos 12 para pesquisa de bactérias
porque as criancas estavam em uso de antibiotico e/ou quimioterapico (Figura 2,
Anexo 4). As bactérias patégenas ou possivelmente patdégenas, foram detectadas
em 41,5% (100/241). Excluindo as categorias de DEC ainda controversas como
agentes etiolégicos de diarréia aguda (EPEC atipica, EAEC e DAEC), as bactérias
foram detectadas em 10% (24/241) dos casos (Tabela 1).

5.2.1.1. E. coli diarreiogénica (DEC)

E. colifoi isolada em 219 dos 241 casos de diarréia aguda estudados para bactérias.
Uma a cinco colbénias com testes bioquimicos compativeis com E. coli foram
submetidas a reagao sorolégica para determinacdo dos sorogrupos e a testes de

hibridizagdo para pesquisa de genes de viruléncia.

5.2.1.1.1. Sorologia para DEC

A reacgao sorologica utilizando anti-soro policlonal para EPEC detectou nove casos
positivos dos 219 em que a E. coli foi isolada (4,1%), representando 3,7% do total de
casos estudados (Tabela 2). Um caso aglutinou com o anti-soro polivalente A (026,
055, 0111 e O119), oito com o anti-soro polivalente B (sorogrupos O114, O125,
0142 e O158), e nenhum com anti-soro polivalente C (086, 0126, 0127, 0128).

A pesquisa de EIEC, realizada nas colénias Lac (-) que foram negativas para
Shigella, foram também negativas para esta categoria de E. coli (Tabela 2).

60



Diarréia Aguda Infecciosa em Criangas

Os sorogrupos de DEC, pesquisados com uso de anti-soros monoclonais para
determinacdo do antigeno somatico O, revelaram dez casos positivos para seis
sorogrupos de E. coli assim distribuidos: 026 e O142 (um caso de cada) e O55,
0119, 0125, 0128 (dois casos de cada). Dentre estes sorogrupos encontrados,
apenas uma amostra O55 e uma O142 apresentaram positividade na pesquisa com

anti-soros policlonais.

5.2.1.1.2. Testes de Hibridizagcao para pesquisa de genes de viruléncia de DEC

Os testes de hibridizacao para pesquisa de genes de viruléncia de DEC de colbnias
Lac (+) e/ou Lac (-) (Figura 5 A-D) foram realizados em 219 casos de criangas com
diarréia aguda, sendo detectadas em 90 destes (41,1%) (Anexo 4, Tabela 2). Houve
amostras fecais em que mais de uma DEC foi detectada.

Figura 5: A) Agar McConkey com col. Lac(+) e Lac (-) de E. coli; B) Transferéncia das
colbnias Lac (+) e Lac (-) para membrana de nitrocelulose; C) Membrana de nitrocelulose
com amostras positivas € negativas para fermentacdo de lactose. Sequéncia superior e
inferior correspondem, respectivamente, a filtros néo tratados e tratados com solucao de lise
bacteriana; D) Hibridizacdo em membrana apds revelagdo. Resultado positivo com sonda
genética para o plasmidio EAF (EPEC tipica) pode ser observado em duas amostras no
disco central inferior. Controle positivo e negativo para a referida sonda se encontra no
quadrado central. Fotos obtidas no Laboratério de Microbiologia da Dra. Isabel C. Scaletsky
(UNIFESP).

61



Diarréia Aguda Infecciosa em Criangas

Foram detectados 20 casos positivos para EPEC (9,1%) através de testes de
hibridizacdo para genes de viruléncia. A presenca dos genes eae (intimina) e bfp
(plamidio EAF), identificados em dois casos de EPEC, caracterizou a EPEC tipica
(0,9%) (Figura 5C); enquanto que os demais casos foram caracterizados como
EPEC atipicas (8,2%) pela auséncia do plasmidio EAF (Tabela 2).

Dos dez casos em que os sorogrupos de DEC foram determinados com anti-soros
monoclonais (descritos anteriormente), genes de viruléncia foram detectados em
sete casos. Dos dois casos de O55, um foi caracterizado como EPEC tipica e outro
como EPEC atipica. Dois casos de 0119, assim como um de 026 e um de O142,
foram identificados como EPEC atipica; enquanto um caso, dos dois do sorogrupo
0128, foi caracterizado como DAEC. Nos demais sorogrupos (um caso de O128 e
dois de O125) ndo foram detectados genes de viruléncia.

Nao foram encontradas cepas de EHEC, que sao caracterizadas pela presenca do

gene eae e de genes para STx1 e/ou Stx2 (Tabela 2).

A EIEC foi identificada em dois casos (0,9%) através da deteccdo do gene inv
(Tabela 2).

A ETEC foi caracterizada em 4,1% dos pacientes (9/219) com diarréia aguda, todas
as cepas contendo genes para a producao da toxina LT e uma, também o gene para
a toxina ST (Tabela 2). Houve associagdo da ETEC com outros grupos de agentes
infecciosos em seis casos: trés com o RV (um destes também com Salmonella), dois

com G. lambliae um com S. sonnei.

As DEC caracterizadas como DAEC e EAEC de criancas com diarréia aguda
estiveram presentes em 20,6% e 9,1%, respectivamente, e estavam em associagao
com dois ou mais enteropatdgenos em 48,9% (22/45) e 50% (10/20)

respectivamente.

De 78 criangas sem diarréia (Grupo V), a E. coli foi caracterizada bioguimicamente
em 68 amostras fecais, que foram submetidas a pesquisa de genes de viruléncia
através de hibridizacdo. Trinta e uma (45,6%) DEC foram encontradas, assim
distribuidas: EPEC atipica em 10,3%, ETEC em 1,5%, EAEC em 20,6% e DAEC em
16,2%. Nao foram detectadas EPEC tipica, EHEC ou EIEC em nenhum destes

casos (Tabela 2 e Grafico 5). Houve uma associacao de EPEC atipica com DAEC.
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Tabela 2: Agentes patdgenos e possivelmente patdégenos bacterianos em amostras fecais de
criangas com e sem diarréia aguda e significancia estatistica

o Diarréia aguda Sem diarréia
Agente etiologico P
% (n encontrado/total) % (n encontrado/total)

Escherichia coli:

EPEC* 3,7% (9/241) 0

EPEC Tipica** 0,9% (2/219) 0

EPEC Atipica™ 8,2% (18/219) 10,3% (7/68) 0,08
ETEC* 4,1% (9/219) 1,5% (1/68) 0,27
EHEC** 0 0

EIEC™ 0,9% (2/219) 0

EAEC** 9,1% (20/219) 20,6% (14/68) 0,019
DAEC** 20,6% (45/219) 16,2% (11/68) 0,53
Shigella sp 4,6% (11/241)

S. flexneri 7

S.sonnei 4

Salmonella sp. 2,9% (7/241) 0

*Aglutinagdo em lamina com soro polivalente

**Ensaio de hibridizacdo para genes de viruléncia

Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre bactérias
possivelmente patégenas como EPEC atipica (p = 0,08), e DAEC (p = 0,53) nas
criangas com e sem diarréia. A EAEC foi observada em numero estatisticamente
significante nas criangas sem diarréia (p = 0,019).

EPEC tipica e EIEC s6 foram encontradas nas criangas com diarréia.

Analisando a distribuicdo de DEC nas diferentes faixas etérias, observou-se na
deteccdo de EAEC uma diferenga estatisticamente significante em crian¢as maiores
de 24 meses, com diarréia aguda (p = 0,026) em relacdo as sem diarréia. Nas
criangas com DAEC, nenhuma diferenga estatisticamente significante (p = 0,41) foi
observada na estratificacdo das idades das criangas com e sem diarréia, assim

como nas outras categorias de DEC (Tabela 3 e Gréfico 5).
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Gréfico 5: Amostras positivas e negativas para diversas categorias de DEC pesquisadas em
criangas com e sem diarréia aguda
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Tabela 3: Distribuicao de categorias de Escherichia coli (EPEC atipica e tipica, ETEC, EAEC
e DAEC) de acordo com a estratificacao de idade em criangas com e sem diarréia aguda

Faixa etaria (meses)
Categoria de E. coli

0-12  13-24 > 25 Total
s EPEC tipica 1 1 2
3 EPEC atipica 11 4 18
<  ETEC 2 4 3 9
k= EAEC 11 2 7* 20
®©
a DAEC 26 14 5 45
EPEC tipica 0 0
©
‘© EPEC atipica 5 2
c
S ETEC 1 0
£ EAEC 8 6 0* 14
@ DAEC 8 1 2 11
*p=0,009
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5.2.1.2. Shigella e Salmonella

Através de reaces soroldgicas, Shigella e Salmonella foram detectadas em 4,6%
(11/241) e em 2,9% (7/241) dos casos, respectivamente. Nestes casos, quando
colénias Lac+ compativeis bioquimicamente com E. coli estavam presentes (dez das
onze amostras positivas para Shigella e cinco das sete para Salmonella), as
amostras também foram submetidas a pesquisa de DEC por testes de hibridizacéo e
todas, a pesquisa de virus.

A Shigella foi detectada como agente etiolégico Unico em seis casos; em dois,
associada com EPEC atipica (um destes também com DAEC), em dois, com RV (um
com EAEC) e em um, com ETEC. As espécies identificadas foram S. flexneri (7) e S.
sonnei (4) (Tabela 2 e 9).

Dos sete casos onde Salmonella foi detectada, cinco tinham coinfecgdo: trés com RV
(cada um associada a E. histolytica ou a ETEC ou a EAEC e Ad), um com DAEC e
um com EAEC. Trés dessas amostras foram sorotipadas no laboratério de
Enterobactérias da FIOCRUZ, como pertencentes a espécie S. enterica, sorotipos S.

Typhimurium, S. Derby e S. enterica subspécie enterica.

Na distribuicdo por idade dos casos de Shigella e de Salmonella verificou-se que
82% (9/11) dos casos de shigelose ocorreram nas criangas acima de 12 meses (p=
0,006), enquanto que em 42,9% (3/7) dos casos de Salmonella, em menores de seis
meses (Tabela 4). As amostras positivas para Shigella ocorreram no verao e outono,

enquanto aquelas com Salmonella, somente no outono (Grafico 6).

Tabela 4: Identificacdo de amostras positivas para Salmonella e Shigella correlacionadas
com a faixa etaria de 241 criangas com diarréia aguda

Faixa Etaria Shigella Salmonella
0-6m 1 3
6—1ano
13a18m
19a24m
>25m
Total 11

A D o 4

1
0
1
2
7
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Grafico 6: Correlagao das amostras positivas para RV, Salmonella, Shigella, ETEC, EIEC e
EPEC tipica com as estagdes dos anos de 2003 e de 2004
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5.2.2. Virus

Antigenos de RV e de Ad foram pesquisados nas fezes de 148 e de 147 criancas
com diarréia aguda (Grupo Il), respectivamente, e o acido nucléico de RV em 230
amostras (Grupo Ill) (Anexo 4).

5.2.2.1. EIERA

EIERA para detecgédo de antigenos de RV e de Ad resultou em 50% e em 8,2% de
positividade, respectivamente. Das 12 amostras que foram positivas para Ad, nove
também foram positivas para RV (Tabela 5).

Tabela 5: Agentes enteropatogénicos virais detectados em amostras fecais de criancas com
diarréia aguda

Agente etiologico % (n /total)
Rotavirus
EIERA* 50 (74/148)
EGPA? 35,2 (81/230)
Adenovirus* 8,2 (12/147)

* Ensaio imunoenzimatico para RV e Ad (EIERA)
t Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
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As amostras submetidas ao EIERA foram coletadas de fevereiro a setembro de
2003, onde o numero de diarréia aguda foi muito alto no HINSG (Grafico 7).

Grafico 7 — Distribuicao dos casos positivos para RV (EIERA e EGPA) e de diarréia aguda
nos menores de trés anos conforme meses do periodo estudado
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5.2.2.2. EGPA

Duzentas e trinta amostras de criancas com diarréia aguda foram submetidas a
extracdo de RNA viral, conforme descrito anteriormente, para deteccdo de RV por
EGPA. O genoma viral foi encontrado em 35,2% (81/230) dos casos (Tabela 5). O
RV foi caracterizado como sendo do grupo A em 81 casos, através do padrao de
migracao dos 11 segmentos de RNAdf em EGPA (4-2-3-2). Uma amostra que
apresentou um perfil de bandeamento atipico: a banda cinco desapareceu € migrou
entre as bandas dois e trés, apresentando o perfil 5-1-3-2 (Figura 6). Esta cepa foi
caracterizada como do sorogrupo A no Laboratério de Referéncia em pesquisa de
Rotavirus, da FIOCRUZ-RJ. Os 81 casos detectados apresentaram perfil de

migragao longo.
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Figura 6: Eletroferotipos de RNAdf do RV apds EGPA corado pela impregnacgéo pela prata.
Colunas 1-3, 6: padrao 4-2-3-2; Col.4: amostra negativa; Col. 5: genoma com reestruturacao
(5-1-3-2)

Das 78 amostras obtidas de criancas sem diarréia, 72 foram submetidas a EGPA e
uma foi positiva para RV.

O maior niumero de casos positivos para RV ocorreu nos municipios da Serra e de
Vitéria, com 38,3% e 34,6% dos casos, respectivamente, seguidos por Cariacica,
com 16,1% (Grafico 8).

Dos casos positivos para RV, 91,4% (74/81) foram detectados em pacientes
menores de dois anos, dos quais 56,8% (46/81) tinham menos de 12 meses de vida.
Dos 18 casos positivos em criancas menores de seis meses, um terco estava abaixo
dos trés meses. Os Ad nao foram encontrados acima dos 24 meses, sem correlacao

estatisticamente significante (p = 0,23) (Tabela 6).
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Gréfico 8: Distribuicdo do numero total de amostras colhidas com diarréia aguda e de
amostras positivas para RV de acordo com os municipios.
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Tabela 6: Distribuicdo das amostras positivas para RV e Ad por EIERA (Grupo Il) e para RV
por EGPA (Grupo Ill) de acordo com faixa etaria das criangas com diarréia aguda

Virus
Faixa Etaria EIERA EGPA
Ad RV RV
n (%) n (%) n (%)
0-6m 2 (16,7) 17 (23) 18 (22,2)
7-12m 3 (25) 27 (36,4) 28 (34,6)
13a18 m 6 (50) 16 (21,6) 21 (26)
19a24m 1(8,3) 7 (9,5) 7 (8,6)
>25m 0 7 (9,5) 7 (8,6)
Positivos/Total 12/147 (8,2) 74/148 (50) 81/230 (35,2)
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O numero de casos positivos para RV foi maior durante os meses de margo a
setembro de 2003 (64/81) e foi proporcional ao daqueles que apresentaram
diagnostico de gastrenterite aguda (vomitos associado a diarréia aguda) nos

mesmos meses (Gréfico 7).

Correlacao entre alteracoes climaticas (temperatura e umidade) e a detecgdo de RV
nao foi observada. Apdés uma reducdo significativa dos indices pluviométricos,
verificada nos meses de fevereiro de 2003 e 2004, ocorreu um aumento na

positividade destes virus nas amostras fecais (Grafico 9).

Grafico 9: Distribuicdo mensal dos casos de diarréia aguda positivos para RV e variagbes da
temperatura média, nimero de dias de chuva, no periodo de fevereiro de 2003 a junho de
2004
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5.2.3. Protozoarios

Das 88 amostras fecais submetidas ao ensaio imunoenzimatico para deteccao de
antigenos de Cryptosporidium spp., E. histolytica e G. lamblia (Grupo |), 26 (29,6%)
foram positivas. Em trés amostras, dois ou trés protozoarios foram detectados
(Tabela 7). Protozoério foi identificado como unico agente infeccioso em 9,1% dos
casos (8/88) e a G. lamblia, estava presente em seis destes. Os demais casos foram
encontrados em associagdo com outros grupos de patdgenos (virus e/ou bactérias)
(Grafico 10).

Tabela 7: Antigenos de protozoarios detectados em 88 amostras fecais de criangas com
diarréia aguda (Grupo |) através do EIE para G. lamblia, E.histolytica e Cryptosporidium spp.

Agente etiologico % (n /total)
Cryptosporidium spp. 11,4% (10/88)
Entamoeba histolytica 8% (7/88)
Giardia lamblia 14,8% (13/88)

A freqUéncia de Cryptosporidium e E. histolytica foi semelhante nas diferentes faixas
etarias, enquanto que a G. lamblia apresentou uma freqiéncia estatisticamente

significante (p = 0,021) em criangas maiores de 12 meses (11/13) (Tabela 8).

As associacOes dos protozodrios encontradas com outras categorias de patégenos

intestinais estao descritas a seguir (Grafico 10).

Tabela 8: Amostras positivas para protozoarios de acordo com a faixa etaria das 88 criancas
com diarréia aguda (Grupo )

. G. lamblia E. histolytica Cryptosporidium
Faixa Etaria
n=13 n=7 n=10
0-12m 2 4 4
13a24m 7 2 4
25a36m 3 1 2
>36m 1 0 0
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Grafico 10: Numero total de amostras positivas para Cryptosporidium, E. histolytica e
G.lamblia e suas associacbes com bactérias e virus (RV e Ad) detectadas nas amostras

fecais de criangas com diarréia aguda

n de amostras positivas

Associado a Virus
m Associado aos dois

m Associado a Bactérias
m Total de Casos positivos

E. histolytica Cryptosporidium

5.2.4. Associagdes entre bactérias, virus e protozoarios

No Grupo | (n = 88), em que foram pesquisados virus, bactérias patégenas ou

possivelmente patégenas e protozoarios, foram encontradas 32 associacdes entre

as diferentes categorias de enteropatégenos: 43,8% de bactérias com virus (14/32),

28,1% de protozoarios com virus (9/32), 21,9% com as trés categorias (7/32) e 6,3%

de bactérias com protozoarios (2/32) Das 35 bactérias identificadas, nove eram

agentes classicos de diarréia (EPEC tipica, ETEC, Shigella, Salmonella) (Diagrama

1),

Bactéria

Protozoario

8
15

Diagrama 1: Associacao inter e intracategorias de patégenos detectados em 88 amostras
fecais de diarréia aguda (Grupo |)
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Das 32 associacdes entre as diferentes categorias, os virus estiveram presentes em
30 casos (93,8%), seguidos pelas bactérias em 23 (71,9%) e pelos protozoarios em
18 (25%). Correlacionando o niumero de associagdes e o numero total de amostras
positivas por categoria encontradas nas 88 amostras, o0 maior numero de
associagdes observadas ocorreu nas amostras positivas para protozoarios (18/26),
seguidos pelas bactérias (23/35) e pelos virus (30/52) (Diagrama 1).

Foram observadas 18 associages de protozodrios com virus ou bactérias: sete de
13 casos positivos para G. lamblia, cinco destes associados a agentes virais (quatro
com RV e um com Ad); seis de sete casos de E. histolytica (cinco com RV e um com
Salmonella); oito de dez casos Cryptosporidium, todos com RV. O protozoario que

apresentou maior prevaléncia isoladamente foi G. lamblia (Gréfico 10).

Associacoes entre bacteérias e virus (RV e Ad)

No Grupo Il, onde RV, Ad e bactérias foram pesquisados, foram encontradas 32
(21,8%) associagbes entre virus e bactérias. A maior frequéncia das associagbes
encontrada entre bactérias e RV (74,3 %), seguido de bactérias e RV e Ad (14,3%) e
entre RV e Ad (8,6%) (Diagrama 2).

Bactéria
29

o

Diagrama 2: Associagao entre bactérias, RV e Ad detectados em 147 amostras fecais de
diarréia aguda (Grupo Il)
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As associagcdes encontradas representam 24,5% (86/147) do total de amostras
fecais positivas com enteropatégeno classicamente descritos como agentes
etiolégicos de diarréia aguda em criangas (RV, Ad, EPEC tipica, ETEC, Salmonella e
Shigella) ou nao (EPEC atipica, EAEC e DAEC).

No grupo lll, 230 amostras fecais foram submetidas a EGPA para detec¢cdo do RNA
viral, assim como a deteccdo de bactérias por métodos sorolégicos ou
biomoleculares. Dos 138 casos positivos para qualquer dos patégenos pesquisados,
houve associagcdo em 26,1% (36/138) de bactérias patdgenas ou possivelmente
patégenas com RV (EGPA) ou entre si. Considerando categorias patégenas e
possivelmente patégenas de DEC, 5,8% (8/138) e 18,1% (25/138), respectivamente,
estiveram associadas ao RV (Diagrama 3).

EPEC atipica
DAEC
EAEC

2
41 o

Diagrama 3: Associagao entre bactérias e RV detectados em 230 amostras fecais de diarréia
aguda (Grupo Ill)
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5.2.5. Quadro clinico das criancas com diarréia e associacao com dados sécio-
demograficos

Dentre os sinais e sintomas observados nas criancas com diarréia aguda, vomitos,

evacuagdes com aspecto liquido e febre foram os mais encontrados (Tabela 9).

Tabela 9: Sinais e sintomas clinicos das criangas com diarréia aguda

Sinais e Sintomas % (n / total)

Febre 70,6 (168/238)
Vémitos 87 (208/239)

Anorexia 67,8 (162/239)
Dor abdominal (> 6 m) 10,7 (20/187)
Coriza ou tosse 54,6 (130/238)
Evacuagdes liquidas 83,8 (201/240)
Sangue nas fezes 14,6 (35/239)
Muco nas fezes 55,2 (132/239)
Desidratacao 42,4 (101/238)

Nos casos onde as DEC foram detectadas, as principais queixas foram as
evacuacgdes liquidas e os vOmitos, seguidos de febre e dor abdominal, que
ocorreram em mais de um ter¢co dos casos. A desidratacéo foi identificada em 38
casos (43,7%). Considerando somente as categorias detectadas e classicamente
aceitas como patégenas (EPEC tipica, ETEC e EIEC), os sinais e sintomas mais
freqlientes foram vOmitos, anorexia, dor abdominal e presenca de muco nas fezes,
além de uma menor taxa de desidratacdo (11%) em relacdo a outros grupos de

enteropatégenos (Tabela 10, Diagrama 3).

Sangue nas evacuagdes nao foi encontrado nos casos de EIEC (Tabela 10).
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Nos casos em que Shigella foi isolada, os sintomas mais comuns foram anorexia
(90%) seguida de dor abdominal, febre e vémitos. A procura de atendimento médico
nestes casos ocorreu de um a sete dias do estabelecimento de sintomas. O relato ou
observacdo de sangue nas fezes ocorreu em trés casos (27,3%) nos quais as
criangas estavam no quarto dia do inicio da diarréia. A desidratagdo ocorreu em dois
pacientes e evolucao para reposicao hidreletrolitica intravenosa, em trés casos. A
média de idade foi de 27 meses (variou de 6 m até 48 m). Apenas um destes relatou
contato com individuo com sintomas semelhantes, apesar de 36,4% destes (4/11)
frequientarem creches. Todos dispunham de agua potavel e saneamento basico e
em 54,5% (6/11) destas casas havia filtro. Ndo houve associagdo da presenca da
bactéria com auséncia de aleitamento materno e utilizagdo de mamadeiras e

chupetas.

Os sinais e sintomas mais freqUentes referidos nas criangcas onde Salmonella foi
detectada foram vémitos e febre; sangue esteve presente em 42,9% das amostras
fecais. Evolugdo para desidratagdo ou hidratagdo intravenosa ocorreu em trés
pacientes (42,9%) sendo um deles em associagdo com o RV. Estas criangas tinham
de cinco a 36 meses de vida (média 16,6 meses), ndo havia relato de contato com
individuo com sintomas semelhantes e, apenas uma destas, freqlentava creche.
Acesso a agua potavel e ao saneamento bésico ocorreu em 71,4% (5/7) das casas
destes individuos e a presencga de filtro, em 42,9% (3/7). Dos trés casos onde a
Salmonella foi isolada nas criangas com menos de seis meses de vida, todas ja
haviam interrompido o aleitamento materno, com introducao precoce de outros leites

e/ou alimentos.
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Tabela 10: Sinais e sintomas clinicos das criangas com diarréia aguda em amostras
positivas para Shigella, Salmonella e DEC

Shigella Salmonella ETEC, EIEC e
Sinais e Sintomas EPEC tipica
n (%) n (%) N (%)p
Febre 8 (72,7) 5(71,4) 6 (46,1)
Vémitos 8 (72,7) 6 (85,7) 10 (76,9)
Anorexia 10 (90,8) 3 (42,9) 9 (69,2)
Dor abdominal (* > 6 m) 9 (81,8) 1 (25) 8 (61,5)
Coriza ou tosse 7 (70) 2 (28,6) 4 (30,8)
Evacuacbes liquidas 8 (72,7) 6 (85,7) 7 (53,8)
Sangue nas fezes 3(27,3) 3 (42,9) 1(7,7)
Muco nas fezes 6 (54,6) 4 (57,1) 9 (69,2)
Desidratacao 2(18,2) 3 (42,9) 3(11)

Total de casos 11 7 13

*n positivo pesquisado > 6 m = Shigella 11, Salmonella 4, DEC 71, ETEC e EPEC yica 13.

Dos 95 pacientes com RV, detectados em amostras submetidas a EGPA e/ou
EIERA, vémito esteve presente em 96,8%, febre em 74,7% e sintomas respiratérios
em 54,7% dos casos. Fezes aquosas ocorreram em 90% dos casos, associadas
com muco em 52,6% e com sangue em 9,5% (9/95). Dos casos onde houve relato
ou visualizacdo de sangue nas fezes, sete (87,5%) apresentavam associacao com
outros enteropatdégenos: um com EPEC tipica e G. lamblia, dois com DAEC, um com
DAEC e Cryptosporidium, um com Ad, um com E. histolytica e um com
Cryptosporidium. Foram encaminhadas 48 criangas (50,5%) para hidratagdo
intravenosa por desidratagdo (46) e dois, por vomitos incoerciveis (Tabela 11). O
relato de contactantes com os mesmos sintomas ocorreu em 13 pacientes (13,7%).

De todas as criancas com amostras positivas para o RV, 20,7% nao haviam recebido
leite materno e 56,5% tiveram o aleitamento materno exclusivo interrompido no
terceiro més de vida; enquanto que naquelas com menos de seis meses, este fato
ocorreu em 30,4% e 87%, respectivamente. A auséncia de aleitamento materno
exclusivo teve uma correlagéo estatisticamente significante com a positividade para
o RV (p=0,0007).
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Auséncia de agua potavel e/ou de rede de saneamento basico sé ocorreu em 1,1%

dos casos. Sessenta e dois por cento tinham filtro em casa.

Tabela 11: Sinais e sintomas clinicos das criangas com diarréia aguda nas amostras
positivas com RV (EGPA e EIERA), Ad (EIERA) e associagao de ambos (EIERA)

RV Ad RV e Ad
Sinais e Sintomas
n (%) n (%) n (%)

Febre 71 (74,7) 7 (58,3) 5 (55,6)
Vomitos 2 (96,8) 12 (100) 9 (100)
Anorexia 64 (67,4) 9 (75) 6 (66,7)
Dor abdominal (* > 6 m) 49 (63,6) 8 (66,7) 5 (55,6)
Coriza ou tosse 52 (54,7) 4 (33,3) 2 (22,2)
Evacuacées liquidas 85 (89,5) 11 (91,7) 8 (88,9)
Sangue nas evacuagodes 9 (9,5) 1(8,3) 1(11,1)
Presenca de muco nas evacuagoes 50 (52,6) 2(16,7) 2 (22,2)
Desidratacao 46 (48,4) 8 (66,7) 5 (55,6)
Total de casos identificados 95 12 9

*N TOTAL =RV =77, Ad = 10 e Associagdo = 7

Nos pacientes onde o Ad foi detectado, todos tinham vémito e 91,7%, evacuagbes
liquidas. Sintomas respiratorios foram observados em quatro pacientes (33,3%) e
sangue nas fezes, em apenas um; este ultimo em associacdo com RV, E. histolytica
e Cryptosporidium.

Os principais sinais e sintomas observados nas criangas nas quais antigenos de
protozoarios foram detectados nas amostras fecais estao resumidos na Tabela 12.

A média de idade de acometimento foi 21,7 e 16,7 meses para G. lamblia e
Cryptosporidium, respectivamente, e a E. histolytica teve uma média etaria menor

(14 meses).

As associacdes de Cryptosporidium e E. histolytica com outros enteropatdégenos
foram maiores do que cada um isoladamente (duas e uma respectivamente),
portanto estes sinais e sintomas descritos sdo de dois ou mais enteropatégenos

pesquisados presentes na mesma amostra fecal.
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Dos dois casos positivos para G. lamblia com relato de sangue nas fezes, um
apresentou EPEC tipica e RV associado e referiu 14 dias de tempo de diarréia. Os
sintomas respiratérios aconteceram em cinco criangas, com trés destas associadas
ao RV e uma ao Ad. Febre, assim como vomitos, também ocorreu em cinco casos

de G. lamblia, todos associados aos agentes virais.

Tabela 12: Sinais e sintomas clinicos das criangas com diarréia aguda em amostras
positivas para Cryptosporidium ou E. histolytica ou G. lamblia :

o _ Cryptosporidium E. histolytica Giardia lamblia
Sinais e Sintomas

n (%) n (%) n (%)

Febre 8 (80) 6 (85,7) 9 (69,2)
Vémitos 8 (80) 7 (100) 12 (92,3)
Anorexia 9 (90) 6 (85,7) 13 (100)
Dor abdominal (* > 6 m) 8 (80) 5(71,4) 10 (76,9)
Coriza ou tosse 7 (70) 4 (57,1) 5 (38,5)
Evacuacgdes liquidas 10 (100) 7 (100) 11 (84,2)
Sangue nas evacuagoes 2 (20) 1(14,3) 2 (15,4)
Muco nas evacuacoes 6 (60) 5(71,4) 8 (61,5)
Desidratacao 5 (50) 4 (57,1) 7 (58,8)
Total 10 7 13

*n total = 75 pacientes
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

6.1. CARACTERISTICAS DA AMOSTRA ESTUDADA

Este estudo evidenciou causas infecciosas de diarréia aguda em criangas até trés
anos de idade, de baixo nivel sécio-econémico, aspectos clinicos da doenca e dados
socio-demograficos desta populagéo.

Foram estudadas criancas com gastrenterite atendidas no HINSG, hospital terciario
da rede publica estadual, referéncia no atendimento pediatrico dos municipios da
Grande Vitoria, do interior do Estado do ES ou de outros estados, pertencentes a
familias de renda baixa e, em sua maioria, suprida com acesso a agua tratada e
saneamento basico. Nao houve diferenca significativa com relagdo ao numero de
criancas do sexo masculino e feminino. Estes pacientes, provindos de seu domicilio
ou encaminhadas de unidades basicas de saude apresentavam um espectro de

doenga variando da forma leve a grave.

As amostras fecais colhidas de criangas sem diarréia foram obtidas em numero
adequado para verificar associagdo de determinadas categorias de DEC (EPEC
atipica, EAEC e DAEC) com a etiologia da doenga diarréica. Cuidados foram
observados na coleta das amostras e metodologia, de acordo com o agente a ser
pesquisado, como a utilizagdo de meios seletivos e com separacdao de mais de uma
colénia de E.coli para pesquisa de seus genes de viruléncia. As criangas foram
atendidas no PS, em sua maioria, nas primeiras 72 horas de doenga, o que poderia
favorecer uma maior probabilidade de identificacdo dos enteropatdégenos

pesquisados.

Neste estudo, a grande maioria das criangas selecionadas tinha menos de dois anos
de idade (85,8%, média - 13,6 e mediana - 11 meses). Caracteristicas desta faixa
etaria, como uma proporcao maior de liquidos (70 a 75% do peso corporal) em
comparagao aos adultos (60%), faz com que suas necessidades hidricas sejam
maiores. Perdas através do trato gastrointestinal, superiores a percentuais de 3 a
10% da agua ingerida, favorecem a evolucao rapida para a desidratacao associada a
necessidade de reposicao intravenosa de liquidos (Nelson et al., 2002). Uma perda
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estimada de 5 a 10 % do peso destas criancas pode contribuir para uma alta taxa de
internacao e progressao para complicacées como o choque hipovolémico, sobretudo
quando a reposicdo é inadequada ou nao supera as perdas. Além disso, a
disseminacdo sistémica de agentes infecciosos com agravo no estado
hemodinadmico dos pacientes, associada a desnutricdo, culmina com altas taxas de
mortalidade infantil por diarréia nos paises em desenvolvimento (OMS; OPAS,
2002).

A taxa de mortalidade infantil de 16,07 (2002) no Estado do Espirito Santo é
considerada uma das mais baixas do Brasil, mas a taxa de mortalidade proporcional
por doenca diarréica de 2,7% (2002) e de hospitalizacao por desidratagdo de 9,1%,
ainda sao altas se comparadas a outras cidades da regido Sul e Sudeste, apesar de
inferior as relatadas de outras regides brasileiras (DATASUS, 2004). Logo, este
estudo apresenta sua relevancia ndo so6 para elucidagao da etiologia infecciosa, mas
também para a avaliacdo de dados clinicos e epidemiologicos da diarréia infantil no
Espirito Santo.

6.2. ENTEROPATOGENOS DETECTADOS

No presente estudo, foram pesquisadas bactérias (DEC, Salmonella e Shigella), RV,
Ad e protozoarios (Cryptosporidium spp., E. histolytica e G. lamblia) em 88 casos
(Grupo 1), enquanto bactérias, RV e Ad foram pesquisados em 147 (Grupo Il) e
bactérias e RV em 230 (Grupo Ill). A deteccdo de enteropatégenos classicamente
descritos ou possiveis agentes etioldgicos de diarréia na populagédo estudada foi de
83, 72,1 e 60% nos grupos |, Il e lll, respectivamente. Este achado é compativel com
diversos estudos prévios que relataram deteccdo em 64 até 78% dos casos (Stewien
et al., 1993; Toporovski et al., 1999; Scaletsky et al., 2001; Souza et al., 2002).

Deve ser levado em consideracdo que o0s agentes pesquisados, relatados nas
diferentes publicagbes, ndo foram exatamenete os mesmos. Além disso, esta
pesquisa nao incluiu agentes bacterianos dos géneros Campylobacter, Yersinia,
Vibrio e Aeromonas, assim como outros agentes virais como os calicivirus e
astrovirus, que poderiam ser responsaveis pelo quadro clinico destas criancas nas

quais o resultado foi negativo. Logo, outros estudos devem ser conduzidos
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ampliando o numero de agentes causais, na elucidacdo da etiologia de diarréia

aguda infecciosa na populacao da Grande Vitéria.

O perfil etiolégico da doenca diarréica tem se alterado mediante trés principais
fatores: i) nivel de desenvolvimento com uso de medidas higiénico-sanitarias; ii)
conhecimento dos mecanismos de patogenicidade; iii) novas metodologias de
diagnostico molecular possibilitando discriminacao das categorias distintas de E. coli.
A prevaléncia de enteropatégenos bacterianos classicos (EPEC tipica, ETEC, EIEC,
Shigella e Salmonella) isoladamente, corresponde a menos de 11%, enquanto que
0s enteropatdgenos virais foram detectados em percentuais maiores do que 21%,
sem associacdo, nas amostras avaliadas. Isto evidencia que o RV se caracterizou
como a causa mais importante de diarréia aguda na populacédo estudada, fato que
ocorre em paises desenvolvidos com condicdes sanitarias adequadas (Kapikian,
2001; Parashar et al., 2003 a, b).

6.3. BACTERIAS

Na caracterizagdo da E. coli nas fezes de uma crianca com diarréia aguda, a
aglutinacdo com anti-soros polivalentes é o teste empregado na rotina de diagndstico
em laboratério de analise clinicas, apdés os testes bioquimicos da cultura, para a
pesquisa de sorogrupos de EPEC, EIEC e do sorogrupo protétipo de EHEC. Desta
forma, as outras categorias de DEC como ETEC, EAEC, DAEC e outros sorogrupos
de EHEC nao séo identificados usualmente. A EPEC tipica, classicamente envolvida
na etiologia de diarréia aguda nos paises em desenvolvimento (Scaletsky et al.,
1999, 2001, 2002 a, b; Trabulsi, 2002; Piva et al., 2003; Régua-Mangia et al., 2004),
também néo pode ser diferenciada, através da sorologia, das EPEC atipicas que tem
seu papel inferido nas diarréias agudas dos paises desenvolvidos (Kaper, 1996;
Scotland et al., 1996; Afset et al., 2003; Beutin et al., 2003; Robins-Browne et al.,
2004).

Neste estudo, também foram usados métodos diagndsticos que detectam os genes
de viruléncia caracteristicos de cada categoria de DEC, permitindo a deteccao

destes enteropatégenos.
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Dentre os enteropatégenos bacterianos pesquisados, as DEC foram os agentes
detectados em maior nUmero nas amostras fecais de diarréia aguda. As categorias
mais prevalentes foram a DAEC seguida pela EAEC e EPEC atipica.

A EPEC é uma categoria diarreiogénica importante nos paises em desenvolvimento
em menores de dois anos (Guerrant et al., 1983, 1986; Black et al., 1989, Gomes et
al., 1991; Prado & O’Ryan, 1994; Kaper, 1996; Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000;
Torres et al., 2001). Em pesquisas conduzidas na regido sudeste do Brasil, foram
evidenciadas EPEC em 8 a 16,2% de criancas com diarréia aguda, nao internadas
(Gomes et al., 1991; Stewien et al.,, 1993; Mangia et al., 1993; Almeida et al., 1998;
Toporovski et al., 1999; Scaletsky et al.,1999, 2002; Fagundes-Neto & Scaletsky,
2000; Medeiros et al., 2001; Souza et al, 2002; Régua-Mangia et al., 2004). A
pesquisa dos genes de viruléncia bfp e eae de todos os casos isolados de E.coli
evidenciou EPEC tipica em 0,9% dos casos de diarréia aguda. Estes casos
ocorreram em duas criangas aos 12 e 15 meses de vida, ambos em associa¢cao com
RV e um também com giardia. Este achado foi significantemente inferior aos
referidos anteriormente, porém, muitos destes n&o discriminam se a EPEC isolada
foi caracterizada como tipica ou atipica. Por outro lado, redugao na prevaléncia da
EPEC tipica vem sendo descrita em outras partes do mundo. No Brasil, alguns
relatos também tém evidenciado esta redugédo (Kaper, 1996; Scotland et al., 1996;
Scaletsky et al., 1999; Trabulsi et al., 2002; Afset et al., 2003; Beutin et al., 2003;
Campos et al., 2004; Robins-Browne et al., 2004). A baixa prevaléncia neste estudo
pode ser resultado de facil acesso a agua tratada e saneamento basico nos
municipios da Grande Vitoria.

No presente estudo, a sorologia com anti-soros polivalentes detectou menor nimero
de EPEC do que a pesquisa de genes de viruléncia. Das nove amostras positivas
pela sorologia para EPEC, a pesquisa dos genes de viruléncia permitiu discrimina-
las em quatro casos: EPEC atipica em dois (um associado a DAEC), EAEC em um e
DAEC em outro, possiveis patégenos da diarréia. Isto demonstra que o uso de anti-
soros polivalentes para EPEC nao discriminam diferentes categorias de DEC.
Recentemente, Campos et al. (2004) correlacionaram diferentes sorogrupos de E.
coli que sao compartiihados com distintas categorias, inclusive com cepas
reconhecidamente patégenas (EPEC tipica, EHEC, e ETEC), cepas nas quais 0

potencial de viruléncia é controverso (EPEC atipica, DAEC e EAEC) e ainda, cepas

84



Diarréia Aguda Infecciosa em Criangas

nao consideradas patégenas. Portanto, a determinagcdo da EPEC baseada somente
em sorologia para deteccao do antigeno O, pode erroneamente induzir a etiologia da

diarréia pela EPEC.

A EPEC atipica, definida como categoria diarreiogénica no Il Simpaosio Internacional
sobre EPEC em 1995 (Kaper, 1996; Nataro & Kaper, 1998), teve sua participacao
descrita em casos de diarréia em adultos e criangas, nos paises desenvolvidos como
na Inglaterra, Austrélia, Alemanha e Noruega (Kaper, 1996; Scotland et al., 1996;
Afset et al., 2003; Beutin et al., 2003; Robins-Browne et al., 2004).

A investigacdo dos pacientes sem diarréia evidenciou uma freqiéncia maior da
EPEC atipica (10,3%) em relacdo aos pacientes com diarréia aguda (8,2%),
estatisticamente nédo significante, demonstrando que ndo se constituem agentes de
diarréia aguda na populagdo estudada na Grande Vitéria. Da mesma forma, em
outros estudos realizados do Brasil, esta categoria ndo tem sido associada a diarréia
aguda em criangas, por ter sido identificada em numero igual ou maior em pacientes
sem diarréia (Gomes et al., 1991; Almeida et al., 1998; Scaletsky et al., 2001; Nunes
et al., 2003, Régua -Mangia et al, 2004). Entretanto, Campos et al. (2004)
demonstraram a participacdo da EPEC atipica na diarréia aguda em criangas
paulistanas, onde anteriormente havia predominio das EPEC tipicas. Portanto,
estudos continuados em diferentes areas geograficas sdo necessarios para avaliar a
participacdo da EPEC atipica na etiologia da diarréia aguda.

EAEC esta descrita classicamente como agente etiolégico de diarréia persistente em
criancas (Lima et al., 1992; Fang et al., 1995; Bardhan et al., 1998; Andrade et al.,
2000) e alguns autores sugerem sua relacao com etiologia de diarréia aguda (Nataro
& Kaper, 1998; Scaletsky et al., 1999; Fagundes-Neto et al., 2000, Piva et al., 2003;
Huang & DuPont, 2004; Regua-Mangia et al., 2004). Neste estudo, a EAEC foi
identificada em menor nimero nos casos de diarréia aguda do que nas criangas sem
diarréia, estatisticamente significante, o que demonstra que nao se encontra
associada a diarréia aguda na populagdo estudada. Entretanto, a distribuicdo da
EAEC com relagdo a idade das criangas evidenciou uma diferenga estatisticamente
significante nas criangas com diarréia aguda apds o segundo ano de vida quando
comparada as criangcas sem diarréia (p = 0,026). Esta distribuicao evidencia EAEC
como agente etiolégico de diarréia aguda nas criangcas acima dos dois anos. Por
outro lado, Scaletsky et al. (2002) relatou que a EAEC foi quase duas vezes mais
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frequente em criangas menores de cinco meses de vida com diarréia, apesar de
prevaléncias iguais de EAEC nas criangas com ou sem diarréia, observada em todas

as faixas etarias.

Metade dos casos onde EAEC foi detectada em criangas com diarréia (10/20),
estava associada com um ou mais agentes infecciosos, em sua maioria em menores
de dois anos de idade. Rodrigues et al. (2002) descreveram a EAEC em 20,4% de
54 criangas com diarréia aguda como agente Unico e em 41% quando outros
enteropatdgenos estavam associados, questionando a possibilidade desta categoria
estar colonizando o trato gastrintestinal em determinada idade, sem provocar
doenga. No entanto, outros relatos brasileiros mostraram uma prevaléncia de EAEC
em criangas com diarréia aguda, sem discriminacao de faixas etarias, que variou de
3,1 a 19,4% e com prevaléncias menores nos pacientes sem diarréia sugerindo seu
envolvimento como agente causal de diarréia (Almeida et al., 1998; Scaletsky et al.,
1999, 2001; Souza et al., 2001; Piva et al., 2003; Régua-Mangia et al., 2004).

A DAEC, descrita inicialmente através de testes de adesao em cultura de célula por
Cravioto et al. (1979), vém sendo investigada como possivel agente etiolégico de
diarréia aguda em criangcas. Esta categoria de DEC foi detectada no Brasil em
criancas com diarréia aguda, com prevaléncia variando de 14,3 a 20,7% (Scaletsky
et al., 1999, 2001, 2002 b, c; Fagundes-Neto & Scaletsky, 2001; Souza et al., 2002;
Piva et al.,, 2003). O presente estudo detectou DAEC em 20,6% dos casos de
diarréia aguda e, em mais da metade destes, associada a outros enteropatégenos.
Nas criangcas sem diarréia, foi encontrada em 16,2% dos casos, diferenca
estaticamente nao significante (p = 0,53). Logo, estes resultados demonstram que a
DAEC, assim como a EPEC atipica e EAEC nao estiveram associadas a diarréia

aguda, na populacéo estudada.

Neste estudo, ndo houve correlagdo estatistica de DAEC entre as diferentes faixas
etarias das criancas com diarréia aguda (p = 0,53), embora tenha sido relatado ser
mais prevalente em criangas acima de dois anos com diarréia aguda (Gomes et al.,
1989; Gunzburg et al., 1993; Levine et al., 1993; Nataro & Kaper, 1998; Scaletsky et
al., 1999, 2002 b). Portanto, estudos mais amplos, do tipo caso — controle, sdo
necessarios para avaliagdo do possivel envolvimento da DAEC com diarréia aguda

em diferentes faixas etarias.
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A EIEC e a EHEC sao responsaveis por disenteria e colite hemorrérica,
respectivamente, sendo esta Ultima também implicada como agente etiolégico da
SHU. Na amostra estudada, EIEC foi detectada em duas criangas com diarréia
aguda, constituindo 0,9% dos casos. Embora tenha sido realizada a pesquisa por
sorologia convencional, a EIEC so6 foi evidenciada através da pesquisa do gene /nv.
Esta frequéncia condiz com outros trabalhos brasileiros que evidenciaram esta
categoria em menos de 2% dos casos (Gomes et al.,, 1991; Stewien et al., 1993;
Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000;
Medeiros et al., 2001; Orlandi et al., 2001; Souza et al., 2002; Régua-Mangia et al.,
2004).

O patotipo EHEC néo foi encontrado nas amostras examinadas. Este achado esta de
acordo com os achados da literatura, que revelam ser baixa a prevaléncia desta
categoria no Brasil (Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Medeiros et al.,
2001; Orlandi et al., 2001; Guth et al., 2002 a, b; Souza et al., 2002; Régua-Mangia
et al., 2004). De acordo com trabalhos realizados no estado de Sédo Paulo, a EHEC
s6 foi encontrada em um caso de 100 amostras (Toporovski et al., 1999) e em trés,
de 505 casos de diarréia aguda (Guth et al, 2002 a). Nenhuma destas EHEC
pertencia ao sorotipo 0157:H7, contemplado pelo anti-soro disponivel no mercado.
Portanto, sua identificacdo foi feita através de pesquisas de genes de viruléncia.
Importante ressaltar que apesar da baixa prevaléncia de EHEC no Brasil, em outros
paises, como a Argentina e o Chile ela se constitui na causa mais importante de

insuficiéncia renal aguda em criancas (Prado et al., 1997; Spizzirri et al., 1997).

A ETEC, importante agente de diarréia aguda em criangas nos paises em
desenvolvimento, foi detectada em 4,1% (9/219) dos casos de diarréia aguda. Este
indice estd de acordo com relatos publicados de alguns estados brasileiros, que
encontraram ETEC em 2,6 a 6% dos casos (Almeida et al., 1998; Toporovski et al.,
1999; Fagundes-Neto et al., 2000, Orlandi et al., 2001; Scaletsky et al., 2002 a;
Regua-Mangia et al., 2004). Por outro lado, um estudo realizado no estado de Sao
Paulo por Souza et al., (2002) revelou a presenca de ETEC em 12,3%, compativel
com estudos brasileiros anteriores que apresentavam taxas mais altas de deteccao,
que variaram de 10,2 a 23,5% (Guerrant et al., 1983; Queiroz et al., 1987; Kitagawa
et al., 1989; Mangia et al., 1993; Sarinho et al., 1993).
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A ETEC também foi detectada em uma crianca assintomatica (1,5%), de seis meses
de idade, provinda de Rondénia, que nao tinha filtro, acesso a agua potavel e rede
de esgoto na sua moradia. Esta crianca nao teve seguimento para avaliar possivel
evolugdo para o quadro diarréico. Sabe-se que, em regides endémicas como paises
em desenvolvimento, a maioria das infecgées ocorre até os trés anos de vida, com
desenvolvimento de anticorpos para fatores de colonizagao (CFs) e para a toxina LT
da bactéria, afetando sua colonizagdo na mucosa intestinal e neutralizando atividade
da toxina (Nataro & Kaper, 1998; Guth, 2000). Portanto este caso também poderia
corresponder a infeccao subclinica pela ETEC, levando em consideragdo a origem
da crianca e suas condi¢des de vida, o que sugere exposicao prévia a ETEC. Esta
crianga ja havia apresentado outros episodios de diarréia.

De todas as cepas isoladas mundialmente, cerca de 35% expressam genes para
toxinas LT e ST, enquanto 35%, apenas para ST e o restante, para LT (Gaastra et
al., 1996). Neste estudo, genes para a produgédo da toxina LT foram detectados em
todas as amostras positivas para ETEC e em uma, também o gene para a toxina ST.
Este achado sugere que se trata de primoinfeccdo com cepa produtora de LT, pois
esta toxina induz a formagdo de Ac neutralizante. Outros relatos brasileiros ja
demonstraram uma freqiéncia maior de cepas produtoras de LT nas criangas com
diarréia aguda (Sarinho et al., 1993; Toporovski et al., 1999).

Das nove amostras positivas, sete eram de criancas maiores do que um ano,
indicando a aquisigao desta categoria de DEC ap6s o primeiro ano de vida, através
de melhoria dos cuidados materno - infantis, sobretudo na higene ambiental e
alimentar nesta faixa etaria, fato que contribui para redugcdo na sua freqiéncia,
associado aos anticorpos protetores veiculados através da ingestao de leite materno,
sobretudo naqueles agentes de veiculagdo por agua e alimentos contaminados
(Curtis, 2001; Leclerck et al., 2002).

E descrita uma reducéo da freqiiéncia das DEC, sobretudo da EPEC, relacionada a
melhoria do padrdo higiénico-sanitario das populagbes com conseqlente
repercussdo na morbi-mortalidade infantil (Guerrant et al., 1983; Feachem, 1984;
Scaletsky et al., 1984, 1999; Esrey et al., 1985; Trabulsi et al., 1988, 2002; Tomasi et
al., 1994; Waldman et al., 1997; Nataro & Kaper, 1998). Uma baixa freqiiéncia para
patdégenos classicos como a EPEC, EIEC e ETEC, em relacao a pesquisas prévias
pode refletir melhoria das condi¢des de sanitarias de uma populagcéo (Guerrant et al.,
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1983; Trabulsi et al., 1988, 2002; Gomes et al., 1989, 1991; Kitagawa et al., 1989;
Mangia et al., 1993; Stewien et al, 1993; Almeida et al, 1998; Scaletsky et al.,
1999). Isto se reflete pelos dados de acesso a agua potavel (97,8%) associado ao

saneamento basico (69%) nas familias das criancas estudadas.

Os resultados obtidos neste estudo revelam a importancia da implantagcdo de
estudos biomoleculares a fim de evidenciar adequadamente as DEC e alteracdes

nos seus padrbes epidemiologicos em cada regido.

As bactérias do género Shigella, agentes infecciosos mais comuns de disenteria,
foram isoladas em 4,6% dos casos, resultado semelhante a outros estudos
brasileiros (Gomes et al., 1991; Stewien et al., 1993) embora percentuais maiores de
6,2 até 21%, ja tenham sido relatados (Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999;
Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000; Medeiros et al., 2001; Scaletsky et al., 2001;
Souza et al., 2002; Orlandi et al., 2003). A espécie identificada em maior nimero de
amostras foi a S. flexneri (7/11), que corresponde a que tem sido descrita na
literatura em paises em desenvolvimento e na populagcdo de baixo nivel sécio-
econdmico, enquanto que nos paises desenvolvidos, a S. sonnei é a espécie mais
isolada (Niyogi, 2005).

Neste estudo, houve maior incidéncia de casos de Shigella acima de um ano de vida
(8/11 casos) (p = 0,006), descricao classica de literatura que relata predominio em
criangas de um a cinco anos (Sears & Kaper, 1996; Nataro & Kaper, 1998; Niyoqi,
2005).

A apresentacao clinica de disenteria ocorre em 30 a 50% dos casos de Shigelose
(Sears & Kaper, 1996), Durante a infeccgao, a Shigella coloniza o intestino grosso,
invade as células M ou enterdcitos através do plasmideo de invasividade IpaD,
rompe a vesicula de endocitose e se dissemina movida por um rearranjo de actina
no poélo das células (Sears & Kaper, 1996). A lise das células invadidas, onde a
Shigella prolifera, com quimiotaxia de polimorfonucleares e ulcera¢cdes da mucosa,
caracterizam o quadro disentérico. Porém, no inicio da infecgdo, as fezes
apresentam-se com a consisténcia diminuida pela producéo da toxina e sem sangue.
Trés dos onze casos (27%) positivos para Shigella apresentaram sangue nas fezes
nas amostras deste estudo. Estes casos correspondem aqueles que buscaram
atendimento médico no quarto dia de diarréia enquanto que dos casos restantes,

quatro foram conduzidos ao PS no primeiro dia e os demais quatro, de 3 a 7 dias do
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estabelecimento do quadro clinico. O tempo médio de diarréia a consulta, justificaria
0 encontro de sangue em pequeno numero dos casos positivos para Shigella
estudados (Sears & Kaper, 1996; Niyogi, 2005).

A Salmonella pode ser responsavel por quadros de diarréia leve até quadros graves
dependendo do sorotipo, da idade e das condigdes de saude do hospedeiro
(Pickering & Cleary, 1997). No presente estudo, foi detectada uma prevaléncia de
2,9% de Salmonella nas criangas com diarréia, de acordo com outros relatos
brasileiros que a detectaram de um até 6,9% dos casos (Mangia et al., 1993;
Stewien et al., 1993; Almeida et al., 1998; Toporovski et al., 1999; Fagundes-Neto &
Scaletsky, 2000; Medeiros et al., 2001; Orlandi et al., 2001; Scaletsky et al., 2001,
2002 b, c; Souza et al., 2002).

Dos sete casos positivos, a Salmonella foi detectada em cinco nas criangas abaixo
dos dois anos, sendo trés casos abaixo dos seis meses de vida, fato também
observado em outros trabalhos (Almeida et al., 1998; Medeiros et al., 2001).

Houve identificacao da Shigella e Salmonella somente nos meses de outono e verao
condizente com a literatura que demonstra a disseminagao destes enteropatdégenos
nas estacdes mais quentes do ano (Pickering & Cleary, 1997; Niyogi, 2005).

O quadro clinico das criangas com amostras positivas para categorias de DEC
classicamente descritas como agentes etiologicos de diarréia (EPEC tipica, ETEC e
EIEC), cursou com vémitos, febre e sintomas respiratérios em menor prevaléncia
comparados aos de outros enteropatdégenos. Nestes casos, a evolugdo do quadro
diarréico para desidratacao ocorreu em apenas 11% dos casos, significativamente
menor do que 50% dos casos de RV. Uma menor taxa de desidratagdo também foi
observada nos casos positivos para Shigella ou Salmonella, o que corrobora com
dados de literatura (Pickering & Cleary, 1992; Brunser et al., 1997; Campos, 2004).

6.4. VIRUS

Os RV representam uma causa importante de diarréia no mundo (Parashar et al.,
2003 a e b). No Brasil, sua frequéncia foi relatada variando de 4,1 a 41% (Gomes et
al., 1991; Mangia et al., 1993; Stewien et al., 1993; Timenetsky et al., 1993; Gusmao
et al., 1999; Toporovski et al., 1999; Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000; Fernandes et
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al., 2000; Da Rosa e Silva et al., 2001; Meneghetti et al., 2001; Scaletsky et al., 2001;
Orlandi et al., 2001; Rodrigues et al., 2002; Soares et al., 2002; Souza et al., 2002;
Da Silva et al., 2003; Carmona et al., 2004; Costa et al., 2004).

Na amostra estudada, os RV foram os enteropatdégenos detectados em maior
numero como agentes Unicos ou em associagao, encontrados em 35,2% do total de
casos pesquisados, semelhante a outros relatos brasileiros (Cardoso et al.,, 1992,
2003; Teixeira et al., 1998; Rodrigues et al., 2002; Souza et al., 2002; Carmona et
al., 2004; Costa et al., 2004).

O RV apresenta caracteristicas de sazonalidade, com sua freqiéncia aumentando
nos meses mais frios e secos do ano (Kapikian, 2001). O periodo de margo a
setembro de 2003 foi 0 de maior positividade para RV nas amostras colhidas nos 17
meses deste estudo, coincidindo com o relato em outras localidades brasileiras tais
como Minas Gerais, no mesmo periodo (Da Rosa e Silva et al.,, 2001) e em Séao
Paulo, Goiania e Rio de Janeiro, de maio a setembro (Gomes et al., 1991; Cardoso
et al.,, 1992; Pereira et al., 1993). Foi descrita uma estabilidade maior nas particulas
do RV em ambientes com baixa umidade (Kapikian, 2001). A regido metropolitana de
Vitéria ndo apresenta estacdes do ano tao bem definidas como em outras regides do
pais e possui uma alta porcentagem de umidade relativa do ar por ser uma cidade
litordnea. Neste estudo, a correlagdo de maior positividade das amostras para RV
com menores indices de pluviosidade ou com temperaturas mais baixas nao foi
evidenciada. Entretanto, houve uma diminuigcdo de pluviosidade em fevereiro de
2003 que coincidiu com o aumento expressivo de casos de diarréia em criangas e
amostras positivas para RV nos meses consecutivos, o que poderia ser explicado

pela maior disseminagao de particulas virais a partir daquele momento.

Nas mesmas amostras de fezes em que o RV foi pesquisado através da deteccao de
antigenos (EIERA) e de acido nucleico viral (EGPA), uma positividade de 50%
(74/147) e de 41,2% (61/148) foi encontrada, respectivamente. Sessenta casos
foram positivos para ambos métodos gerando uma concordancia de 90% entre os
dois métodos diagndsticos, considerados de boa sensibilidade e especificidade
(Wilhelmi et al., 2001; Altindis et al., 2004).

Portanto, o método de EIERA, aparentemente detectou um ndmero maior de casos
positivos para RV do que EGPA. Entretanto, deve ser considerado que no inicio da

infecgéo viral, um grande numero de antigenos do RV pode ser detectado, periodo
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em que a quantidade de acido nucléico pode nao ser suficiente para ser evidenciado
por método de deteccdo direta sem amplificacdo do genoma viral, gerando
resultados divergentes de acordo com a metodologia utilizada. A técnica de RT-PCR
para a deteccao de acido nucléico do RV foi realizada nestas amostras positivas por
EIERA e negativas por EGPA, com resultado negativo em todas. A ndo detecgéo do
acido nucléico do RV pode se dever a degradagdo do mesmo ou ainda, ao fato da
infeccdo nao ter sido causada pelo RV. Neste caso, a reacédo obtida pelo EIERA
seria falso-positiva. Resultados falso — positivos podem ocorrer pela presenca de
fatores como proteina A de Staphylococcus, fator reumatdide ou peroxidase nas
amostras fecais, conforme o fabricante deste teste. Para avaliar estes casos que
foram positivos para ambos, testes confirmatorios deveriam ser realizados, mas nao

tivemos mais Kits para sua realizacao.

Os RV dos grupos A, B e C estdo associados a infecgcbes humanas no mundo,
sendo o RV do grupo A (RVA) o mais prevalente, sobretudo em criangas (Kapikian et
al., 2001; Parashar et al., 2003 a, b). O perfil eletroforético pela EGPA revelou 81
amostras fecais positivas para o RV pertenciam ao grupo A. Nenhum RV do grupo B
ou C foi encontrado nestas amostras, apesar de alguns relatos de infecgées em
criangas e adultos com diarréia aguda no Brasil (Souza et al., 1998; Gabbay et al.,
1999; Araujo et al., 2004).

Os RVA apresentam, caracteristicamente, o perfil eletroforético 4-2-3-2. Uma
amostra apresentou o perfil eletroforético 5-1-3-2, sugerindo um possivel rearranjo
viral, que tem sido descrito para o RV, evento que pode ser observado em virus cujo
genoma é de natureza segmentada. Os rearranjos mais comumente encontrados
ocorrem nos segmentos 5 e 11, sendo que no 11 confere vantagens para o RV na
sua replicagdo e na estabilidade das particulas virais, sendo mais freqiente em

pacientes imunossuprimidos (Kapikian, 2001).

Houve uma amostra positiva para o RV (EGPA) em paciente de 11 meses de vida
que fazia parte do grupo controle. Existem relatos de infec¢do sub-clinica por RV na
dependéncia de fatores, como a viruléncia da cepa, determinados alelos de VP4
(Ramig, 2004). Ha possibilidade de que este paciente estivesse no periodo de
incubagéo da doenca diarréica, visto que a sintomatologia a consulta médica foi de

anorexia e febre, sem quadro clinico de diarréia, mas com modificacdo da
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consisténcia das fezes verificada durante a coleta. Entretanto, a evolucao clinica

desta crianca nao foi avaliada.

Kapikian et al. (2001) e Clark & Mc Kendrick (2004) relataram que 90% das criangas
até os trés anos de idade apresentam pelo menos uma infecgdo por RV. Neste
estudo, a maior prevaléncia de amostras positivas para o RV foi verificada em
criangas menores de 18 meses de idade (82,7%), sendo pouco mais da metade

abaixo de um ano de idade.

Para que haja infecgdo produtiva de enterdcitos pelo RV, a proteina VP4 necessita
ser previamente clivada por proteases intestinais. A imaturidade do trato
gastrintestinal com menor expressdao de proteases intestinais, nos neonatos,
contribuiria para restricdo nesta infecgdo ou ainda, manifestagées clinicas ausentes
ou brandas (Ramig, 2004). No entanto, das 28 criangas estudadas com menos de
trés meses de vida, cinco foram positivas para RV. Todas estas cinco criancas
estavam sem aleitamento materno. E relatada a importancia dos fatores
antiinfecciosos do leite materno para reducdo de doengas diarréicas, sobretudo em
paises em desenvolvimento, assim como sua protecao na diarréia por RV (Parashar,
et al., 1998; Kapikian, 2001). Além da manutencado de uma nutricdo protéico-calérica
adequada que fornece condi¢des adequadas a um bom funcionamento do sistema
imunoldgico do lactente, a presenca de fatores pré-bidticos, imunoglobulinas,
lisozima, lactaderina, interferon e leucdcitos no leite materno favorecem a protecao
contra diarréia aguda infecciosa (Betran et al., 2001, 2004; Fuchs & Victora, 2002;
Escuder et al., 2003; Vieira et al., 2003; Carratala Munuera et al., 2005; Newburg et
al., 2004, 2005).

O Aleitamento materno exclusivo até os primeiros 30 dias ocorre em 55,3% das
criangas capixabas e este percentual cai para 10,8% dos casos, quando observado
até o 62 més de vida (DATASUS, 2004). Obtivemos uma correlacao estatisticamente
significante da infeccdo por RV nas criangas sem aleitamento materno ou com
introdugao precoce de alimentos em detrimento do leite materno, o que demonstra a
importéncia do incentivo do aleitamento materno exclusivo até o sexto més de vida

para protecdo dos lactentes.

O quadro clinico decorrente da infeccao por RV cursa com vémitos em 50 a 60% dos
casos e de muco em 25% das evacuagdes diarréicas, sem referéncia de

sangramento (Kapikian, 2001). Neste estudo, nas criangas em que houve deteccao
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do RV foi observada uma propor¢ao significativa de vomitos (96,3%) e de muco nas
evacuacoes (53,1%). A presenca de sangue ocorreu em quase 10% dos casos,
embora ndo seja caracteristica da patogénese do RV. Sete de oito casos de
sangramento estavam em associagdo com outros patégenos, mas apenas um deles
com caracteristica classica de possivel invasdo de mucosa intestinal (E. histolytica).
Toporovsky et al. (1999) e Souza et al. (2002) também verificaram sangue em uma
de 21 e duas de 33 amostras fecais positivas para RV, respectivamente. E
importante ressaltar que outros patégenos que podem apresentar fezes com sangue,

tais como Campylobacter sp ou Yersinia enterocolitica, nao foram pesquisados.

Mais da metade dos casos positivos para RV evoluiu para a hidratagao intravenosa,
enquanto que outros autores relataram esta evolugdo em 23 a 27% dos casos
(Timenetsky et al., 1993; Souza et al., 2002). Vémitos, ocorridos em quase totalidade
dos casos, poderia justificar uma maior perda hidreletrolitica com desidratacao e
dificuldades da reidratagdo por via oral. Fatores intrinsecos ao RV, tais como cepas
mais virulentas, ou ao seu hospedeiro, como a desnutricdo protéico-caldrica,
poderiam ser responsaveis pela exacerbacao dos sintomas (Ramig, 2004). Deve ser
levado em consideracdo que os pacientes atendidos no PS hospitalar podem ser
selecionados dentre aqueles que nao obtiveram melhora com a administragédo do
soro de reidratagdo industrializado ou de manipulacdo caseira por orientacdo
ambulatorial ou mesmo cultural, conseqiientemente com pior quadro clinico,
requerendo hidratacdo intravenosa. Carmona et al. (2004), verificaram uma maior
prevaléncia de RV em pacientes com diarréia aguda grave que necessitavam de
internagdo contra 0os que nao necessitavam. A evolugdo completa dos casos
encaminhados para a terapia de reidratacdo IV nao pdde ser inferida devido a falta
de seguimento destes. Outros estudos se fazem necessarios para que seja realizada
uma correlacdo com o tipo de cepa circulante no periodo, a idade com maior
susceptibilidade para reidratacao IV e a evolugao clinica.

Alguns sorotipos de Ad, denominados adenovirus entéricos, estdo relacionados a
diarréia aguda infantil (Glass & Kilgore, 1997; Horwitz, 2001). Antigenos do Ad foram
encontrados em 8,2% das amostras fecais diarréicas estudadas, todas com idade
inferior aos dois anos de vida. Esta prevaléncia foi maior comparada a outros relatos
brasileiros cuja identificacdo variou de 1,5 a 3,1% em amostras fecais de criancas

atendidas ambulatorialmente (Timenetsky et al., 1987; Cardoso et al., 1992; Mangia
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et al., 1993; Pereira et al., 1993; Soares et al., 2002). Deve ser levado em
consideracdao que os anticorpos de captura do teste utilizado para deteccao deste
patégeno nao discrimina entre cepas entéricas e nao-entéricas. Soares et al. (2002)
detectaram Ag deste virus em 4,9% de 1420 amostras diarréicas de diversas
cidades brasileiras, através de ensaio imunoenzimatico. Porém, o isolamento viral e
a pesquisa com Ac monoclonais detectaram 1,55% de Ad entéricos. Pereira et al.
(2004), através da pesquisa por reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) para o
gene da fibra de Ad, em amostras fecais positivas para Ag de Ad (EIERA), revelou
que 65% destas correspondiam ao género F (entérica). Logo, estudos

complementares seriam Uteis na discriminacao das espécies entéricas de Ad.

O Ad foi encontrado associado ao RV em nove de 12 casos estudados (75%). O RV
e Ad foram encontrados infectando um mesmo individuo em diversos relatos (Waters
et al., 2000; Giordano et al., 2001; Roman et al., 2003). O teste positivo pode conter
antigenos de RV e Ad, mas resultado falso — positivo pode ocorrer pela presenca
dos mesmos fatores citados anteriormente para o RV. Da mesma forma, teste

confirmatorio segundo seus fabricantes, seria necessario.

No quadro clinico apresentado pelas criancas com Ad, vémito, anorexia e dor
abdominal foram os sintomas mais prevalentes. Sangue nas fezes foi encontrado em
uma amostra com coinfeccdo com RV e E. hystolitica. A interpretagcdo adequada do
quadro clinico destas amostras positivas para Ad, fica prejudicada devido ao grande
nuamero de associagbes com outros agentes, principalmente RV e a auséncia de

metodologia, neste estudo, que diferencie cepas de Ad entéricos dos nao entéricos.

6.5. PROTOZOARIOS

Os protozoarios foram detectados através da pesquisa de seus antigenos
especificos no ensaio imunoenzimatico (Prospect em microplaca — Alexon — Biobras)
considerado de alta sensibilidade e especificidade (Garcia & Shimizu, 1997; Aldeen
et al., 1998; Boone et al., 1999)

A amebiase € uma das doengas responsaveis por uma alta morbimortalidade
mundial com estimativas de 40 mil mortes/ano (OMS) e cursa com apresentacao

clinica de disenteria. A deteccao de 8% (7/88) de E. histolytica nas fezes desta
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amostragem esta de acordo com a maioria de trabalhos brasileiros publicados
(Guerrant et al., 1983; Gennari-Cardoso et al., 1996; Toporovski et al., 1999;
Fagundes Neto & Scaletsky, 2000; Orlandi et al., 2001; Scaletsky et al., 2002 b;
Souza et al.,, 2002). Apenas Schnack et al. (2003), utilizando mesmo método
imunoenzimatico, encontraram a E. histolytica em 56,4% dos casos de diarréia
aguda em menores de cinco anos, com maior prevaléncia nos maiores de 12 meses
e importante associacdo (53%) com outros enteropatdégenos, inclusive com a
deteccao de Cryptosporidium em 85% dos casos. Nas amostras estudadas, o grande
nuamero de associagdes observadas com o RV (6/7), compromete a interpretagéo de
sua correlacdo etiolégica na diarréia aguda. Estudos pareados com controles
também seriam uteis na determinagéo das estirpes de E. histolytica que teriam forma
clinica de doencga invasiva, com apresentacdo sob forma de complicagdes extra-

intestinais, de alta morbi-mortalidade daquelas que nao o séo.

Cryptosporidium spp., agente etiolégico de diarréia em pacientes imunossuprimidos
e também em criangas, foi detectado em 11,4% (10/88) em criangas estudadas. Esta
frequiéncia foi maior do que a encontrada por outros autores brasileiros que variou de
0,5 A 8,4% dos casos (Stewien et al., 1993; Gennari-Cardoso et al., 1996; Saredi &
Bava, 1998; Newman et al., 1999; Toporovski et al.,, 1999; Medeiros et al., 2001;
Silva et al., 2003). Entretanto, outros estudos em paises em desenvolvimento
apresentaram numeros iguais ou superiores aos encontrados em criangas menores
de cinco anos (Mangini et al., 1992; Nufez et al., 2003; Schnack et al., 2003; Adjei et
al., 2004; Simango et al., 2004; Abdel-Messih et al., 2005). A associacao deste
agente com outros protozoarios e com o RV em oito das dez amostras nao permite

inferir seu real papel na diarréia aguda.

G. lamblia esteve presente em 14,8% (13/88), em seis casos isoladamente e em
sete em associacdo com RV, Ad, Cryptosporidium, EPEC tipica ou ETEC. As
criancas maiores de um ano com amostras positivas para G. lamblia apresentaram
correlacao estatisticamente significante quando comparadas as maiores de um ano.
E sabido que a G. lamblia acomete todas as faixas etarias, mas alguns relatos
também encontraram-na em criangas maiores com diarréia aguda, sobretudo em
desnutridos (Pickering & Cleary, 1997; Toporovski et al., 1999; Newman et al., 2001)
Apesar de ter sido identificada em amostras fecais de pacientes assintomaticos e

com diarréia persistente (Saldiva et al., 1999, Newman et al.,, 2001; Tashima &
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Simdes, 2004), prevaléncia semelhante ou até maior a encontrada no presente
estudo ja foi descrita (Gennari-Cardoso et al., 1996; Orlandi et al., 2001). No entanto,
se considerarmos apenas as seis amostras positivas que nado estiveram em
associacao com outros enteropatdgenos, a prevaléncia da G. lamblia em diarréia
aguda seria de 6,8%, compativel com estudos anteriores brasileiros que
encontraram em porcentagem inferior a 8% nas fezes de criangcas com diarréia
aguda (Guerrant et al., 1983; Stewien et al., 1993; Toporovski et al., 1999, Fagundes
Neto & Scaletsky, 2000; Scaletsky et al., 2002 b; Souza et al., 2002; Schnack et al.,
2003). Portando, dos protozoarios estudados, apenas G. lamblia apresentou
correlagdo com a diarréia aguda.

No quadro clinico da giardiase, os sintomas principais foram anorexia, vomitos e dor
abdominal, esta ultima descrita com frequiéncia em escolares, de causa recorrente,
associada ou nao a sindrome de mal-absorcdo por sua patogénese de

“atapetamento” da mucosa intestinal (Pickering & Cleary, 1997; Nelson et al., 2004).

Todas as criangas com amostra fecal positiva para um protozoario, associado ou nao
a outros enteropatégenos apresentaram uma alta freqiiéncia de relato de vémitos,
anorexia, dor abdominal e febre. O sangramento nas fezes foi evidenciado em quatro
amostras; em trés em associacao de bactéria, virus e protozoario (uma destas com

E. histolytica).

Diversas co-infec¢des foram observadas nos grupos pesquisados, onde dois ou mais
agentes infecciosos foram detectados numa mesma amostra: 36,4, 24,5 e 15,7% nos
grupos |, Il e lll, respectivamente. O somatério de fatores patogénicos poderia
contribuir para agravar o quadro de sintomas € um pior prognéstico clinico. Porém, a
correlacdo com a evolugao clinica e a associacao entre patégenos e/ou patdégenos

Unicos nao foi realizada na presente investigagao por nao ser o foco desta pesquisa.

No quadro clinico dos diferentes grupos de patdégenos foi dificil a correlagdo dos
sinais e sintomas com uma etiologia especifica da diarréia aguda, visto que nenhum
destes estava predominantemente associado com um determinado patégeno. A
febre, sinal caracteristicamente associado as doencas bacterianas, ocorreu em
menos da metade dos casos das criangas com amostras positivas para bactérias
classicamente patégenas de diarréia aguda, enquanto naquelas com positividade

para RV e protozoarios, foi demonstrado em mais de 70% dos casos.
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O vbmito foi o sintoma predominante associado as evacuacoes liquidas, ocorrendo
em 87% de todas as amostras com positividade para qualquer agente infeccioso, o
que justifica a utilizacdo do termo gastrenterite aguda como sinénimo do quadro
clinico desenvolvido por uma crianca com diarréia aguda. O vémito associado a
diarréia se constitui em um agravante durante o tratamento destas criangas, pois
pode dificultar a hidratagdo oral e aumentar os indices de internagao (Ribeiro, 2000).
Isto pode cursar com aumento dos custos do Estado e sobrecarregar o sistema de
saude (Ribeiro, 2000). Por outro lado, criancas que apresentam resolucao
espontanea através de administracdo de soro de reidratagdo oral, ndo recorrendo ao
atendimento médico ndo sdo computadas epidemiologicamente e muito menos
investigadas do ponto de vista etiolégico. Estes dois motivos reforcam a necessidade
de estudos ambulatoriais e hospitalares objetivando a prevaléncia dos agentes
infecciosos da doenca diarréica, evolucao clinica e custos para nossa populacao
usuaria do sistema unico de saude (SUS). Comparagdes das criangas com diarréia
aguda com grupos controle promoveriam a identificacdo dos fatores de risco e, seu
seguimento, avaliagcdo da repercussao clinica e laboratorial de acordo com a faixa
etaria para cada enteropatégeno. A partir destes dados, a proposi¢cdo de solucdes
e/ou estratégias especificas seria fundamental para o planejamento do destino de
verbas na saude, beneficiando as populacdes de baixo nivel sdcio-econébmico que
buscam o sistema de saude municipal ou estadual. Investimentos na prevengéo, tais
como vacinagao para o RV, educacao populacional para conhecimento da doenca e
divulgacao das principais etiologias para os profissionais que trabalham nos locais
de atendimento destas criancas, seriam importantes fatores para reducdo da
morbidade e mortalidade infantil.
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7. CONCLUSOES

v' Enteropatégenos foram detectados em mais de 60% de cada grupo
pesquisado de criancas com diarréia; sendo o grupo das bactérias (todas as
categorias de DEC, Salmonella e Shigella) foram mais prevalentes (41,5%) do
que os outros grupos de enteropatdgenos (virus e protozoarios);

v' Excluindo-se as bactérias possivelmente patégenas (EPEC atipica, EAEC e
DAEC), os RV foram mais prevalentes nas criangas com diarréia aguda do
que as bactérias classicamente patégenas (EPEC tipica, ETEC, EIEC,
Salmonella e Shigella);

v' Das bactérias, o grupo de maior prevaléncia foi o das DEC, seguida por

Shigella e finalmente pela Salmonella;

v' EPEC tipica e EIEC foram detectadas somente nas criangas com diarréia
aguda e em baixa prevaléncia na populacao estudada;

v' ETEC foi detectada, predominantemente, nas criangas com diarréia aguda;

v' EPEC atipica, DAEC e EAEC néao estao associadas nas criangas com diarréia
aguda na populagcao estudada, devido a alta prevaléncia em criangcas com e

sem diarréia aguda;

v A EAEC esteve relacionada com a diarréia aguda somente nas criancas

acima dos dois anos de idade;

v Anti-soros comercialmente usados na rotina diagnéstica das E. coli, ndo sao

adequados para discriminacao de cepas patdgenas de DEC;

v" O uso de técnicas moleculares, como a hibridizagdo para determinagdao dos
genes de viruléncia, € importante para evidenciar todas as categorias de E.
coli;

v- O RV apresenta alta prevaléncia na populagdo estudada (35,2%),
predominantemente nos menores de 18 meses de vida, com o0 maior numero

de casos ocorrendo de marco a setembro de 2003;
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v" A deteccdo do Ad em alta percentagem com o RV e a ndo discriminagao das

espécies entéricas nao permite inferir sua participacdo na diarréia aguda;

v' As associagbes entre enteropatdogenos foram freqlentes nas amostras
estudadas, sendo 0s protozoarios, o grupo de enteropatdbgenos com o maior
nuamero de associagoes;

v" Dos protozoarios avaliados, apenas G. lamblia parece ser agente etiolégico
isolados de diarréia aguda;
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8. PERSPECTIVAS

Este estudo foi o primeiro realizado no Espirito Santo para esclarecimento da
etiologia infecciosa da diarréia aguda infantil, unindo achados laboratoriais com o
quadro clinico destas criancas. Mas a prevaléncia de outros enteropatégenos como
Campylobacter, Yersinia, Aeromonas, Astrovirus, Calicivirus e Strongyloides nao foi
pesquisada, o que poderia aumentar ainda mais o percentual de positividade destas
amostras. Portanto, neste mesmo material obtido, €& importante que sejam
evidenciados acidos nucléicos de astrovirus e de calicivirus, assim como a
discriminacdo das espécies entéricas de Ad através de PCR, como seqléncia
determinag&o da etiologia infecciosa.

Este pode ser o primeiro passo para conscientizagdo dos profissionais que lidam
com estas criangas e através destes resultados, despertar o interesse pelo estudo
aprofundado das diarréias infantis, possibilitando a capacitagdo de recursos
humanos no atendimento e de laboratérios no diagnéstico da diarréia.

Estudos posteriores com o conhecimento de gendtipos circulantes de RV,
determinacdo das espécies de Ad completariam o raciocinio epidemioldgico para
investimentos em medidas profilaticas para o controle das diarréias infantis, causa
importante de mortalidade infantil.

A conduta adotada no tratamento imediato da crianga com doenca diarréica aguda
provavelmente nao sofrerd mudancas pela determinagdo do agente etiolégico, mas
posturas deverdao ser tomadas na Saude publica, com intuito de minimizar custos,
taxas de morbi-mortalidade infantii e monitorizacdo indireta das condicées de
saneamento basico da populagdo. A implantacdo de programas educacionais ou
continuacao daqueles com enfoque nos fatores de risco para doenca diarréica, tais
como a manutencdo do aleitamento materno exclusivo por seis meses e sua
manutencdo até o segundo ano de vida, além de programas de vigilancia dos
agentes etiologicos, permitiria a precisa indicagdo de medidas preventivas como a
vacina, no caso dos RV.
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9. TRABALHOS APRESENTADOS

9.1. Tema livre do XVIII Congresso Espiritossantense de Pediatria e V Encontro

Minas, Goias e Espirito Santo de Nutricdo:

Diarréias agudas em criancas residentes na Regiao Metropolitana de Vitoria:
pesquisa de Rotavirus e Adenovirus no periodo de nove meses.

9.2. Poster apresentado no 6" International Rotavirus Symposium — Cidade do
México — 2004

Rearrangements of rotavirus gene segments detected in children with acute

gastroenteritis in Rio de Janeiro and Vitéria, Southeast Region, Brazil

9.3. Tema livre na XIV Jornada de Iniciagdo Cientifica da UFES - 2004:

Rotavirus e Adenovirus : deteccao imunoenzimatica e molecular em casos de
Diarréia Aguda

9.4. Poster no XV National Meeting of Virology, 2004:
Rotavirus IN ACUTE DIARRHEA IN Vitéria, ESPIRITO SANTO STATE.

9.5. Poster do XLI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical e do |
Encontro de Medicina Tropical do Cone Sul, 2005.

OCORRENCIA DE ANTIGENOS FECAIS DE Entamoeba histolytica,
Cryptosporidium spp. e Giardia lamblia EM AMOSTRAS FECAIS DE CRIANCAS
MENORES DE TRES ANOS DE IDADE PORTADORAS DE DIARREIA EM
VITORIA - ES
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11. ANEXOS
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Anexo 1: Carta de aprovacéo pelo Comité de Etica da UFES - Vitéria - ES

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

Vitoria-ES. 14 de maio de 2003

Do:  Prof. Dr. Paulo Roberto Mer¢on de Vargas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico

Para: Profa. Liliana Cruz Spano
Pesquisadora Responsivel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Agentes
Infecciosos Associados a Diarréia Aguda em Criancas até 3 Anos de Idade:
Estudo em um Hospital de Referéncia no Municipio de Vitéria-ES”.

Prezada Profa. Liliana,

Através deste informo a V Sa., que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Projeto de
Pesquisa intitulado: “Agentes Infecciosos Associados i Diarréia Aguda em Criancas
até 3 Anos de Idade: Estudo em um Hospital de Referéncia no Municipio de
Vitoria-ES”, cumprindo os procedimentos internos desta Instituigdo, bem como as
exigéncias das Resolugdes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99,
APROVOU o referido projeto, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, em reunido ordinaria realizada em 14 de maio de 2003

e

Atenciosamente,

Prof. Dr. PAULO ROBERTO MERCOMBE VARGAS
Coordenador do Comité de Etica em P&squisa do
Centro Biomédico
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2: Ficha de dados clinico — epidemiol6gicos:

NOME COMPLETO: @/)
IDADE: (em meses) = DATA: hora coleta: NQI .
Dn: /] | SEXO: COR:
Nome do Pai: Idade:
Instrugéo :
Nome da Mae: Idade:
Instrugéo :
Endereco: Bairro:
Cidade: | Estado: Renda familiar:
Telefone de contato:
Antecedentes pessoais :

N°e gestagbes = Nascidos vivos= Filhos vivos = Pré—natal gestacional || Sim [ Nao [I
Intercorréncias [ Ameaca aborto U Infecgdo congénita || Anemia Ll outros
Tipo de Parto Normal O Cesarea 0 Tempo no hospital (Em dias) =
Peso nascimento = g || Altura nasc. = cm
Intercorréncias neonatais [ Prematuridade [ Sepse ou infecc@o congénita [l outros
Doencas Anteriores: Diarréia:(quantos epis6dios?): Internagdes por diarréias: [IN&o [ SIM Quantas vezes?
Outras doengas; [ Baixo peso || U RGE [1 Cardiopatia [l pneumonia [1outras
Alimentagao :
Leite Materno até (em meses) = Exclusivo Introdugdo de suco ou cha :
Inicio do Aleitamento Misto (LM + LV): [ nasc. [ m
S6 Outros Leites: LV soja | cabra [ Quando? [Idesde nasc. [
meses
Introdugéo de alimentos: Frutas (] aos m Comida de sal [ aos m
Forma de Administrar: mamadeira || colher [
Preparo: imediato (. Até 2 h (] >de 2 hantes [
Uso de chupeta [ Chupa dedo [
Ambiente: )
Casa de Alvenarial! madeiral! Agua encanada e tratada [ | agua de pogo [ Outra fonte [
Rede de esgoto [ | Fossa Sanitaria [ | Filtro ]
Numero de comodos: até 20 de2a4d4il 4a6l >60
Numero de habitantes adultos criangas
Animal em casa: Sim U Nao [ Qual?
Frequenta creche: Sim (] Nao [

Contato em creche ou casa com pessoas com mesmos sintomas? (1 ndo [Jsim .Quem?

Clinica :

Medicagdes em uso = [ sim [1ndo | ANTIBIOTICO? Qual? Anti-helmintico? -
Diarréia duragao: em dias .

Numero de evacuagdes/dia: <5 (1 de5a10 X[ de10a15XL(] >de 15X [

Voémitos: Sim U Nao [ Febre: Sim [J Nao [
Sintomas respiratérios (tosse ou coriza) : Sim [ Nao [

Anorexia: Sim [J Nao [

Dor abdominal: Sim [J Nao [

Presenga de: Sangue Sim [ Naoll Muco Sim(l Naoll Pus Sim [ Nao [
Aspecto : [l liquidas L1 semi-liquida [l semi-pastosa [l pastosas [l endurecidas
Exame Fisico: Hidratado [ desidratado [

Encaminhado: TRO [ SNG [J ou EV [

Peso: Estatura:

Se desidrat., apés hidratagdo Peso: Foi internado? (1 sim (1 ndo . Onde

Laboratorio de Micro :

1) material Bact [ sim (1 ndo Resultados (/1)
2) material virus (1 sim [ ndo Resultados (1 1)
3) material Parasito (isim [1ndo Resultados (7 1)

4) suspeita clinica ?
5) Outros dados relevantes (hemograma, evolucéo, etc..)
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Anexo 3: Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento

Eu, (nome completo
do pai, da mae ou responsavel pela crianga) responsavel por

(nome da crianca)
autorizo a coleta das fezes para o estudo sobre diarréia aguda em
criangas.

Vitoria , / /2004

Nome e Assinatura do responsavel
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Anexo 4: Procedimentos realizados nas amostras fecais colhidas em Vitoria — ES

Origem das amostras fecais

Método diagnéstico Diarréia aguda (n = 253) Sem diarréia (n = 78)

N°amostras 0 N°amostras o
processadas N positivas processadas N” positivas
Cultura* 241 219 78 68
Sorologia (Aglutinagao)*
a) Anti-soro policlonal
EPEC 219 9 78 0
EIEC 28 0 78 0
Shigella 49 11 78 0
Salmonella 14 7 78 0
b) Anti-soro monoclonal® 219 90 68 31
EIERA*
a) RV 148 74 14
b) Ad 147 12 13
EGPA* 230 81 72 1
EIE para protozoarios* 88 30 4 2

Local de realizacao* NDI T UNIFESP
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Anexo 5: Meios de Cultura e Solugdes usadas:

1. Meios para isolamento e identificagdo das bactérias

1) Meios comerciais (preparados segundo instrucées do fabricante e adquiridos do

comeércio ou preparados em nosso laboratério)
a) Cary-Blair (Bencton Dickinson)
b) Caldo Selenito (Merck)
c) Agar MacConkey (Merck e Difco)
d) Agar SS (Merck e Vetec)
e) Agar XLD (Diagnostics Pasteur)
f) Fenilalanina (Bencton Dickinson)
g) TSI (Merck)
h) Citrato (Merck)
i) SIM (Biobras)

j) Agar nutriente (Vetec)

Il) Outros Meios

a) MiLi
Extrato de levedura 0,69
Peptona 209
Triptona 20g9
L-lisina 20g¢g
Glicose 0,29
Agar-agar 049
Purpura de bromocresol 0,004 g
Agua destilada 200 ml
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b) Caldo peptonado
NaCl
Peptona

Agua destilada

c) Caldo VMVP:

Peptona
KoHPO,4

Glicose
Agua destilada

lll) Solucdes:

a) Reativo de Kovacs :

Alcool isoamilico
p-dimetilaminobenzaldeido
HCI concentrado

b) FeCl3 10% :
FeC|3
Agua destilada

c) Vermelho de Metila :
Vermelho de metila
Alcool 95%

Agua destilada

19
49

200 ml

°9
5
5
1000 ml

30 ml

10 ml

109
100 ml

0,19
300 ml
500ml
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2 Solucdes e reagentes utilizados para identificacao dos RV

a) Silica:
Diéxido de Silica (SigmaChemical Company)
Agua destilada qg.s.p.

b) Tampéo L2:
Isotiocianato de guanidina (Gibco BRL.)
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (Gibco BRL)

c) Tampao L6:

Triton X-100

Isotiocianato de guanidina (Gibco BRL)

EDTA 0,2M pH8,0 (Sigma Chemical Company)
Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4 (Gibco BRL.)

d) TampaoTris-Ca™ pH 7,2:

Tris base 0,01M (Gibco BRL)

Cloreto de calcio 0,0015M (Vetec Quimica Fina Ltda.)
Agua Milli-Q q.s.p.

e) Tampéao Lower-tris 4X pH 8,8:
Tris base (Gibco BRL)
Agua Milli-Q g.s.p.

f) Tampao Upper-tris 4X pH 6,8:
Tris base (Gibco BRL)
Agua Milli-Q q.s.p.

g) Persulfato de amoénia a 10%:
Persulfato de aménia*
Agua Milli-Q q.s.p.

*Sigma Chemical Company

60 g
500 mL

120 g
100 mL

269
120 g
22 mL
100 mL

1,21¢g
0,22 ¢
1000 mL

36,34 g
200 mL

12,12 g
200 mL

19
10 mL
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h) Acrilamida/Bisacrilamida 50/1,3%:

N’ N’ Metileno-Bisacrilamida*
Acrilamida (Sigma Chemical Company)
Agua Milli-Q g.s.p.

i) Gel separador 7,5%:

Agua destilada
Tampéo Lower-tris pH 8,8
Acrilamida / bisacrilamida 50/1,5%

Solugéo persulfato de aménio 2%*
TEMED (Sigma Chemical Company)

j) Gel concentrador 4%:

Agua destilada

Tampéao Upper-tris pH 6,8
Acrilamida/bisacrilamida 50/1,5%*
Solucao persulfato de aménio 2%*
TEMED (Sigma Chemical Company)

k) Solugéo fixadora:

Etanol (Merck)

Acido Acético (Grupo Quimica)
Agua destilada q.s.p.

[) Solugao de nitrato de prata 0,001 M:

Nitrato de prata (Sigma Chemical Company)

Agua destilada qg.s.p.

m. Solugéo reveladora:

NaOH (Merk)
Formaldeido (Quimica Moderna)

Borohidreto de sodio (Sigma Chemical Company)

Agua destilada qg.s.p.

1,39
509
100 mL

11,4 mL
5,0 mL
3,0 mL
0,6 mL
10 uL

3,05 mL
1,25 mL
0,4 mL
0,3 mL
7,5ulL

20 mL
1mL
200 mL

0,185 ¢
100 mL

69
1,5 mL
40 mg
200 mL

*
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n. Solugao de acido acético 5%:

Acido acético (Grupo Quimica)
Agua destilada q.s.p.

0. Solucéo de etanol 10%:

Etanol (Merck)
Agua destilada qg.s.p.

p. Solucao para conservar o gel (desidratante):

Metanol (Merk)
Glicerina (Isofar)
Agua destilada q.s.p.

g. Tampao Tris-Glicina 4X pH 8,2:
Tris base (Gibco BRL)
Glicina (Sigma Chemical Company)

Agua destilada qg.s.p.
Obs. :A solucao foi diluida 1X para uso.

10 mL
200 mL

20 mL
200 mL

130 mL
1mL
200 mL

129
57,68 g
1000 mL
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Anexo 6: Organograma resumindo o destino das amostras fecais ap6s coleta

DETECGAO BACTERIANA Exclusdo 12 casos* DETECGAO VIRAL E DE PROTOZOARIOS
253 com diarréia aguda* e 253 com diarréia aguda*
78 sem diarréia* 78 sem diarréia*
241 com diarréia v
Cary-blair Selenito 78 sem diarréia Frasco com rosca - Temp. 42 C
v v v
Agar McConkey | 37°C8-12h | Freezer -Temp — 202 C

SS ou XLD v
37°C-24h Agar SS e/ou XLD v _ —
Lac(+)/Lac(-) T | Deteccéo viral |<—— SUSpenS§°o —>| Deteccéao d|e Protozoarios
HS(Houl) | [ Lac(HS() | o >\ fecal 10  20% ¥

3 v EIERA EGPA EIE para E. histolytica,

Cryptosporidium spp e
Provas RV e Ad RV p
. . G. lamblia.
bioquimicas | n =147 n =230 n =88
E. coli Salmonella ? ou
Shigella ?
Sorologia 5 Lac (+) 4 Sorologia SSIOWIO%;a
EPEC e 2 Lac (-) eterminagao almonella — N . . -
EIEC espécie Shigella Ag O Foranj cql_hldas 331 amostras: 253 _de criangas
= com diarréia aguda e 78 sem diarréia para

deteccao dos 3 grupos de agentes, mas 12
amostras foram excluidas na pesquisa bacteriana
(criancas em uso de anti-microbiano)

Agar Nutriente
(Sorotipagem)

Agar Nutriente(Pesquisa

de genes de viruléncia)
UNIFESP

FIOCRUZ




