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INCIDENCIA DE Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC), ROTAVIRUS E Clostridium

perfringens DE CASOS DE DIARREIA EM CRIANCAS, NA REGIAO DE CAMPINAS, SP, BRASIL

Maria Silvia V. GATTI (1), Lucila C. RICCI (1), Marlene B. SERAFIM (1) & Antonio F. PESTANA DE CASTRO (1)

RESUMO

Foirealizada uma pesquisa na regiao de Campinas, SP, Brasil, sobre a presenca
de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), rotavirus e Clostridium perfringens
enterotoxigénico em fezes diarréicas de criancas com até 2 anos de idade. Dos 132
especimens fecais examinados quanto a presenca de ETEC 27 (20.45% ) foram positi-
vos. Destes foram isoladas 41 amostras de ETEC, das quais 40 produziram apenas
aenterotoxina termolabil (LT) detectada pelo teste de imuno-hemélise radial modifi-
cado. Entre as 183 amostras de fezes examinadas para rotavirus, 29 (15,84% ) foram
positivas pelas técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e ensaio
imunoenzimatico(EIE), sendo que destas, 15(51,7%) foram provenientes de materiais
coletados nos meses de inverno. Todas as amostras pertenciam ao grupo A e, através
da técnica de PAGE, pode-se observar que o tipo eletroforético mais frequente (9
amostras) fol designado Ib, 1Ic, IIlb, IVa. de acordo com a classificacao por nos
adotada. Apenas 113 amostras de fezes foram examinadas para a presenca de C.
perfringens enterotoxigénico. Para a deteccao da enterotoxina nos sobrenadantes
das culturas foram utilizadas as técnicas de hemaglutinac¢ao passiva reversa e inocu-
lacdo intravenosa em camundongos, sendo encontradas 12 (10,61% ) amostras entero-
toxigénicas. Diante destes resultados é chamada a atencao sobre o valor apenas
relativo de uma coprocultura convencional para fins de diagnédstico, ressaltando-se
a importancia da criacao de métodos simplificados que favorecam a detecgéao e
identificacao dos grupos de agentes enteropatogénicos estudados na presente pes-
quisa.

UNITERMOS: Diarréia infantil; Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC); Rota-
virus: Clostridium perfringens enterotoxigénico.

INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento as diarréias rotavirus® 7 18 39 As amostras de colibacilos do

sdo indubitavelmente, uma das mais importan- grupo ETEC podem produzir uma enterotoxina
tes causas de mortalidade infantil!® '* 2 30 A termoldbil (LT-I) e/ou termoestavel (STa)*. Os
etiologia é bastante diversificada, mas pelo me- rotavirus, por outro lado, tém sido relatados co-
nos dois agentes tém sido bastante investigados: mo uma das principais causas de gastroenterite

a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e os infantil® 315 18 20. 21 "em glguns casos em associa-
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c¢dao com outros microrganismos, inclusive amos-
tras de ETEC*.

Em algumas das capitais brasileiras, tais co-
mo Sao Paulo? 9, Florianopolis!®, Recife'® e Ma-
naus®, tém sido feitos varios estudos sobre a inci-
déncia do grupo ETEC em casos de diarréia. Os
rotavirus também tém sido estudados em Sao
Paulo? 2, Rio de Janeiro?, Belo Horizonte® e
Belém?t.

Um outro microrganismo estudado na pre-
sente investigacao foi Clostridium perfringens
enterotoxigénico, em especial os tipos Ae C. O
tipo A tem sido observado em casos de intoxi-
cacao alimentar, inclusive em nosso pais® 2%, ao
passo que o tipo C, que produz ainda uma toxina
com efeitosletais e necrotizante, tem sido relata-
do em outros paises como agente causal da ente-
rite necrdtical®. Embora esta bactéria possa ser
considerada como um habitante normal da flora
intestinal do homem e animais, nao encontra-
mos no Brasil estudos sobre a frequéncia de C.
perfringens enterotoxigénico em fezes diarréi-
cas de criancas.

No municipio de Campinas habitam, atual-
mente, cerca de 1.000.000 de pessoas, podendo
pois ser esta cidade considerada como uma das
mais populosas do pais. Em que pese este fato,
tanto quanto saibamos, nao existe até o momen-
to nenhum estudo mais abrangente que objeti-
vasse pesquisar em criancas com diarréia a fre-
quéncia de amostras de E. coli do grupo ETEC
e rotavirus nesta regiao.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais — No periodo de outubro
de 1985 a setembro de 1986 foram coletadas, na
regiao de Campinas, SP, 183 amostras de fezes
de criancas com até 2 anos de idade com diarréia
aguda.

Estas criancas quase na sua totalidade per-
tenciam a classe média e média alta tendo sido
atendidos através de convénios ou consultas
particulares, sendo entao encaminhadas ao La-
boratoério de Patologia Clinica de Campinas. Em
todos os casos a coleta foi feita no laboratorio
através de evacuacao normal em coletor univer-
sal esterilizado ou através do uso de suabe esté-

ril. As fezes, logo ap6s a coleta foram refrigeradas
e submetidas a exames microbiologicos para a
deteccao de ETEC, rotavirus e C. perfringens
enterotoxigénico.

Exames bacterioldgicos e deteccao de ente-
rotoxina — De cada material fecal isolou-se,
apos asemeadura em meio de Mc Conkey (Difco)
e identificacdo bioquimica das coldnias isola-
das®, 4 amostras de E. coli que foram exami-
nadas quanto a producao de enterotoxinas. As
amostras de E. coli isoladas foram, entao, culti-
vadas em meio de “Casamino Acids-Yeast Ex-
tract” (CAYE), para o preparo das enterotoxinas
LT e STa, conforme anteriormente descrito®. Pa-
ra a deteccao da enterotoxina LT utilizou-se o
teste da imunohemdalise radial (IHR) modifica-
do?®, ao passo que para a detecciao da entero-
toxina STa foi usado o teste do camundongc
recém-nascido (CRN), de acordo com o preconi-
zado por DEAN et al’.

No teste de IHR, ap6s a adicao do comple-
mento de cobaia, diluido 1:10, a leitura dos halos
de hemolise era feita apos 18 h, a temperatura
ambiente, considerando-se positivas as amos-
tras cujo sobrenadante das culturas dessem ha-
los de hemolise visiveis (iguais ou superiores a
5 mm). Testes das culturas controle LT + (E.
coli 40 T) e LT — (E. coli K12), gentilmente cedi-
das por R. L. Trabulsi, EPM, Sao Paulo, foram
incluidas nos testes de IHR.

A deteccao da producao de enteroxotina
STafoirealizada com os mesmos sobrenadantes,
que foram inoculados por via intragastrica em
camundongos recém-nascidos de 3 dias de idade,
em lotes de 4 animais por material. O indculo
foi de 0,1 ml de sobrenadante, previamente mis-
turado ao corante azul de Evans (0,02%). Apos
4 horas, os animais foram sacrificados, calculan-
do-se para cada material a relacao peso dos in-
testinos/peso das carcacas. Valores iguais ou su-
periores a 0,085 foram considerados positivos!®.

Para o isolamento de Clostridium perfrin-
gens, as amostras de fezes foram semeadas em
meio de dgar SPS (Sulfonamida, Polimixina,
Sulfito) (Difco)t, em ambiente de anaerobiose,
contendo uma atmosfera de 90% de N, e 10%
de CO,. As colonias suspeitas de serem C. per-
fringens foram identificadas bioquimicamente
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de acordo com SERRANO?. Para o preparo da
enterotoxina, as amostras de C. perfringens iso-
ladas foram semeadas em meio de Duncan &
Strong?®®, adicionando-se de 0,4% de rafinose, fa-
zendo-se 4 a b passagens, até que se observasse
pelo menos 50% de esporulacao.

Os sobrenadantes obtidos a partir destas
culturas, foram examinados quanto a producao
de enterotoxina pela técnica de hemaglutinacéao
passiva reversa (HPR)% e inoculagédo endoveno-
sa em camundongos (EIC)%.

No teste de HPR titulos iguais ou superiores
a 1:4 foram considerados como positivos, sendo
as amostas classificadas como enterotoxigéni-
cas.

Em relacao a prova de IEC a morte dos ca-
mundongos inoculados, em tempo igual ou infe-
rior a30 min. indicava umareacgio positiva desde
que este efeito fosse neutralizado quando se ino-
culava em animais controles, sobrenadantes das
culturas em teste com anti-enterotoxina, confor-
me recomendado por STARK & DUNCAN?.

Deteccao derotavirus — A deteccao derota-
virus foi feita pela eletroforese em gel de poliacri-
lamida (PAGE) e por ensaio imunoenzimatico
(EIE). A técnica de PAGE foirealizada de acordo
com as recomendacoes de LAEMMLI® com algu-
mas modificacdes. Os extratos de RNA obtidos
a partir do material fecal, de acordo com HER-
RING et al.’?, foram analisados em gel de poliacri-
lamida e 7,0%, ap6s 18 h a temperatura ambien-
te, com corrida sob corrente de 10 mA, sendo
em seguida corado pela prata'?. A classificacdo
utilizada para o estudo dos tipos eletroforéticos
foi a de LOURENGCO et al.'”, que consiste em
dividir os 11 segmentos do RNA de rotavirus
em 4 grupos, onde pequenas variacdes dentro
de cada grupo podem significar tipos eletrofo-
réticos diferentes. O teste de EIE foi realizado
com um ‘“kit” da Fundac¢ao Oswaldo Cruz, gen-
tilmente cedido pelo Dr. H. G. Pereira e seguindo
asrecomendacoes deste pesquisador e seus cola-
boradores®.

A amostra de rotavirus SA 11 foi incluida
como padrao em ambos os testes.
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RESULTADOS

Das 183 amostras de fezes coletadas apenas
132 puderam ser examinadas para pesquisa do
grupo ETEC sendo que 27 (20,45%) apresenta-
ram-se como positivas. Destas foram isoladas
41 amostras ETEC, sendo que apenas uma foi
produtora da enterotoxina STa, enquanto que
as restantes produziram exclusivamente LT.

Dos 183 materiais fecais examinados para
rotavirus foi detectada a presenca destes em 29
(15,84%) pelas técnicas de PAGE e/ou EIE. Sete
amostras deram resultados positivos apenas no
EIE (dados nao apresentados em tabela). Na fi-
gura 1 esta representada a freqiiéncia de distri-
buicdo de amostras de E. eoli do grupo ETEC
e de rotavirus no periodo estudado. Chama-se
atencdo paraaincidéncia maior de infecgcdes por
rotavirus nos meses de junho e julho, quando
foram detectadas 15 (561,7%) do total das 29
amostas derotavirus identificadas nos materiais
examinados durante o peridodo de estudo.

Todas as amostras do rotavirus pertenciam
a0 grupo A (subgrupo 2) e, através do teste de
PAGE pode-se observar que entre as 22 amos-
tras detectadas por esta técnica foram verifica-
dos 5 tipos eletroforéticos diferentes (Fig. 2, Ta-

Kotavitus
L LEC

Fig. 1 — Numero de amdstras positivas de ETEC e rotavirus
isoladas em fezes de criancas com até 2 anos de idade, no
perfodo de outubro de 1985 a setembro de 1986, na regido de
Campinas, SP.
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Fig. 2 — Eletroforetipos de rotavirus de origem humana e da
amostra padrao SA11, em eletroforese em gel poliacrilamida.
Linha 1: amostra Ie, Ie, ITTe, IVa, linha 2; Ie, ITe, ITIf, IVa; linha
3. Ib, IIa, IIIb, IVa: linha 4 Ib', Ilc, IIIh*, IVa e linha 5: Ib,
IIe, IIIh, IVa;

TABELA 1
Amostras de rotavirus isoladas de fezes de criangas de acordo
com eletroforétipos padraes’

Tipo Eletroforétipos N amostras
1 Ib, ITe. IIIh. IVa 9
2 Ic, e, Illc, IVa 6
3 Ib, IIa, II1b, IVa 5
4 Ibt, IIe. IIIb*, IVa 1
5 Ic, IIe, IIIE, IVa 1

1 gegundo modelo proposto por Lourenco, M. H. & cal.'

bela 1), o que foi confirmado por co-eletroforese.
Segundo a classificacao por noés adotada, o tipo
eletroforético mais frequente foi Ib, IT¢, IITh, IVa,
com 9 amostras. O tipo Ie, Ile, ITTec, IVa, apre-
sentou 6 amostras e o tipo Ib, IIa, IIIb, IVa, 5
amostras. Uma amostra pertenceu ao tipo Ic,
IIc, IIIf, IVa, ao passo que uma amostra apre-
sentou 2 segmentos a mais (Fig. 2) respectiva-

mente nos grupos I e IIT, sendo identificada co
mo sendo provavelmente uma mistura de rota
virus com o tipo eletroforético Ib*. Ile, ITIh* IVa.

Apesar de incluido em nossa metodologia,
o exame para C. perfringens enterotoxigénico
s0 foi possivel em 113 amostras de fezes. Destas,
em apenas 12 (10,61% ) foram isoladas cepas gue
se revelaram serem enterotoxigenicas pelos tes
tes de HPR e IEC (dados nao apresentados em
tabelal. Das 132 amostas de fezes examinadas
concomitantemente para ETEC e rotavirus 6
(4,54% ) apresentaram uma associacao dos 2
agentes. Da unica amostra de fezes, da qual se
isolou uma amostra de ETEC produtora daente
rotoxina STa, isolou-se também uma amostra
de C. perfringens enterotoxigénica (dados nao
apresentados em tabela).

DISCUSSAO

Em termos de Brasil, com rarissimas exce
coes, apesar da importancia das diarréias como
causa de mortalidade infantil, a identificacao
dos agentes causais, tem se limitado aos grandes
centros.

Como os colibacilos do grupo EPEC sédo os
mais frequentes em casos de diarréia infantil
principalmente nos primeiros 6 meses de vida®’,
a maioria dos laboratorios, mesmo em munici-
pios com menos de 1.000.000 de habitantes, esta
potencialmente adaptada para realizar a identi-
ficacao desse grupo, atraves de aglutinacao em
lamina, usando antissoros comerciais. As infec
coes provocadas por E. coli invasora (EIEC), a
semelhanca de Shigella sp, embora possam
ocorrer em qualquer idade, sao mais comuns em
adultos e em criancas com mais de 2 anos de
idade'. De modo geral, entretanto, os labora
torios estdo também suficientemente equipados
para tal diagnostico.

Sob opontode vista microbiologico, embora
outros patogenos devessem ser considerados
num exame de fezes, existem dois grupos que
pela sua importancia merecem ser incluidos nes-
te tipo de diagnostico. Um deles € o dos coliba
cilos do grupo ETEC e outro, dos rotavirus. As:
sim, segundo TRABULSI®, entre as diarréias de
origem bacteriana, as ETEC constituem a 3! cau-
sa mais fregiente de diarréia em criancas ate
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1 ano de idade e a 1¢ causa em criancas de 1.2
anos de idade. No que diz respeito aos rotavirus,
em trabalho recente, realizado em Belo Horizon-
te?!, a incidéncia de rotavirus entre 136 criangas
com idade compreendida entre 0-18 meses va-
riou entre 19,5% a 31,2%, taxas estas crescentes
de acordo com a faixa etaria maior, com um re-
sultado médio de 21,5% . Anteriormente, BAL-
DACCI et al.?2, em Sao Paulo, relataram 35,27%
de positividade para rotavirus.

Nossos achados, em relacao as amostras de
ETEC e rotavirus, nao diferem muito dos encon-
trados por outros autores em relacao a Sao Pau-
lo, Belo Horizonte, Recife, Belém? ¢ 19 15 1618
202123 no que tange a freqiiéncia destes agentes
em casos de diarréia em criancas com até 2 anos
de idade. No que tange as ETEC, contudo, cau-
sou-nos certa surpresa o elevado numero de
amostras produzindo unicamente a enterotoxi
na LT. Alguns pesquisadores tém relatado que
a ocorréncia de amostras LT + em individuos
com diarréia e normais & aproximadamente a
mesma** ¥ o que poderia diminuir eventual-
mente a importancia desta toxina, como fator
de viruléncia, em relacdo a nossos achados.

Com relacao a rotavirus a técnica de PAGE
permitiu um estudo mais pormenorizado dos ti-
pos eletroforéticos mais frequentes. Assim, no
que concerne a regiao de Campinas, todos os
rotavirus detectados foram do grupo A, subgru-
po 2, e, embora com pequena diferenca em rela-
¢ao a outros dois eletroforetipos, o tipo Ib, Ilc.
IITh e IV, foi o0 mais frequente. Ressalta-se que
em trabalho semelhante, realizado por PEREI-
RA et al.?, abrangendo 3 capitais brasileiras, es-
te eletroforetipo e os demais por nés identifica-
dos nao foram relatados. Este fato pode repre-
sentar apenas uma distribuicao mais diversifi-
cada de eletroforetipos?® ou até mesmo uma si-
tuacao peculiar de nossa regiao. A técnica de
PAGE revelou um quinto eletroforetipo, com 13
bandas (Ib* Ilc, IIlc*, IVa), que na realidade era
uma mistura de 2 rotavirus. A semelhanca do rela-
tado por PEREZ et al?', a maior freqiéncia de
rotavirus foi encontrada nos meses de inverno.

O significado das 12 amostras de C. perfrin-
gens enterotoxigénicos, pornésencontradas nas
113 fezes examinadas, nao é facil de ser anali-
sado. Primeiramente, nao foi objetivo do pre-
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sente trabalho verificar a presenca de outras
bactérias enteropatogénicas, tais como, Shige-
lla sp, Salmonella sp, colibacilos do grupo EPEC
e EIEC (enteroinvasora), Campylobacter jejuni,
Bacillus cereus e Yersinia enterocolitica, as
quais poderia se atribuir, em relacao ao C. per-
fringens, um papel mais relevante na etiologia
dos quadros diarréicos estudados®.

Por outro lado, o C. perfringens € conside-
rado um habitante normal do trato intestinal
do homem e animais®, sendo que a intoxicacao
alimentar, quando ocorre na espécie humana,
¢ geralmente do tipo coletivo ou nosocomial,
acometendo varios individuos ao mesmo tempo.

A possibilidade das amostras de C. perfrin-
gens isoladas na presente investigacao, estarem
envolvidas em casos de diarréia esporadicos é,
a0 nosso ver remota, mas nao se pode desprezar,
por exemplo, a observacao de BORRIELO et
al.® sobre casos de diarréia em criancas, causa-
dos por este anaerobio e associados a antibioti-
coterapia.

Embora ametodologia por nés estudada nao
tenha abrangido o estudo de outros agentes en-
teropatogénicos, ja mencionados acima, nossos
achados, principalmente com relacdo as ETEC
e aosrotavirus, justificariam umarecomendacao
aos laboratorios clinicos sobre a inclusao de téc-
nicas simplificadas que permitissem a deteccéao
destes agentes, via de regra excluidos dos exa-
mes de fezes convencionais, mormente no que
concerne a cidades do porte de Campinas ou
menores.
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SUMMARY

Incidence of enterotoxigenic Escherichia coli

(ETEC), rotaviruses and Clostridium perfrin-

gens from cases of diarrhea among children, in
the region of Campinas, SP, Brazil.
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A survey for the detection of enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC), rotavirus and enteroto-
xigenic Clostridium perfringens in diarrheic
stools of children up to 2 years old was carried
out in the region of Campinas. €SP, Brazil. Twen
ty-seven (20.45%) faecal specimens were positive
for ETEC. From these samples 41 strains of
ETEC were isolated from which 40 produced on-
ly thermolabile (LT) enterotoxin, as detected by
a modified radial immune haemolysis test.
Among the 183 faecal specimens examined for
the detection of rotavirus, 29 (15.84% ) were posi-
tive when examined by polyacrilamide gel elec-
trophoresis (PAGE) and immunoenzimatic as-
say (EIA) being 15 (51.7%), derived from stools
collected from winter months.

All strains of rotavirus belonged to group
A and through the PAGE technique, it was ob-
served that the most frequent (9 strains) electro-
phoretype, according to the adopted classifica-
tion, was Ib, IIc, IIIb, IVa. Only 113 fecal speci-
mens were examined for the presence of entero-
toxigenic C. perfringens. For the detection of
enterotoxin in culture supernatants the reverse
passive haemagglutination and intravenous ino-
culation ofmice were used. Twelve(10.61% )ente
rotoxigenic C. perfringens strains were found.
Taking into consideration these findings the au-
thors call the attention of the relative value of
conventional coprocultures for diagnostic pur
poses, pointing out the importante of establi
shing simplified methods which would render
easier, the detection and identification of the
groups of enteropathogenic agents studied in
this research.
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