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RESUMO

O presente estudo descreveu 0s aspectos epideinisidg etiologicos
da diarréia aguda no municipio de Juruti, ParésiBfaoram avaliadas 261 amostras de
fezes (170 diarréicas e 91 controles) de paciestsdidos em Unidades de Saude
Pdblica, no periodo de fevereiro a julho de 200&aPo isolamento de bactérias
enteropatogénicas, utilizou-se meios seletivoscadbres e de enriquecimento. A
caracterizacdo bioquimica foi realizada utilizamdoSistemas API-20E e a sorologia,
através de antisoros polivalentes e monovalentes & deteccédo das categoriade
coli diarreiogénicas foram executados dois ensaios de mdltiplex. A pesquisa de
Campylobacter jejuné Campylobactecoli e Rotavirusfoi executada atraves da técnica
de ELISA, nas amostras de fezes. No exame pakagitol foram utilizados os métodos
diretos (salina/Lugol) e sedimentacdo espontanes. Ib4 amostras positivas (118
diarréicas e 36 controles), 75,4% eram de infecadesms e 24,6% de infec¢cdes mistas.
A maioria dos casos incluiu criancas menores deardds de idade (55,9%), sem
diferenca significante entre os sexos feminino sauio. Os enteropatdégenos mais
frequentes no grupo diarréico forak histolytica/E. dispar(26%), Shigella spp
(15,7%), G. lamblia (13,3%) eE. coli diarreiogénicas (12,8%), coi8higella spp
associada a diarréia agugna=0,0028). Quanto as categorias patogénicds. a®li, a
ETEC (7,2%) foi o tipo mais frequente nos casoslideéia aguda, seguido de EAEC
(5,9%). Os agentes menos frequentes nos casosidigriforam representados [or
jejuni/C. coli (4,7%), Rotavirus(2,8%), SalmonellaPanamaA. hydrophilae A. sobria
(0,5%). Os resultados encontrados fornecem sulssidiportantes para a vigilancia
epidemiolégica e ambiental da doenca diarréicaagual municipio de Juruti.

Palavras chave:Diarréia aguda; Enteropatogenos; Juruti, Para.
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ABSTRACT

The presente study described the epidemiologicdletiological aspects
of acute diarrhea in Juruti, Para, Brazil. A taibR61 fecal samples were investigated
(diarrheagenic, n = 170 and control, n = 91), frpatients attended in Public Health
Units in the period from February to July 2009. $hen were investigated for bacterial,
Rotavirusand parasitic enteropathogens using microsco@meation, immunological
tests (ELISA) and bacterial culture techniques. Twdtiplex PCR were designed for
the detection of all categories of diarrheagdfscherichia coli A total of 154 samples
were positive (diarrheagenic, n = 118 and controk: 36), in which 75,4% were
represented for mono infections and 24,6% for miréections. Most of cases included
children less than 10 years of age (55,9%), whlsignificant difference were found
between female and male. The most common entermypatis in diarrhoeal samples
wereE. histolytica/E. dispaf26%), Shigellaspp (15,7%)Giardia lamblia(13,3%) and
diarrheageni&. coli(12,8%), from whichshigellaspp ¢ = 0,0028) were shown to be
associated to the cases of acute diarrhea. The fneagtent categories d&. coli in
diarrhoeal cases were ETEC (7,2%) and EAEC (5,9%)e less frequent
enteropathogens, in diarrhoeal samples weampylobacter jejuni/coli (4,7%),
Rotavirus (2,8%), SalmonellaPanama,A. hydrophilaand A. sébria (0,5%). These
results are useful for environmental and epidengickl surveillance of acute diarrhea
disease in Juruti.

Key words: Acute diarrhea; Enteropathogens; Juruti, Para.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A DIARREIA AGUDA

A diarréia aguda ainda € uma das mais importariaesas de morbidade
e mortalidade infantil, em especial nos lactentgaéeescolares e ainda permanece
como a segunda causa principal de morte, entragagsamenores de 5 anos de idade,
sendo responsavel pelo maior numero de ébitos Emcas do que a AIDS, malaria e
sarampo juntas (Figura 1) (Motta & Silva, 2002; Rgueset al, 2002; Koselet al,

2003; Tinuadeet al, 2006; Meloet al, 2007; Louliziet al, 2008; OMS, 2009).

1% -

Pneumoni
16.
Diarréia 37‘
[ Causas
,13: Neonatai
Outra

A
Maldrie ‘ 7
a. fiessisid
Injar

Sarampo ias

2

AIDS

Figura 1 — Distribuicdo proporcional das causas especifieagdrtes, entre criancas
menores de 5 anos de idade, no ano de 2004 (Fakis; 2009).

E estimado a ocorréncia de 2,5 bilhdes de emisatk diarréia e cerca de
2 milhdes de mortes anualmente, em criancas mederé&sanos, a maioria residindo

nos paises em desenvolvimento e tendo como fafmedisponentes o abandono
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precoce do aleitamento materno, baixo nivel edanatie mas condi¢cfes higiénico-
sanitarias, em decorréncia da inexisténcia ou peslzade dos servicos de saneamento
(Andradeet al, 1999; OMS, 2002; Podewilst al, 2004; Hieret al, 2007; Paniaguet

al., 2007; Ochoat al, 2008; Fontainet al, 2009).Associada a estes fatores, corrobora
para o problema, o crescimento populacional quemagoria das vezes, ndo €
acompanhado da melhoria das condi¢cdes de vidapldgodo.

A doenca diarréica aguda (DDA), também conhecdmo diarréia,
disenteria e gastroenterite é de curso auto-limjtadm duracdo méaxima de 14 dias. E
caracterizada pela perda excessiva de agua elisbstpielas fezes e/ou vomitos, que se
manifesta clinicamente com aumento do numero deuagées e/ou diminuicdo da
consisténcia das fezes sendo que, a maioria deédéps diarréicos dura de algumas
horas a cinco dias (Gomesal, 2005; Cesario & Neto, 2006; BRASIL, 2009a).

As complicacbes ocorrem devido a desidratacdoo edesequilibrio
hidroeletrolitico, sendo este relacionado, com Uémgia, a assisténcia e tratamento
instituidos de forma inadequada, podendo, includerar a letalidade. Os episédios
diarréicos repetidos podem ocasionar desnutricdoniaa, com retardo do
desenvolvimento ponderal e, até mesmo, da evolitélectual (Facanha & Pinheiro,
2005). Apesar dos importantes avancos alcancadpeerancao e controle das doencas
infecciosas, as doencas diarréicas agudas, aindaweam como um dos principais
problemas de saude publica e um grande desafiotaddades sanitarias em todo o
mundo (BRASIL, 2006b).

A transmissdo ocorre, de forma indireta, atrad@sagua e alimentos

contaminados com fezes, vomitos e/ou urina de pecieu portador e contatos com
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objetos contaminados e pela propagacao de pegsessaa e de animais para pessoas,

por contato direto (BRASIL, 2009a).

1.1.1 Aspectos Epidemiologicos da Diarréia

As doencas diarréicas sao responsaveis por 18#todalidade infantil
no mundo (Fontainest al, 2009). Estimativas globais apontaram um declinio de
aproximadamente, 5 milhdes de mortes por diarrésdel os anos 1980, para uma
estimativa corrente de 1,6 a 2,1 milhdes, mas @dmcaidéncia da doenca (Petri &t.
al., 2008; Oliveira & Latorre, 2010). Aproximadamente2 milhdes de criancas
residentes nos paises em desenvolvimento morrees aet completar os 5 anos de
idade, e 70% dessas mortes sdo devidos aos prabtEnsalde que acomete esta faixa
de idade, incluindo a doenca diarréica aguda (Ngayel, 2006; Petri Jret al, 2008).

Estimativas globais tém mostrado reducfes coridies das taxas de
mortalidade infantil e pré-escolar nos ultimos 2ibsa porém as doencas diarréicas
ainda persistem como um marcante problema de gmpidacional, representando em
muitos paises, a principal causa de morte entaegais de um a quatro anos (Oliveira &
Latorre, 2010). Em 2004, aproximadamente, 1,87 gedhde mortes por diarréia
acometeram menores de 5 anos em todo o mundospondendo a 19%, das 10
milhdes de ocorréncias diarréicas neste grupo pofuial. A Africa e a Asia ainda s&o
0s paises que mais sofrem com a mortalidade ihtantsada pela doenca diarréica. Foi
registrado em 2004, um total de 1,46 milhdes detenqi78%), por conta da diarréia

aguda nesses paises (Piet@l, 2008) (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo da mortalidade por doencas diaaicnos paises em
desenvolvimento, em 5 regides escolhidas pela O\&té: Adaptado de Pintt al,
2008).

Varios estudos tém demonstrado a tendéncia da uiigim das taxas de
mortalidade infantil (Menezest al, 1996; Guimaraest al, 2001; Costat al, 2003).

No Brasil, a queda de mortalidade por diarréia sammu na segunda metade do século
XX. Politicas de saneamento basico implantadas aie, R partir de 1970 tiveram
grande impacto na queda da mortalidade infantincgralmente pela queda da
mortalidade por doencas infecciosas intestinaivé®a & Latorre, 2010).

Outras medidas, como a introducdo da terapia ettdratagao oral,
diminuigdo da desnutri¢cdo infantil e melhorias nesso aos servigos de saude, podem
ser apontadas, como as principais responsaveigipelimio da mortalidade por diarréia
no territorio brasileiro (Oliveira & Latorre, 2010tm 1990 a proporcao de 6bitos por
diarréia em relagdo ao total de Obitos com causfasidas era de 10,8%, em 2002, caiu

para 4,4% (Figura 3).
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Figura 3 — Mapa ilustrando a mortalidade proporcional de meshae 5 anos, por
doencas diarréicas no ano de 2002 (em %), n@®eeebrasileiras (Fonte: Adaptado de

http://www.ipea.gov.br/Destaques/livroradar/05.sapdf).

O percentual de 6bitos, por doenca diarréica ageein declinando
progressivamente em todas as regides brasileiessrdgidoes Norte e Nordeste, mesmo
tendo apresentado grande reducdo, os valores perteranem patamares elevados

(RIPSA, 2008) (Tabela 1).
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Tabela 1 —Mortalidade proporcional por doenca diarréica ageich menores de 5 anos
de idade, Brasil e grandes regides nos anos de 1998, 2000 e 2004.

Brasil 10,8 8,3 4,5 4,0
Norte 19,0 9,2 5,0 4,9

Nordeste 12,6 13,0 6,7 6,2
Sudeste 8,2 54 2,6 1,9

Sul 9,5 5,8 3,2 2,1
Centro-Oeste 9,7 6,8 4,5 3,9

(Fonte: Adaptado do Sistema de Informacédo sobradlidade (SIM)/SVS - Ministério
da Saude, 2008).

De acordo com os dados informados no DATASUSrasiBapresentou
altas taxas de internacdes e Obitos por diarréia reemores de cinco anos,
correspondendo a uma média de 119.489,75 intermagld&/8.25 Obitos durante o
periodo de 2008 2003 (Dias, 2007).

Em torno de 1.800.000 vidas poderiam ser salvass(de 90,0%), uma
vez que a diarréia pode ser prevenida ou trataalga(fha & Pinheiro, 2005). Estudos
longitudinais encontraram uma média de 4 a 6 efusddiarréicos por crianga a cada
ano em areas urbanas pobres do Nordeste brasieimmgspondendo de 20 a 40 dias
com diarréia por ano, dentre criangas de 3 a 2¢sn@rlandiet al, 2006). Um estudo
longitudinal executado de 1990 a 1992 na cidadeBdEm, na regido leste da
Amazobnia, encontrou uma média de 5,9 episodioséiias por crianca/ano (Linhares,
1997).

De acordo com dados da Monitorizacdo das DoeDdgaséicas Agudas
(MDDA), no periodo de 2000 a 2007, foram notificedd.763.546 casos de DDA no

Brasil. Segundo dados do Sistema de Informacé&o altaMlade (SIM), neste mesmo
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periodo, o Brasil teve 39.757 0Obitos por diarréigastroenterite de origem infecciosa
presumivel. A taxa de mortalidade, variou de 0,847& em menores de 1 ano, de 0,06
a 0,12 na faixa etaria de 1 a 4 anos, de 0,016ar@ @aixa etaria de 5 a 9 anos e de 0,87
a 1,07 em maiores de 10 anos. Na regido Nortexseade mortalidade por DDA, nos
anos de 2000 a 2007, variou de 0,24 a 0,43, naaégprdeste de 0,47 a 0,63, na regiao
Sudeste variou de 0,57 a 0,88, na regido Sul deaD(B54 e na regido Centro-Oeste de
0,28 a 0,92 (BRASIL, 2010). A figura 4 apresentaya de mortalidade da DDA, por

100.000 habitantes e por regides brasileiras, tei@periodo de 2000 a 2007.
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Figura 4 — Taxa de mortalidade da DDA no Brasil e Regite$028 2007 (Fonte:
Adaptado do DATASUS/SVS - Ministério da Saude, 2010

A diarréia aguda é classificada como infecci@®#4 dos casos) ou nao
infecciosa (15% dos casos). As infecciosas sacadasspor agentes virais, bacterianos

e parasitarios. Os agentes infecciosos podem, ,as@ilecaracterizados como aqueles
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que causam diarréia inflamatéria ao invadir a maicosiénica e/ou 0s que causam

diarréia secretoria, pela producédo de citotoxihagiyenet al, 2005; BRASIL, 2008a).

1.2 ETIOLOGIA DA DIARREIA AGUDA

Dentre as causas infecciosas da diarréia aguddacdesse: 0s
Rotavirus Shigellaspp,Escherichia colidiarreiogénicasCampylobactejejuni/C. coli,
Salmonella spp, Vibrio cholerag Entamoeba histolytica Giardia lamblia e o
Cryptosporidiumspp (Polis et al, 1986; Gomest al, 1991; Levineet al, 1993;
Fagundes et al., 1995; Toporovskial., 1999; Linhares, 2000; EI-Sheikh & EI-Asspul
2001; Newmaret al, 2001; Podewil®t al, 2004; Natarcet al, 2006; Tinuadet al,

2006; Wongstitwilairoongt al, 2007; Jafaret al., 2008).

1.2.1Rotavirus

O géneroRotavirusfaz parte da famili®eoviridaee é classificado em
sorogrupos e sorotipos. Entre os sete sorogrupoB, (&, D, E, F e G) identificados até
0 momento, o grupo A tem a maior frequéncia no hmragyossui grande importancia
epidemiolégica por causar diarréia severa em amrapaixo de dois anos, e estar
relacionado a surtos em creches, escolas e hespastaet al, 2004; BRASIL,
2006b; Grarcia, 2008).

As infeccdes poRotavirusrepresentam a causa mais comum de diarréia
aguda grave na infancia, tanto nos paises em ddgenento, quanto nos
desenvolvidos (Bishopt al, 1973;Schnacket al, 2003; Costat al, 2004; Olesert
al., 2005; Cauast al, 2006).Globalmente, este virus é responsavel}3® milhdes de

episodios de gastroenterites, 24 milhdes de visites servicos de emergéncia, 2,4
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milhdes de admissdes em hospitais e cerca de 3Pdlitbs a cada ano, em criancas
menores de 5 anos de idade e com mais de 80% dess&s, ocorrendo nos paises
mais pobres do mundo, como o Sul da Asia e a Afchsariana (CDC, 2008;
Dennehy, 2008; Gracia, 2008; Nolatsal, 2008; CDC, 2009; Paln al, 2010).

Estudos recentes indicaram que as infec¢des adasigarRotavirus sao
responsaveis por aproximadamente 39% das hosp@ééz por diarréias na infancia
em todo o mundo, e por 5 a 10% de todos os epsddi@astroenterites, entre criancas
menores de 5 anos de idade, nos Estados UnidosdbBg2008).

As primeiras investigacdes, sobre gastroentenies Rotavirus na
Ameérica Latina remontam a meados da década de pB@Bps anos apos a descoberta
deste enteropatdégeno por Bishetpal (1973).No Brasil, a primeira descricdo ocorreu
em 1976, na cidade de Belém-Para, quando Linheiresd (1977), detectaram as
primeiras particulas de transmissdiaves da microscopia eletronica.

Nas infec¢cbes poRotavirus observa-se um espectro que abrange as
formas assintomaticas, subclinicas e o0 quadro ictasseste dltimo, em geral
caracterizado pelo inicio abrupto com vémitos edelita, sobrevindo a diarréia aguosa
profusa, ndo sanguinolenta e com colicas abdomikaises sintomas, dependendo da
intensidade, culminam com a desidratacdo do tiptdmsca, considerada como o
principal determinante de Obito por esses ageatdss criancas no seu primeiro ano de

vida (Oliveira & Linhares, 1999).

1.2.2 Agentes Parasitarios
Na maioria dos casos, independentemente da rgga@gafica, a diarréia

tem como agentes etioldgicos 0s virus e as bast®&i@entanto, algumas vezes, 0s
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parasitas intestinais principalmente os protozeai@mbém podem causar 0 processo
diarréico, nas areas onde as enteroparasitosesnsi@micasEntamoeba histolytica
Giardia lamblia e Cryptosporidiumspp sdoas espécies de protozoarios intestinais
geralmente associadas com a doenca diarréica (Masigal, 1992;Toporovskiet al.,
1999; Bernakt al, 2000; Pereirat al, 2002;Schnacket al, 2003; Haquet al, 2009).

A viruléncia varia de elevada, como ocorre cor@rgptosporidiumspp, associado a
grandes numeros de infeccBes sintomaticas e adewdermediaria, causada pela
Giardia lambliae Entamoeba histolyticéMotta & Silva, 2002).

No Brasil, as parasitoses intestinais apresentaquéncias elevadas nas
diversas regides do pais, acometendo individuotodigas as faixas etarias e niveis
sociais (Motta & Silva, 2002).

Dentre os protozoarios, Gryptosporidiumspp tem sido associado a
quadros diarréicos, especialmente nos primeiros aeovida (Manginiet al, 1992;
Pereiraet al, 2002). Ocorre em todos os continentes, nos galssenvolvidos, a
prevaléncia estimada é de 1% a 4,5%, nos paiseesemvolvimento, pode atingir até
30%. Os grupos mais atingidos sdo 0s menores @< pessoas que interagem com
animais, viajantes e pessoas que entram em comdto®s com infectados. Ha relatos
de epidemias, a partir de agua potavel contaminbdahos de piscina ou lagoas
contaminadas (Haque, 2007; BRASIL, 2008a). Em Ome (Santa Catarina), o
emprego de testes imunoenzimaticos apont@ryptosporidiumspp, como o0 agente
etiologico mais prevalente em menores de 5 andadade (Schnackt al, 2003).

A criptosporidiaseé responsavel por diarréia esporadica em todas as
idades, diarréia aguda em criancas e diarréia daegantes. Em individuos

imunocompetentes, o quadro diarréico nyptosporidiumspp apresenta duracao
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média de 10 dias. Nos imunodeprimidos, particulatmeos infectados com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana, ocasiona enterite graseaaterizada por diarréia aquosa,
acompanhada de dor abdominal, mal-estar, anorexaaseas, vomitos e febre.
(BRASIL, 2008a).

A Entaboeba histolytic& um dos principais agentes responsaveis pela
mortalidade por doencas parasitarias em todo o muagdresentando um grande
impacto nas pessoas residentes nos paises maisspadbrmundo. A Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) estima que existe aproximaddée, 50 milhdes de pessoas
no mundo sofrendo de infeccéo farhistolyticaa cada ano, resultando de 40-100 mil
mortes anualmente (Haque, 2007).

No México e na india, &. histolyticamostrou associacéo significativa
com a diarréia (Bernat al, 2000). Entretanto, no Brasil este agente, ndon@strado
forte associacdo com a doenca diarréica (Okatadi, 1988;Toporovskiet al, 1999).
Alta prevaléncia dé. histolytica(56,4%) foi detectada por método imunoenzimatico
em menores de 5 anos com diarréia, porém, geranas#ociada a outro patdégeno
(Schnaclet al, 2003).

A maioria das infeccbes causadas pelanistolyticaé assintomatica e
ocorre tanto em adultos, quanto nas criancas. éc@éifo sintomatica pode apresentar-se
de forma aguda com diarréia, acompanhada de damabdl (enterite aguda) ou de
natureza cronica, caracterizada por fezes amokecatan aspecto gorduroso, fadiga,
anorexia, flatuléncia e distensdo abdominal (BRAS008a).

A Giardia lamblia parece ter a menor importancia na patogénese da
diarréia na infancia, apresentando uma baixa p¥aeal, entre as criangas nos paises

desenvolvidos, aproximadamente 2 a 5%, porem dda20 a 30% nas regibes em
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desenvolvimento (Podewilst al, 2004; Haque, 2007). Epidemias podem ocorrer,
principalmente, em instituicbes fechadas que atenda@ancas, sendo 0 grupo etario
mais acometido, situado entre 8 meses e 10 a B2(BRASIL, 2008a).
Assim como acontece col histolytica a maioria das infeccbes pé&a

lamblia também €& assintomatica e ocorre tanto em adujwsnto nas criancas. A
infeccdo sintomatica pode apresentar-se de formdsagom diarréia, acompanhada de
dor abdominal (enterite aguda) ou de natureza cadncaracterizada por fezes
amolecidas, com aspecto gorduroso, fadiga, anqrigxialéncia e distensdo abdominal

(BRASIL, 2008a).

1.2.3 Agentes Bacterianos
1.2.3.1Escherichia colDiarreiogénicas

As Escherichia colisdo classificadas em sorogrupos e sorotipos de
acordo com diferentes combinacdes dos antigenos s@mético - LPS,
lipopolissacarideo da parede celular), K (capsutarH (flagelar). O sistema de
classificacdo soroldgica leva em consideracdo maudtar O:H, em que o antigeno O
identifica os sorogrupos e o antigeno H os sorset{ptolt et al, 1994; Campost al,
2004).

As E. coli diarreiogénicas compreendem pelo menos 5 categorias
principais:E. coli enteropatogénica classica (EPEE),coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroinvasora (EIECE. coli produtora da toxina de Shiga (STECIEecoli
enteroagregativa (EAEC), com base nas caractasstitinicas e epidemioldgicas
distintas, determinantes de viruléncia especifiecgssociacdes com certos sorotipos

(Nataro & Kaper, 1998; Scaletsky al, 2001;Tenget al, 2004; Vidaletal., 2004).
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1.2.3.1.1Escherichia colenteropatogénica classica — EPEC

A EPEC foi a primeira categoria &e coli diarreiogénica identificada, os
primeiros estudos epidemioldgicos relacionando ERB@ diarréia humana foram
publicados na Alemanha nas décadas de 20 e 3(fimaamios de maneira definitiva na
Inglaterra em 1945 (Trabulsi & Ordofiez, 2005).

A EPEC é considerada nos paises em desenvolamantausa mais
importante de diarréia aguda e eventlialréia persistente em criangcas menores de 5
anos de idade, com maior prevaléncia em menor@satms (Albert, 1996; Gomext
al., 1996; Mulleret al, 2006; Hieret al, 2007; Ochoat al, 2008). Foi reportada como
sendo responsavel por surtos de diarréia hospeatabercarios, durante o periodo de
inverno (Smithet al, 1996).

A diarréia causada por EPEC apresenta-se aqumsa, muco e
raramente sangue, com 5-10 evacuacbes/dia, acoagmnfle febre e vomito
(Fagundes-Neto & Scaletsky, 2000; Orlardial, 2001). Os principais sorogrupos
identificados em casos de diarréia sdo: 018, 088, 088, 0111, 0112, 0114, 0119,
0125, 0126, 0127, 0128 ab e O 142 (Levine, 1987).

A EPEC abriga uma ilha de patogenicidade, denadairregido LEE
(Locus of Enterocyte Effacemgnesta regido consiste num grupamento de genes
associados a viruléncia, que codifica os fatorspamsaveis pela lesdo A/Bt{aching
and Effacing aos enterécitos do hospedeiro (Nataro & KapeB8190s principais
fatores de viruléncia das EPEC incluem a fimbriaP BBundle-forming piluk
codificada pelo genbfpA localizado no plasmidio EAFEPEC Adherence Factpra

proteina intimina, codificada pelo gene cromossomatA (E. coli attachment-
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effacement e um aparelho de secrecdo de proteinas tipacdhhecido como Esp
(EPEC secreted proteingKnuttonet al, 1996; Nataro & Kaper, 1998).

A E. coli enteropatogénica é dividida em duas categorias CHR#ca:
apresenta geneaeAe o plasmidio EAF e EPEC atipica: apresenta apzigg@necacA
(Nataro & Kaper, 1998; Arandet al, 2007). EPEC tipica € bem reconhecida como
causa importante de gastroenterite na infanciapptro lado, o papel da EPEC atipica
na diarréia infantil, ainda continua controversorédt muitos estudos tém demonstrado
alguma associacdo significativa entre a EPEC atipamm a diarréia (Dulgeet al,
2003; Afsetet al.,, 2004).

O mecanismo pelo qual a EPEC promove diarréiao@ptexo e
provavelmente resulta dos efeitos de adesao aacépilelial que inclui alteragdes na
estrutura da membrana e no processo de transptettimal (Knuttoret al, 1996). De
acordo com Ochoet al. (2008), o processo enteropatogénico ocorre reRmente em
trés estagios: 1°) aderéncia localizada da badérizlulas do hospedeirz?) sinais de
transducdo que leva a translocacdo da bactériaumiacomplexo sistema de secre¢do de
proteinas tipo Il €°) aderéncia intima da bactéria a célula hosped=am formacéo de

um pedestal.

1.2.3.1.2Escherichia colenterotxiogénica — ETEC

A E. coli enterotoxigénica emergiu no final dos anos 60 @dnde 70,
devido principalmente ao trabalho desenvolvido p&orbach, Sack e outros
pesquisadores em Calcuta (Satlkal, 1971).As cepas de ETEC causam diarréia com
maior incidéncia em criancas na faixa etaria de82anos de idade (Leviret al, 1993;

Albert et al, 1995). Esta bactéria € responsavel por doiésagpisodios diarréicos em
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criancas nos 2 primeiros anos de vida, represeotarais de 25% de todas as doencas
diarréicas e conta com aproximadamente 200 mildée=pisodios diarréicos e 170 mil
mortes a cada ano, além de ser o principal agenteador de diarréia nos viajantes,
afetando individuos dos paises desenvolvidos qjamipara as regidoes mais pobres do
mundo (Black, 1990; Hieat al, 2007; Grimegt al, 2008; OMS, 2010).

A vigilancia hospitalar tem mostrado a ocorréncia uma larga
propor¢céo dos casos de diarréia por ETEC, nosioadg acima de 10 anos de idade
(OMS, 2010). A tendéncia de ETEC causar diarréim c®sidratacdo nas criancas
menores de 5 anos € baixa (aproximadamente 5% piesd®s), quando comparada
com Rotavirus(aproximadamente 36% dos episodios). Entretantatooda incidéncia
da diarréia por ETEC acometendo as criancas sesideyavelmente maior que a
causada poRotavirus o numero absoluto dos episédios diarréicos cosdoEacao
causada por ETEC é cerca de 70%, comparando-seosoepisodios poRotavirus
(OMS, 2010).

A ETEC causa diarréia aquosa profusa, acompankadazaimbras
abdominais leves, raros casos de vomitos e febrdiaméia geralmente é leve e
autolimitada, mas em alguns casos, pode ser gfngeles, 2002). O mecanismo pelo
qual a ETEC promove diarréia € bem conhecido: ade&xéna mucosa intestinal e
elaboracdo de enterotoxinas. A aderéncia a muausstinal esta relacionada as
adesinas conhecidas cofaii tipo 1 e CFA | e Il (Fatores de colonizacédo). &t da
colonizacéo inicia-se a elaboracédo de enterotoxissepas de ETEC produzem dois
tipos de enterotoxinas: toxinas termolabeis LTe-UT - II (heat-labile toxin e toxinas
termoestaveis STa e SThhe@at-stable toxin)(Yamamoto & Echeverria, 1996;

Ugrinovich et al., 2002).
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1.2.3.1.3Escherichia colenteroinvasora — EIEC

DuPont et al.(1971) descreveram certas amostras e coli que
causavam doenca diarréica invasiva ou disentesavoluntarios. Estas amostras, de
sorotipos distintos de EPEC e ETEC eram extremamsetnelhantes &higella
(Levine, 1987). Hoje ha evidéncias de que EIEGhigella spp estdo relacionadas
genética e bioquimicamente, tendo como fatoresirdéencia, as proteinas de invasao
Ipa, Ics e IpgC contidas no plasmidio denominade pAngeles, 2002).

As EIEC produzem uma doenca semelhante a shiggetendo mais
comumente descrita em surtos do que em casos depwgGordilloet al, 1992;
Gibotti et al, 2004). Criancas de baixa renda nos paises eenw@gimento sdo as
mais afetadas (Levinet al, 1993), causando uma diarréia aguda aquosa quedw a
disenteria bacilar (fezes contendo muco, sangueueodtitos), acompanhada de dor
abdominal, vdmito, tenesmo e febre (Taydbal, 1988; Orlandet al, 2001).

Os mecanismos patogénicos incluem a capacidadenwir os
enterdcitos do colon e proliferar-se no interioss#s células, resultando em um
processo inflamatorio, morte celular e propagagia pélulas vizinhas (Levirgt al.,

1993; Nataro & Kaper, 1998).

1.2.3.1.4Escherichia colprodutora da toxina de Shiga — STEC

Em 1982, um surto de colite hemorragica, ocorride Estados Unidos,
chamou a atencdo para uma sindrome clinica incodeidoenca diarréica e para um
novo patdégeno bacteriano entérico. O agente etaGgp tratava d&. coli O157:H7,
um sorotipo até entdo nao reconhecido, como causaddoenca diarréica em humanos

(Riley et al, 1983).
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A E. coli enterohemorragica — EHEC ou STEC é consideradaasn d
patdgenos emergentes mais importantes, envolvidaasws esporadicos e em surtos
diarréicos de origem alimentar (Levine, 1987). AEET causa diarréia aquosa,
sanguinolenta com desenvolvimento da colite hergmaae Sindrome Hemolitica
Urémica (SHU), principalmente nos Estados Unidasnada, Reino Unido e Japéo,
(Holfinger et al, 1998; Morabitcet al, 1998; Guttet al, 2003; Vazet al, 2003; Irino
et al, 2004). Por outro lado, as infeccbes causadaas pminostras de STEC néo
0157:H7 tém sido cada vez mais reportadas em mp#dses, principalmente nos
menos desenvolvidos (Iriret al, 2004).

Diferentes quadros clinicos sdo observados n@ecies por STEC:
quadros de diarréia, cujo periodo de incubacdo & ae! dias e perduram por 5 a 10
dias, sdo acompanhados por caimbras e dores alalsniebre baixa e vomito em 30 a
50% dos casos. O quadro da Sindrome Hemolitica idaém caracterizado por
manifestacbes de insuficiéncia renal aguda, tromdymnia e anemia hemolitica
microangiopatica (Lopezt al, 2000). Segundo Rivast al (2008), a taxa de
mortalidade entre criangcas com SHU é de 5%.

A Argentina apresentou altas taxas de SHU, 10g1%2,2% dos
caso0s/100,000 criancas menores de 5 anos de ielad2001 e 2002 respectivamente.
Neste pais, a SHU é responsavel por 20% dos teariepl renais entre criancas e
adolescentes (Riva al., 2008).

A STEC tem sido isolada de espécimes fecais déosnanimais,
incluindo ruminantes (gado, carneiro e bufalos)de numinantes (cavalo, cachorro,

coelho e porcos) (Rivast al, 2008). A maioria dos casos e dos surtos caugamos
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STEC tem sido atribuida, ao consumo de carne b&sdna (Stephan & Schumacher,
2001; Irinoet al, 2004).

As manifestacfes diarréicas promovidas por STaCasribuidas a duas
enterotoxinas, denominadas SLT-I e SLTAIbxina Shiga LiKe também conhecidas
como Verotoxinas (VT-1 e VT-2) e toxina de Shig&{b e Stx-2). Outros fatores de
viruléncia foram identificados em amostras de STE&no, enterotoxina EAST
codificada pelo gene cromossoraat proteinas codificadas pela ilha de patogenicidade
LEE (Locus of enterocite effacemgm uma enterohemolisina produzida pela maioria
das EHEC isoladas de casos de colite hemorragtebileé (Levine, 1987; Nataro &

Kaper, 1998).

1.2.3.1.5Escherichia colenteroagregativa — EAEC

A E. coli enteroagregativa foi descrita por pesquisadoresl@®7, ao
examinarem amostras de. coli isoladas em um estudo epidemioldgico sobre a
etiologia da diarréia no Chile, identificaram amastque apresentavam um padrao
exclusivo de aderéncia, semelhante a empilhadagoties que foi chamado aderéncia
agregativa — AA (Nataret al, 1987). O padrao AA permite que se diferergiecoli
enteroagregativa de duas outras categorias digémicas dd=scherichia coli EPEC e
difusamente aderente, as quais apresentam ader@ocaizada e difusa,
respectivamente (Elias Jr. & Gomes, 2005).

A EAEC é cada vez mais reconhecida como um patgmntérico
emergente, além de ser responsavel pela diarréssteate e causar ma nutricdo em
criancas e pessoas infectadas com o HIV (Heingl, 2006). E também a segunda

causa mais comum de diarréia nos viajantes (ETBR(emeira). Um estudo recente
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mostrou que a EAEC foi o Unico enteropatdgeno iflemdio em 19% dos visitantes de
Goa, India, em 26% dos visitantes da Jamaica, 83%h dos estudantes durante um
curto periodo de tempo em Guadalajara, México (guaral, 2006; 2007).

As EAEC sado cada vez reportadas como agente duda diarréia
aguda em criancas e adultos, tanto em paises adgeing quanto em desenvolvimento
(Hien et al, 2007; Weintraub, 2007). Esta bactéria causaélaguda em média de
15%, nas criancas que moram nos paises em desemmolo e 4%, nas vivem nos
paises desenvolvidos (Huargg,al, 2006). Alguns surtos de gastroenterites por EAEC
foram relatados no Japéo, envolvendo criancas adeiéscolar e na luguslavia entre
recém-nascidos de 2-11 dias de idade, internadosrgdades neonatais (Itadt al,
1997).

A doenca tipica causada por EAEC é caracteripamtauma diarréia
secretora, mucoide e aguosa e em alguns caso®mRargguco ou nenhum sintoma
como vomito e febre baixa (Weintraub, 2007). Orfa® viruléncia mais estudado € o
aggR o regulador principal da viruléncia de EAEC, alqoontrola a expressédo dos
fatores de aderéncia, da proteina dispersina,uendeonjunto de genes codificados pelo
cromossomo de EAEC (Hunet al, 2006). O padrdao AA nas amostras e coli
enteroagregativa requer estruturas fimbriais, demadas fatores de aderéncia
agregativa (AAF), os quais apresentam trés subdeglastruturais que séo codificadas
por plasmidioaggA (AAF/ 1), aafA (AAF/ 1) e agg-3 (AAF/ 1ll) (Hung et al., 2006).

O mecanismo de patogenicidade da EAEC envolve dstagios: (1)
aderéncia a mucosa intestinal através dos AAFpK@lucdo de muco pela bactéria,

formando um biofilme na superficie dos enterécities células hospedeiras; e (3)
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liberacdo de toxinas, obtencdo da resposta inflamaattoxicidade da mucosa e

secrecao intestinal (Hureg al, 2006).

1.2.3.2 Géner&higella

A importancia do géner8higellacomo agente etioldégico da diarréia
depende da localizacdo geogréfica e da condicdaenao hospedeiro (Hieat al,
2007). A Shigellatem alta incidéncia em criancas menores de 5 aadslatle, e é
responsavel por 10% de todos os episédios diagéieste grupo etario (Podewds
al., 2004; Hieret al, 2007). Globalmente, causa cerca de 90 milhdemsigoenterites
e 108, 000 mortes a cada ano, com 60% dessas nmaoteszndo em criangas menores
de 5 anos de idade, principalmente nas que resiuEsnregides mais pobres do
continente (OMS, 2010).

No Brasil, a prevaléncia dghigellaé de 8% a 10% em menores de 1 ano
e de 15% a 18% em maiores de 2 anos. Os indicgsedaléncia nos adultos séo
semelhantes aos encontrados em criangcas com maiares (BRASIL, 2008a).

O géneroShigella é constituido de quatro espécies. dysenteriae
(sorogrupo A; 13 sorotipos§. flexneri(grupo B; 6 sorotipos)S. boydii(grupo C; 18
sorotipos) eS. sonnei- grupo D; 1 sorotipo (Campos, 2005&higella infecta
principalmente o homem e, excepcionalmente, oupwsiatas como macacos e
chimpanzés, causando shigelose ou disenteria béCdanpos, 2005a).

A shigelose é ummfeccdo bacteriana de expressao clinica pleomgrfica
que pode se manifestar através de formas assintasiéau subclinicas e formas graves
e toxicas. Nas formas graves, a shigelose € umacdaeguda toxémica, caracterizada

por febre e diarréia aquosa, que pode ser voluneosam dor abdominal. A dor



32

abdominal tem caracteristica de cdlica difusa, lgemate precedendo a diarréia, que
constitui o sintoma mais frequente, presente ewacde 90% dos casos. Depois de 1 a
3 dias, as fezes tornam-se mucossanguinolentabr@adiminui e aumenta o niumero de
evacuacoOes, geralmente de pequeno volume e fregueom urgéncia fecal e tenesmo
(colite exsudativa). Aléem da febre alta, outras iflestacdes podem estar presentes, tais
como: anorexia, nauseas, vomitos, cefaléia, cafafestados toxémicos, convulsdes e
sinais meningiticos. Ao exame fisico, pode-se ofasehipetermia, desidratacao,
hipotensado, dor a palpacdo abdominal e ruidos dddens exacerbados. Nas formas
leves ou moderadas, a shigelose pode se manifgstaas por diarréia aquosa, sem
aparecimento de fezes disentéricas (BRASIL, 2008a).

Shigella sonneié o agente mais importante da shigellose em paises
desenvolvidos, contando com 77% dos casos (congasa com 15% nos paises em
desenvolvimento)Shigella flexnerié endémica nos paises em desenvolvimento (60%),
além de ser o tipo mais freqiente em todo o muKadddff et al, 1999; OMS, 2010).

Os outros dois sorogrupos compreendem menos deds%sdlados na maioria dos
estudos realizados, mas é digna de not&. alysenteriaepois este sorogrupo €
responsavel pela doenca mais severa (Podetals 2004).

A S. dysenteriadipo 1, produz a toxina de Shiga semelhante a middu
por STEC, e tem sido responsavel por epidemiasateéth sanguinolenta, associadas
em aproximadamente 10% dos casos de Obitos na ABiaa, e América Central
(Kotloff et al, 1999; Podewilgt al, 2004).

No Brasil, aShigellaé considerada o segundo enteropatégeno bacteriano
isolado nos casos de diarréia aguda em crianchgldssrealizados em Sao Paulo e Rio

de Janeiro demonstraram o percentual de 12% e debtdolados d&higellaspp em
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amostras de criancas com diarréia aguda (Andeddal, 1999; Fagundes-Neto &

Scarletsky, 2000), sendo & flexnerie S. sonneias espécies mais frequentemente
isoladas (Orlandét al, 200]).

O mecanismo de patogenicidade consiste basicamantelonizacédo do
colon e porcédo terminal do ileo, aderéncia as a&glW localizadas nos foliculos
linfaticos e invasdo das células epiteliais da meacpelo processo de fagocitose. A
habilidade invasiva € devido a varios fatores del&ncia como as proteinas IpaA,
IpaB, IpaC, IpgD e VirA. Apés alguns minutos, Shigella lisa a membrana dos
vacuolos fagocitarios e escapa para o citoplasmmayopando intensa resposta
inflamatoria que resulta na infiltracdo de leuadxifpoli e mononucleares, edema,
ulceracdo e morte das células da mucosa intestisdlactérias se disseminam para as
células vizinhas determinando danos de extensas @& mucosa. A patogenicidade
também é devido as varias toxinas entéricas, cotogima de Shiga (Stx), produzida
pelaS. dysenteriaéipo 1 e as toxinas ShET 1 e 2 produzidas pelaa®@spécies de

Shigella(Sansonettet al, 1987; Fasanet al, 1995; OMS, 2010).

1.2.3.3 Géner&almonella

O géneroSalmonellaé dividido em duas espéci€salmonella enterica
constituida de seis subespécieSatmonella bongoyiobdecendo a seguinte forma de
citacdo:Salmonella entericaubespécie enterica sorovar Typhimurium, ou, Sipéege,
SalmonellaTyphimurium, com o nome do género em italico e osdoovar em tipo
romano (Le Minor & Popoff, 1987; Reevesal, 1989). Na rotina, utiliza-se o esquema

de Kauffmann-White na caracterizacdo antigénicé&adkenonella determinando-se as
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fracbes dos antigenos somaticos (O) de naturezaspcdridica, e as estruturas
flagelares (H), que sé@o de natureza protéica (Fe@@eCampos, 2008).

Sao reconhecidos atualmente 2.541 sorovaresredest quais 2.519
pertencem a espéct entericae sao considerados como potencialmente patogenico
tanto para o homem como para animais ou para ar@aspos, 2004). As
Salmonellaspp sédo importantes causas de gastroenteriteasagudcriancas e adultos,
tanto em paises em desenvolvimento, como desedeslviGermaniet al, 1994;
Fernandest al, 1997).

A salmonelose constitui-se em uma zoonose de imp@rproblema de
saude publica. As formas clinicas sdo represenfaalagastroenterites aguda, a mais
comum e febres entéricas (febre tifoide e para@&@p{Grimont et al, 2000; Caetanet
al., 2004). O habitat das espéciesSadmonellase limita ao trato intestinal de humanos
e de uma variedade de animais. Dentre os sorowmesalmonellaadaptados ao
homem, destaca-se Salmonellaenterica sorotipo Typhi, agente da febre tiféide,
doenca infecciosa aguda e sistémicaaémonellaParatyphi A, B, e C, enquanto que
outros sorovaresS Pullorum,S. Gallinarum,S Abortusovis eS. Choleraesuis estao
mais adaptados aos animais domeésticos e silvegtregtuam como fontes de infeccéo,
podendo se propagar a espécie humana (Lins, 197Q; Loureiro, 1985; Humphrey,
2000).

No Brasil, pouco se conhece sobre a probleméticgalmonelose. Hofer
(1974) identificouSalmonellanas fezes de criancas e adultos no Rio de Jadeirante
10 anos e encontrou 33 sorovares diferentes, s8ndigphimurium, S. Newport, S.
Anatum eS Thompson, os mais frequentes. Em S&o Paulo, Caktdd (1984)

identificaram 124 sorotipos d&almonellade origem humana e ndo humana, no periodo



35

de 1977-1982, com destaque para um aumento acentieskl Agona. Em um estudo
realizado no Recife, Pernambuco, durante o tri@rfd@8-1980, Lealet al (1987)
analisaram 1728@almonellaspp isoladas de 13.196 coproculturas de paciedigfos

e criancas portadoras de problemas entéricos éfidaram S. Typhimurium (43,2%),
S.Saintpaul (13,9%)$.Poona (11,7%) e S. Derby (1,4%) como as mais értgs. Em
Salvador, Bahia, Santos et al. (2005) identificaidatmonellaspp como o segundo
mais importante agente bacteriano, em quadrosate2di aguda entre criancas abaixo
de 15 anos de idade, depoisStagellaspp.

As gastroenterirites sdo ocasionadas por quases msSalmonellaspp.
Atualmente as epidemias continuam acontecendo narienaas vezes associada ao
sorovar SalmonellaEnteritidis sendo as carnes, leite e ovos de lyalivs principais
veiculos de contaminacao envolvidos (Badrinathal, 2004; CDC, 2004; Braden,
2006; Zhenget al, 2007).Nos Estados Unidos ha uma estimativa de que ocdtrdm
milhdes de casos de salmonelose a cada ano, semgong atualidade, os surtos
epidémicos, em sua maioria, estdo associados avas@ Enteritidis (Crumpet al,
2004).

Alguns estudos confirmaram a ampla distribuic@& Salmonellaem
varios tipos de alimentos de origem animal comoe#@ovina moida, quibe cru, carnes
de equinos, e asininos para exportacdo, viscerasid®is,frutos do mar, farinhas de
origem animal para preparo de racdo e vegetaizdGakt al, 1984; Pelavo &
Saridakis, 1988; Hofeet al, 2000; Takayanaguwt al, 2001) . Esses dados mostram a
importancia desses meios de transmissdo na ma#Aotahg salmonelose em uma

populacao.
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No Brasil, as epidemias de enfermidades trandasitipor alimentos
causadas poB. Enteritidis tem sido registradas em Curitiba (Met al, 1983),Sao
Paulo (Araujecet al, 1995;Kaku et al, 1995;Peresiet al, 1998) Brasilia (Carmeet al,
1996), BlumenaySantos & Kupek, 2000 Rio Grande do SyCostaluanga & Tondo,
2002). No estado de Sao Paulo, foram estudadod 8&s#ns d&almonellade origem
humana, no periodo de 1996 a 2003, e identificaam®8 sorovares, com destaque para
S Enteritidis (Fernande=t al,, 2006).

A febre tiféide apresenta distribuicdo mundiakariada a baixos niveis
socioecondmicos, principalmente em situacdes deapes condicdes de saneamento,
higiene pessoal e ambiental. Estimativas no anp0@€ tém sugerido a ocorréncia de
21,5 milhdes de infeccdes e 200.000 mortes poeféahdide a cada ano, em todo o
mundo (Mweu & English, 2009). No Brasil, a febri@itie ocorre sob forma endémica,
com superposicdo de epidemias, especialmente gasgeseNorte e Nordeste, e esta
associada a baixos niveis socioeconémicos e darsa@mo basico (BRASIL, 2005a).

Estudos realizados no estado do Para, no perdedd975 a 1986,
apontaram a importancia da febre tiféide na Refiade, onde identificaram-se 59
sorovares deésalmonellade infeccdo humana, com destaque ardyphi (14,6%),
seguido deS. Typhimurium (9,6%),S Give, (9,0%),S. Agona (7,4%) €S Newport
(6,2%) (Loureiro, 1990). Na Amazonia, o estado deaRem registrado a maioria dos
casos de febre tiféide. Foram identificados 443 sate febre tifdide, no periodo de
1987 a 2004, oriundos de diversos municipios dadestio Pard, incluindo a ocorréncia
de epidemias em Maraba, Obidos, Abaetetuba, Mdjmogiro do Ajuru e Anajas

(Ramos, 2005).
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No estudo sobre a investigacdo dos sorovareéatieonellaenvolvidos
nas infec¢cdes humanas da regido Amazonica, nodoedi® 1991 a 2008, Loureiro et al.
(2010) estudaram 890 isolados®Emonellade individuos sintomaticos residentes em
diferentes municipios do estado do Para, com destaara Belém (65,5%), Abaetetuba
(5,7%), Ananindeua (4,9%) e Anajas (2,9%), os quajgresentaram 79% (704
amostras) do total de amostras analisadas. E destrgorovares mais frequentes,
destacaram-s& Typhi (492),S. Enteritidis (45) €. Panama (18).

De modo geral, a patogenicidade 8almonella esta associada a
diferentes fatores ligados ao hospedeiro e a bactér seja, varia com o sorotipo, idade
e condicbes de saude. A febre tifoide acomete sixemente o homem e causa febre,
mal estar geral, anorexia, cefaléia, obstipacaesimal ou diarréia e tosse seca

(Trabulsiet al, 2002).

1.2.3.4 Espéci¥ibrio cholerae

Muitas espécies de vibrios podem causar diarréas destaca-se V.
choleraecomo a espécie mais importante responsavel poemjmad (Lahiriet al,
1982). Os sorogrupo¥. choleraeO1, biotipo classico ou El Tor (sorotipos Inaba,
Ogawa ou Hikogima) e 0139, também conhecido comag8le sdo os agentes
etiologicos da colera epidémica e pandémica. Unemgh infecciosa intestinal aguda,
cujas manifestacdes clinicas variam, desde formagsarentes passando por quadros
caracterizados por diarréia, vomitos e dor abdoinaté casos graves, que cursam com
cadimbras, inimeras dejecdes diarias com fezes agjuadundantes e incoerciveis,

desidratacdo e choque (Campos, 2005b).



38

O Vibrio choleraefoi identificado por Koch em 1896. Um total de sete
pandemias de colera foi observado nos ultimos 508.2A OMS estima, entre 1970 e
2000, um total de 4.400.000 casos de colera nadifis com aproximadamente 200.000
Obitos e taxa de letalidade de 4,5% (BRASIL, 200@% vibrios encontram-se
naturalmente distribuidos em ambientes aquaticaghwes, estuarinos e de agua doce
(Colacoet al, 1998; Barbieret al, 1999; Hervio-Heatlet al, 2002). Sdo encontrados,
com frequéncia, na superficie e cavidade intestieahnimais marinhos (crustaceos,
moluscos e peixes) que funcionam como potenciaite$ode infeccdo para o homem
(Levine & Griffin, 1993; Biffoneet al,, 2000).

A sétima pandemia de célera, iniciada em 1961rgime&la Indonésia,
espalhando-se para outros paises da Asia e dot®©méédio. Foi causada peld.
choleraeEl Tor e chegou ao Brasil em 1991, pela frontdmaAmazonas com o Peru,
expandindo-se, de forma epidémica, para as redimte e Nordeste e fazendo
incursdes ocasionais nas demais regiBEASIL, 2008h.

A partir de 1995 a doenca tornou-se endémica, 66fb dos casos
concentrados na regidao Nordeste. Em 2001, foramstragos sete casos procedentes
dos estados do Ceard, Alagoas, Sergipe e Pernambuiterrupcao da ocorréncia dos
casos a partir de 2002, certamente, decorre desvéatores, destacando-se aqueles
relacionados aos individuos, como o esgotamentsudeetiveis e fatores ligados ao
agente etiolégico e ao meio ambiente, hipOtese ppae ser reforcada pela mesma
tendéncia de reducao ocorrida a partir de 1995peimos paises das Ameéricas e em
outros continente@BRASIL, 2008b).

Em fevereiro de 2003, em continuidade a pesglasaamostras de agua

de lastro, realizada pela Agéncia Nacional de ¥igila Sanitaria - ANVISA foi
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verificada a presenca de duas cepas patogénicads dboleraeO1 toxigénico, em
amostras coletadas em navios, nos portos de BefénePRecife-PE. Foram
intensificadas as acdes nesses municipios, conogi@adie medidas emergenciais em
um trabalho integrado das equipes das esferasnahcastadual e municipal das areas
de vigilancia epidemioldgica, ambiental, sanitanertos, aeroportos, fronteiras e
laboratorios de saude publica. Em 2004, foram owoifilos 21 casos da doenca, sendo
18 pelo critério laboratoriaM, choleragD1 Ogawa toxigénico) e 3 pelo critério clinico-
epidemiolégico, todos procedentes do municipio de Bento do Una, localizado na
zona agreste do estado de Pernambuco, caracteripargtrudescimento da doenca no
pais. Em 2005, foram confirmados 5 casos: 4 no e¢ipinide S&o Bento ddnae 1 em
Recife (BRASIL, 2008b).

Em 2006, um total de 236,896 casos de céleranfaratificados pela
OMS em 52 paises, sendo que, 46 paises da Afgpanderam por 202,407 casos com
5.259 mortes (OMS, 2010). Relatos recentes, estimanorte de 120,00 pessoas por
cOlera a cada ano, e um total de 3 a 5 milhdesadescnovos de colera em todo o
mundo (OMS, 2010).

O registro de casos € maior nos periodos mais skEra@so, quando o
volume baixo da agua nos reservatorios e mananaiajgrciona a concentracao de
vibribes. Em algumas areas, as condi¢cdes socioptoa® e ambientais favorecem a
instalacdo e rapida disseminacdo Wdrio cholerae Assim, a deficiéncia do
abastecimento de agua tratada, destino inadequado ddjetos, alta densidade
populacional e caréncias de habitacdo, higienmealiacdo e educacdo favorecem a

ocorréncia da doenca. Nas areas epidémicas, o @gtipm mais atingido sdo os
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maiores de 15 anos, sendo que nas areas endéanfaas mais jovem que a anterior €
a mais acometida (BRASIL, 2005b).

O V. choleraeO1 produz toxina colérica (CT), que € a enteraiaxi
responsavel pela diarréia profusa. De modo gerapatbgénese da colera esta
intimamente associada a producdo e acdo destaatspire as células epiteliais do
intestino delgado. Os bacilos penetram no organibomano por via oral e, apos
ultrapassarem a barreira gastrica colonizam otinteslelgado produzindo a toxina

colérica, seu principal fator de viruléncia (OM810).

1.2.3.5 Géner@€ampylobacter

Campylobacterspp sdo frequentes causas de infeccbes entéricas em
humanos. Esses organismos foram reconhecidos cataggmo humano pela primeira
vez, em 1970 e desde entdo, a importancia destesnsdumentado, e atualmente é um
dos agentes bacterianos mais frequentemente ads®ciam os casos de gatroenterites
(Mshanaet al, 2009). A prevaléncia déampylobacteispp nos paises desenvolvidos
alcanca 1-13% nas criancas com diarréia aguda% érire as criancas sem diarréia,
enguanto, nos paises em desenvolvimento é da atdeés¥35% (Mshanat al, 2009),
podendo ser responsavel aproximadamente de 5 gp&l9 episodios de diarréia em
todo o mundo (Wangt al, 2007).

Estudos realizados em comunidades nos paisegsnublvimento tém
estimado a incidéncia déampylobacterspp na ordem de 40.000 a 60.000/100.000
criancas menores de 5 anos de idade (Mshaah, 2009). Atualmente esta bactéria é
considerada, um potencial agente bacteriano etcadde gastroenterites, tantos em

criancas quanto em adultos jovens (Podeeilsl, 2004; Mshanat al, 2009). Nos
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paises desenvolvidosCampylobacterspp juntamente com &almonella séo os
organismos mais comuns, nos casos de diarréiariametede origem alimentar,
incluindo criancas menores de 1 ano de idade (etlal, 2008; OMS, 2010). Estudos
prévios tém mostrado que as infeccdes @ampylobacterspp sdo frequentemente
adquiridas por meio dos alimentos contaminadosntieira processamento de abate dos
animais, leite ndo pasteurizado e alimentos comiatiois pela agua de esgoto (Gaday
al., 2008; OMS, 2010).

As campylobactérias sado consideradas bactér@soroas. Atualmente
sdo reconhecidas 17 espécies, as quais reconhemem reservatorio natural a
mamiferos e aves, tanto domésticos como de vida (iWernandez, 2005). Para o
homem, as espéci€dampylobacter jejune Campylobactercoli séo consideradas os
agentes mais importantes de diarréia em adultosriancas, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (Popovicd)ri089; Fernandez, 1992).
Campylobacter jejuniem distribuicdo mundial, sendo responsavel porm0Bdes de
casos de diarréia em todo o mundo, sendo 1,5 msilkdenos Estados Unidos (OMS,
2010).

No Brasil, o0 géner€ampylobactese revela como importante causa de
diarréia aguda em criancas menores de 3 anos, segtus frequentes em outras faixas
etarias. Em um estudo realizado em Ribeiréo Pre&&®,nos anos de 1994 a 1997, os
autores avaliaram amostras de 1.836 criancas neder&0 anos, com gastrorenterite
aguda e observaram que este género foi o tercaiyo genteropatogénico bacteriano
mais comumente isolado (5,4%), Medeiedsl (2001). Outro estudo realizado no Rio

de Janeiro, com 406 criancas com diarréia menae3 anos, revelou a presenca de
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Campylobacteispp nas amostras, sendo mais frequente na faika d&6-11 meses
(Mangiaet al,, 1993).

As infec¢des entéricas pOr jejunie C. coli podem resultar em processo
inflamatorio caracterizado por diarréia com fezasgsiinolentas, dor abdominal aguda,
acompanhada de febre e mal estar, evoluindo male &m diarréia aquosa; ou em
processo nao inflamatério, ocasionando apenasttiagiguosa sem sangue e muco. As
observacdes a partir das manifestacdes clinicéscciies experimentais e estudos
epidemioldgicos sugerem que a expressao da patideie das espécies Gejejunie
C. coli resulte da combinacdo de diferentes fatores ddéwikia envolvidos nos
processos de adeséo, invasdo, producéo de togitmexinas, e mais recentemente de

enterotoxinagKetley, 1997 ench, 1997Wanget al, 2007).

1.2.3.6 Génerderomonas

As Aeromonas sppsao bactérias distribuidas universalmente em
ambientes aquaticos (Konemahal, 2008), tendo sido isoladas de peixes de origem
marinha e fluvial, crustaceos, moluscos, hortaligagias do mar, rios, lagos, pocos e
inclusive agua clorada de abastecimento publicov@eaet al, 1995; Ghenghesht
al., 2001). Em humanogieromonas spjoi reconhecida como patégeno emergente e
oportunista de imunocomprometidos (Parvegéral, 1995; Ghengheskt al, 2001).
Além disso, as espécies Aderomonagém sido implicadas como agentes causadores de
diarréia em criancas e adultos. Varios estudosarael®m que a ingestdo de agua nao
tratada € a maneira mais provavel, de adquirirsestganismos (Ghenghest al,

2001).
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Pelo menos, 13 espécies estdo incluidas no g&seomonashoje em
dia, sendo trés espécieA: hydrophila A. caviae e A. sobria as mais comumente
associadas com a doenca em humanos (Kroveicak, 1994; Konemanet al, 2008;
Ghengheshet al, 2001). A distribuicdo das espécies varia conrea geografica,
apresentando picos de incidéncia no verdo, predgomdm aA. hydrophila A.veronii
(variedade sobria) na Australia, na Tailandia eBmnasil, enquanto na Europa e nos
EUA ocorre maior isolamento de cavieagGhengheslet al, 2001; Franzolin, 2005).

No Brasil, um estudo realizado durante 1995 a6160m criancas
menores de 5 anos com diarréia, na cidade de @e@D, demonstrou que 21,9%
(20/91) das amostras avaliadas foram positivas @ay@gnerocAeromonagNojimoto et
al., 1997). A patogenicidade d#sromonase devido a producéo de varios produtos
extracelulares biologicamente ativos, tais commdiisinas, citotoxinas, enterotoxinas,
proteases, leucocidina, fosfolipases e endoto@nagh & Sanyal, 1992; Merinet al.,
1995; Chopra & Houston, 1999).

As manifestacdes intestinais mais comumente vadas sao diarréia
aquosa por mais de duas semanas com 2-10 evacymgdes, acompanhada de dor

abdominal/célica, nauseas/vomitos e febre (Kuigieal, 1989).

1.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL
1.3.1 Diagnéstico Viral

Desde a descoberta ddRotavirus que se tém multiplicado os
procedimentos de diagndstico laboratorial fundaadd na deteccéo de particulas ou
antigenos virais, bem como do seu material genéti@omicroscopio eletronico

representou o recurso diagnostico pioneiro, suckEea o0 desenvolvimento de
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métodos diversos, como: a imunofluorescéncia emstsaib celular; técnica
imunoenzimatica (ELISA); aglutinacdo de particidadatex (APL) sensibilizadas com
anticorpos; eletroforese do acido nucléico em g@elpdliacrilamida; hibridizacdo de
sondas radioativas ou biotiniladas com o acidonuiotéico (RNA) viral; isolamento
viral em linhagens celulares suscetiveis; e maisntemente, a Reacdo em Cadeia da

Polimerase precedida de transcricéo reversa (@digeLinhares, 1999).

1.3.2 Diagnéstico Parasitolégico

O diagnostico parasitologico € realizado atrastésmétodo direto a
fresco dos espécimes fecais e de sedimentacdot&sparem agua: método de Lutz,
Hoffmam, Pons e Janer e pelas técnicas sorologieatSA, imunofluorescéncia
indireta, hemaglutinacdo indireta, radioimunoensaic e métodos especiais de
coloracdo como Ziehl-Neelsen modificado, Kinyoundifioado, Giemsa etc além dos

ensaios moleculares, como a PCR e suas varianteegN2007).

1.3.3 Diagnéstico Bacterioldgico

O diagnostico dos casos de gastroenterites € adalipelo isolamento
das bactérias a partir das amostras de fezes cestarioo identificacdo das colbnias
suspeitas, por meio de provas bioquimicas e saoai®gAlém da cultura bacteriana,
outros métodos tém sido muito utilizados, como:a®rss fenotipicos, técnicas de
hibridizacdo de acido desoxirribonucléico (DNAXriEas moleculares como a Reacao
em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR) e suatexmi(PCR multiplex, PCR em
tempo real, RT-PCR), Eletroforese em Gel de Campisado (PFGE), técnica de

Sequenciamento, dentre outros.
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1.3.4 Emprego da Técnica da PCR Multiplex, para Idetificacdo das Categorias
Diarreiogénicas deEscherichia coli

De acordo com Nataro & Kaper (1998), Bs coli diarreiogénicas
representam importante causa de diarréia endémig@id€mica no mundo. Porém,
provavelmente, a frequéncia desses patdgenos &tsnbea, devido sua deteccao
exigir métodos diagnosticos especificos, que n@ousiiizados na pratica clinica. A
identificacdo deE. coli diarreiogénicas requer sua diferenciacdo das espéw@o
patogénicas da microbiota normal (Toatal, 2003;Arandaet al.,, 2007).

Essas categorias podem ser identificadas atdeéssaios sorotipicos,
fenotipicos e moleculares. O primeiro requer atileacdo de antigenos somaticos (O)
e flagelares (H). Na rotina laboratorial € realzagpenas a pesquisa dos sorogrupos
pela determinacdo dos antigenos somaticos. Apesaprbximar algumas vezes com
essas categorias, este método, ndo € suficienge ig@ntificar uma amostra como
diarreiogénica, devido néo estar correlacionandcakyuns casos, com a presenca de
fatores de viruléncia (Nataro & Kaper, 1998). Paidaa identificacdo deve ser
direcionada as caracteristicas que determinanubgrtia desses microorganismos.

Os ensaios fenotipicos para a deteccéo de toxpadsio de aderéncia ou
invasdo podem identificar amostras Elecoli diarreiogénicas, porém requer elevados
investimentos, conhecimento especializado, técngsggciais e aplicacdo de varios
sistemas de deteccdo (ex: cultura de células, m@ateadioativo, ensaios de
citotoxicidade), além de consumir um longo periogotempo (Saucedet al, 2003;
Arandaet al,, 2007).

Com a aplicacdo da PCR é possivel detectar gamesvidos com a

patogenicidade de diversos isolados bacterianasnifiedo uma identificagdo com
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resultados confiaveis, visto que esta técnica aptaslta sensibilidade e especificidade
(Nguyenet al, 2005).

Na investigacdo de patégenos, a PCR é indicadagamplificacdo de
uma regido especifica do DNA que permite a detedgaleterpminaddocus de
viruléncia. Técnicas de PCR convencionais parasgpsa deE. coli diarreiogénicas
tém sido relatadas, porém, a investigacdo dosdssldacterianos requer um grande
namero de racdes individuais para a deteccao desviatores de viruléncia, tornando
essa técnica laboriosa e com demanda de muito tépataet al, 2005).

Para reduzir o numero de testes necessarioapdeatificacdo dé&. coli
diarreiogénicas, varios sistemas de PCR multipleva @ identificacdo simultadnea de
dois ou maidoci em uma unica reacao, tém sido desenvolvidos (Kimiatd, 2005).
Esses sistemas de deteccdo multipla representampriagla solucdo para a
identificacdo das categorias patogénicasEdecoli, além de se mostrar como uma
tecnologia eficiente e mais econémica (Saudeeatdal., 2003; Kimataet al, 2005).
Entretanto, usualmente mais de uma PCR multiplexjéerida para a identificacdo dos
fatores de viruléncia d&. coli (Tomaet al, 2003).

Dada a importancia dds. coli diarreiogénicas como causa de diarréia
aguda em criancas no Brasil, Aranda et al. (20@#zaram previamente dois ensaios
de PCR multiplex, para detectar EPEC, ETEC, EIETEG e EAEC em amostras de
fezes. Com o intuito de simplificar ainda mais agmiostico, Arandat al (2007)
desenvolveram um sistema de PCR multiplex que pieridentificar simultaneamente,
as 5 categorias patogénicasedeoli atravésde uma Unica reacao.

A execucao da técnica de PCR multiplx Unica, meslgida por Aranda

et al. (2007)por este trabalho, obedeceu trés critérios. O prami@i devido esse
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sistema ser inovador, visto que permitia detectalags as categorias de. coli
diarreiogénicas em um unico ensaio, ao combinararésp deprimers e produzir
amplicons com tamanhos bem distintos entre elesegdndo critério foi que até entao,
ainda nao tinha sido testada uma multiplex Unicaatmratorio de Biologia Molecular
da Secdo de Bacteriologia e Micologia do IEC, pamesquisa dessas categorias. O
terceiro e ultimo critério foi 0 mais importantéste que, a otimizacdo dessa técnica
ofereceria uma possibilidade prética, para a ifleatido rapida e com menos custos,
das categorias de. coli patogénicas em um unico tubo de reacéo, podenduo, as=r

aplicada facilmente no laboratorio.

1.4PERFIL EPIDEMIOLOGICO DA DIARREIA EM JURUTI

No Oeste do Para, a margem direita do Rio Amazasig, Juruti, um
municipio que vem passando por muitas transfornsagdecurso de sua historia. Juruti
teve origem em uma aldeia de indios Munduruku,éuals XIX, e mantém influéncia
marcante da cultura indigena. Tem populacdo dea@5 mil habitantes, sendo que
60% vive na area rural. O municipio apresenta den&veis caréncias: possui infra-
estrutura de saneamento pouco estruturada, a md@gopulacdo vive com menos de
R$ 75,5 de renda per capita mensal e 21% das pessoamais de 25 anos de idade
sao analfabetas (Allan, 2009).

O municipio ja viveu importantes ciclos econérsiceomo 0s da
extracdo do pau-rosa e da juta, que ndo o conduzram desenvolvimento estavel e
duradouro. A economia se concentra nas lavouragaemas, destacando-se o cultivo

da mandioca. Pesca, extrativismo vegetal e, maentemente, pecuaria, comércio e
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servicos de pequeno porte (portuarios, merceaalasentacdo) sdo outras atividades
presentes no territério e que visam a subsist@acianercados locais (Allan, 2009).

Segundo a Secretaria de Saude de Juruti, a diaro@istitui um dos
principais agravos da populacédo e, devido a caaémeipessoal técnico qualificado e
das metodologias utilizadas para o diagndsticocp@e conhece sobre as causas da
doenca (Juruti, 2005; 2008).

O coeficiente de mortalidade por diarréia no ropm de Juruti em 2006
foi de 10,1/100 habitantes (Juruti, 2005; 2008Figura 5 mostra o niumero de casos de

diarréia notificados em 2006.

1800 1638
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Hopital Municipal PSF Juruti Novo PSF Juruti Velho PSF Tabatinga

Figura 5— Casos de diarréia notificados em 2006 no munialp Juruti, distibuidos
por unidade de atuacdo do PACS/PSF (Fonte: MDDAcre$aria Municipal de Saude
de Juruti).

O numero absoluto de casos diarréicos em 200&catelo com o més de
ocorréncia pode ser assim distribuidos: janeir@)2@vereiro (404), marco (431), abril
(290), maio (292), junho (281), julho (403), ago$870), setembro (304), outubro

(293), novembro (68) e dezembro (362), respectivéendgJuruti, 2005; 2008). A
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ocorréncia das doencas diarréicas agudas (DDA)ueuati, Jno ano 2007 foi de 2.151
casos, e em 2008, o numero de casos por DDA apoesema reducdo de 76,6%,

correspondendo a um total de 1.647 casos (Allab)20

1.5 PREVENCAO E CONTROLE

A doenca diarréica apresenta-se como condi¢c@patwle complexidade
causal, no entanto passivel de medidas que passibibem estar do individuo. Dentre
as medidas profilaticas que visam a reducdo doserogmainda expressivos de
morbidade e mortalidade por diarréia, principalrae@tn menores de cinco anos de
idade e residentes em areas pobres do mundo, psedeitao acdes que levem a
melhoria da qualidade da agua, destino adequatirade dejetos, controle de vetores,
higiene pessoal e alimentar. Vigilancia mais apardds locais de uso coletivo, tais
como colégio, creches, hospitais e penitenciar@asge podem apresentar riscos
maximizados quando as condi¢cfes sanitarias nd@d@guadas. Estimular o uso de
aguas tratadas através de sistemas coletivos oicitiares, no caso de criancas de
creches, deve ser feito o isolamento daquelas Quesentarem diarréia, além de
reforcar as orientagcdes as manipuladoras e as @éaesentivo ao prolongamento do
tempo de aleitamento materno; aumento da ingestdimuidos, como o soro caseiro,
para reidratacdo oral das criancas; e a melhoriacésso aos servicos de saude de
qualidade.

Na década de 1990, ocorreu uma reducao signviicaia mortalidade
entre as criancas com menos de 5 anos de idagasgranelhora da cobertura vacinal e
ao impacto de procedimentos simplificados de saddpazes de evitar as mortes

provocadas por diarréias (BRASIL, 2009b). Com arhigdo da vacina, em 2006 contra
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0 Rotavirus pelo Ministério da Saude, mais de 800 mortes aneaise menores de 5
anos de idade foram evitadas no Brasil. A redugcdmespondeu a pelo menos 34% do
total de obitos, que acometiam as criancas pequartsias com a doencas diarréica
aguda. Outro impacto que a vacina trouxe foi undag@o de até 42% das internacdes
por gastrenterite infecciosa que tém associacdo @dRotavirus na faixa etaria de
menores de cinco anos, significando menos de 4Z4atE8dimentos nas unidades de

saude (BRASIL, 2006c).
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1.6. OBJETIVOS
1.6.1. Objetivo Geral
Descrever os aspectos epidemioldgicos e etioléglaasiarréia aguda no

municipio de Juruti, Para.

1.6.2. Objetivos Especificos

» Descrever as variaveis epidemioldgicas (sexo, fatéaia, distribuicdo temporal)
associadas a transmissdo dos enteropatégenos gaekap)i

» Descrever a ocorréncia dos principais enteropatisggbacterianosSalmonellaspp,
Shigella spp, E. coli diarreiogénicas,Campylobacter jejuni/coli, Vibrio spp,
Aeromonaspp), parasitariogE( histolytica G. lambliae Cryptosporidiumspp) e de
Rotavirusnos casos de diarréia aguda e nos controles;

* Pesquisar genes codificantes dos fatores de vaial&eE. coli entropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC). coli enteroinvasora (EIECK. coli
produtora da toxina de Shiga (STEC)Ee coli enteroagregativa (EAEC), e
demonstrar a frequéncia dos grupos enteropatogemiedscherichia coli nos

casos diarréicos e nao diarréicos nas amostrasaeists.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 ASPECTOS GEOGRAFICOS DO MUNICIPIO DE JURUTI

O municipio de Juruti localiza-se no Estado daaPaa mesorregido do
Baixo Amazonas e na microrregido de Obidos, fazenoloteira ao Norte com os
municipios de Oriximina e Obidos, a Leste com Séntaao Sul com Aveiro e a Oeste

com Parintins e Nhamunda (no Estado do Amazongaje (Allan, 2009) (Figura 6). A

sede do municipio dista 950 km, em linha reta datalaBelém e tem

coordenadas geograficas: 02°0® de latitude Sul e 56°04 de longitude Oeste de

Greenwich, estando a uma altitude de 36 metrosp®ama area de 8.304.00 Km

as seguintes

apresentando uma densidade geogréfica de 4,5aht@sitkni (Juruti, 2007).
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Figura 6 — Localizacdo do municipio de Juruti, Estado do Peoate: Allan, 2009).
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O municipio de Juruti teve uma populacéo recaelzssgrlo IBGE em
2007 de 33.775 habitantes, sendo distribuidos ema zobana, 12.069 individuos
(35,7%) e 21.706 (64,3%) na zona rural (Allan, 20@9temperatura do ar é sempre
elevada, com média anual de 2%;6 apresentando valores médios para as maximas de
31°C e para as minimas de 22 Quanto a umidade relativa, apresenta valor@saaci
de 80%, em quase todos os meses do ano (Jurufi).200

A pluviosidade se aproxima dos 2.000 mm anuaiekanto, € um tanto
irregular durante o ano. As estacfes chuvosasideimccom os meses de dezembro a
maio e as menos chuvosas, com 0s meses de junbwemloro. A area rural tem
caracteristicas proprias com diversidades fisiogaafreunidas na mesma area, com
diferentes aspectos da regido amazonica: varzgidorde rios e planaltos. O principal
acidente hidrogréafico € o rio Amazonas, que recel® Juruti e varios igarapés da

regiao (Juruti, 2007).

2.2 AMOSTRAGEM
2.2.1 Amostras Clinicas

No periodo de fevereiro e junho de 2008 e jul@@09 foram avaliados
espécimes fecais de 261 individuos, de difererii@ad etarias e sexo, sendo 170 com
diarréia aguda (casos: trés ou mais evacuacOes/@h)sem sintomas gastrointestinais
(grupo controle: auséncia de diarréia nos ultimnslias) Vanderleet al. (2003). Dos
261 individuos residentes no municipio de Jurudluidos no estudo, 189 foram
oriundos de atendimentos em Hospital e Postos déeS#a Familia, e 72 constituiram-
se da busca ativa. Todas as amostras do estudm fexaminadas por métodos

laboratoriais, que permitiram a identificacdo detéaas enteropatogénicaShigella
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spp, Salmonellaspp, Escherichia coli diarreiogénicasVibrio spp, Campylobacter
jejuni, Campylobacter colie Aeromonasspp), parasitosH. histolyticdE. dispar e
Giardia lamblia) e Rotavirus

Para a pesquisa dos fatores de viruléncia dagamas diarreiogénicas
de Escherichia coli foram utilizadas um total de 850 amostrasEdesoli isoladas de

239 individuos (152 diarréicos e 87 controles).

2.2.2 Etapas do Trabalho no Campo

Foram estabelecidos trés pontos de atendimertoleta do material:
Hospital Municipal de Juruti (pacientes do ambuiatéinternados e do servico de
emergéncia) e Postos de Saude da Familia, MaracBabineiras. Por meio de técnicos
capacitados do IEC/M8os pontos de atendimento, os pacientes recebesiragdes
para fazerem uma coleta adequada do material degantrega, no maximo, apos duas
horas de coletado a amostra. O recebimento dastraake fezes dos pacientes do
ambulatéorio e dos postos de saude ocorreu de saguséxta-feira de 8:00 as 12:00
horas e 14:00 as 17:30 horas. Dos pacientes idkesna dos atendimentos de
emergéncia, a coleta e o recebimento foram realgzdd segunda a sexta feira de 8 as
19 horas e aos sabados de 8 as 12 horas e 14hasakbe aos domingos de 8 as 12
horas, por ocasido de trés expedicbes de uma edaipestituto Evandro Chagas ao
municipio de Juruti, durantes os meses de feveeguaho de 2008 e julho de 2009.

Os pacientes ou seus responsaveis assinaram urmo Tele
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (ANEXO dgnfirmando sua participacao

no estudo. Para cada individuo, foi preenchida ditiza clinico-epidemiolégica
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(ANEXO 2) contendo dados pessoais, sociais, habitogentares, higiénico sanitarios,

de doenca atual e pregressa.

2.2.3 Coleta e Transporte das Amostras

Os espécimes fecais foram colhidos em frascos areket de
polipropileno com tampa de rosca com capacidadgpdeximadamente 80 mL, limpos,
secos e isentos de substancias conservantes. Apésebimento do material, os
mesmos foram acondicionados em caixa isotérmigacan@nhados ao laboratério de
pesquisa instalado na Secretaria de Saude de, lurdé procederam-se com as analises
bacteriologicas e exame parasitoldgico, no prazwimmade duas horas apds a coleta.
Todos os resultados da analise parasitoldgica famaimegues aos pacientes antes do
término de cada expedicdo ao campo. Devido a ridedesda analise bacteriolégica
ser concluida em Belém, as amostras bacteriankslasdoram repicadas para agar
nutrientee encaminhadas ao Laboratorio de EnteroinfeccOeteanasda Secao de
Bacteriologia e Micologia — SABMI do Instituto Evdno Chagas (IEC) em Ananindeua
— PARA.

Uma parte dos espécimes fecais foi congeladaviadenpara o IEC em
Ananindeua-PA, atendendo as normas de biosseguranda foram submetidos a

pesquisa qualitativa deampylobacter jejuricoli e Rotavirus

2.3 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

2.3.1 Pesquisa Parasitologica
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Os espécimes fecais foram analisados sob micr@sadgiluz, para
pesquisa de formas evolutivas de protozoariosraihtds. Foram utilizados os métodos

diretos: salina/lugol e de sedimentacéo espont@edi, 2001).

2.3.2 Pesquisa Bacteriolégica
2.3.2.1 Métodos Convencionais

Deumaa duas gramas de amostras de fezes foram susgem&asiL de
solucéo salina a 0,85%, esterilizada e homogeraszawnivortex Para o isolamento de
membros da familia Enterobacteriaceaenaterial fecal em suspensao foi semeado em
placas de Petri contendo meios seletivos indicadagar Mac Conkey — MC (Difco ou
Merck) e agaBGalmonellaShigella— SS (Difco ou Merck)Uma aliquota de 1 mL dessa
suspensao, foi inoculada em tubos contendo 10 ntheade de enriquecimento Selenito
Cistina — SC (Difco ou Merck). Posteriormente, ®dms meios inoculados foram
incubados a temperatura de 35-37 °C por 18-24 héyass este periodo, 0 meio de
enriguecimento SC foi semeado em agar SS e incubaelmperatura de 35-37 °C por
18-24 horas.

As coldnias suspeitas foram repicadas paranems de triagem, agar
Trés Acucares e Ferro — TSI (Difco ou Merck) e agmina Ferro — LIA, e a
caracterizacdo bioguimica seguiu as recomendag&svohg (1986), com a utilizacao
das seguintes provas: producéo de gas, indoltsuléehidrogénio, vermelho de metila,
motilidade, uréia e prova d¥oges-Proskauer; utilizacdo do citrato de Simmons,
fenilalanina-desaminase e descarboxilacdo de awciduws (lisina e ornitina). Na
caracterizacdo soroldgica (soroaglutinacdo em lashn(Ewing, 1986 e Kauffmann,

1954) foram utilizadosantisoros polivalentes e monovalentes especifiBis-Rad),
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para identificarShigellaspp, Salmonellaspp e alguns grupos enteropatogénico&.de
coli.

Para o isolamento de bactérias da familia Vibrienac e
Aeromonadaceae, uma aliquota de 0,5 mL da suspéasdiofoi inoculada em dois
tubos contendo 10 mL do meio de enriquecimento Re@tonada Alcalina — APA, pH
8,5. Posteriormente os tubos foram incubados admhpa de 35 — 37 °C, por 6-8
horas e 18-24 horas.

O meio de enriguecimento APA incubado por 6-&bkdoi semeado em
placas contendo meio seletivo indicador - agar stitbato Citrato Bile Sacarose
(TCBS), para o isolamento dabvio spp e o outro tubmcubado por 18-24 horas, foi
semeado em placas de agaeudomondderomonas- GSP (Glutamate-starch-phenol-
red), para o isolamento deeromonasspp. A caracterizacdo bioquimica foi realizada
utilizando o Sistema API-20E (bioMérieux) de acordmm as recomendacfOes de
McDonell et al (1982). A Figura 7 ilustra o fluxograma de isoéanto e identificacédo

de enteropatdgenos bacterianos.
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Figura 7 — Fluxograma de isolamento e identificacdo de eptbgenos bacterianos a

partir de amostras de fezes.

Para a pesquisa das categorias diarreiogénicBsaerichia coliforam
selecionadas aproximadamente, 3 colonias fermenatadte lactose e 2 colonias nao
fermentadoras de lactose do agar Mac Conkey. Uah ¢igt 850 amostras de coli,
isoladas de 239 clientes envolvidos no estudonfastocadas em agar Luria (Difco) e
armazenadas na bacterioteca da Secédo de Bacta&xid@dEC/MS, para a realizacao

dos ensaios de PCR multiplex.
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2.3.3 Método Imunoenzimatico para a Pesquisa d€ampylobacter jejunie
Campylobacter coli

Foram utilizados Kits de ELISA, da RIDASCREEMNmpylobactepara
realizacdo destes ensaios. As amostras de fezaw foreviamente descongeladas e
utilizadas nos testes de ELISA para a deteccdoitagtied de antigenos de
Campylobactejejuni e Campylobactecoli, cuja metodologia seguiu os padrdes citados

no manual do fabricante

2.3.4 Método Imunoenzimatico para a Pesquisa deotavirus

Foram utilizados Kits de ELISA, da RIDASCREERotavirus para
realizacdo destes ensaios. As amostras de fezaw foreviamente descongeladas e
utilizadas nos testes de ELISA para a deteccaoitatizd de Rotavirus cuja

metodologia seguiu os padrdes citados no manu@hdizante.

2.3.5 PesquisMolecular dasE. coli Diarreiogénicas

As amostras descherichia coliestocadas em agar Luria (Difco) foram
reidentificadas bioquimicamente. Em seguida, cawastra deE. coli foi cultivada em
agar nutriente (Difco) e incubada a temperaturé3sle- 37 °C por 18 — 24 horas.
Posteriormente, o crescimento bacteriano foi aiilz nos procedimentos de extracao
de DNA. As cepas padrdes descherichia coli E2348/69, 042, H10407, EDL1284 e
EDL931 foram utilizadas como controles positivosKé2 DH5n, como controle
negativo, as mesmas foram cedidas pela Dra. Taam ®o Instituto Adolfo Lutz
(Quadro 1). A€. colidiarreiogénicas foram classificadas de acordo cpnesenca dos

genes, descritos no Quadro 2, segundo os trabaéhGampo®t al (2004) e Franzolin
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et al (2005). Essa classificagdo serviu como orientacévia para a selecao dos alvos

moleculares

utilizados na PCR.

Quadro 1- Cepas de referéncia Bscherichia colpara PCR.

Cepas de Referéncia Categorias deEscherichia coli
E2348/69 EPEC
042 EAEC
H10407 ETEC — LT/ST
EDL1284 EIEC
EDL931 STEC
K12 DH5x E. coli ndo patogénica

Quadro 2 — Classificagdo molecular das categorias patogémeEscherichia coli

Categorias

patogénicas Sequéncias alvos

EPEC tipica | Genesae(intimina) ebfpA (fimbria BFP), Regido EAF com auséncia (

genesstx-1lestx-2(toxina de Shiga)

EPEC atipica| Geneae(intimina) com auséncia dos gersts-1e stx-2

EAEC GenaaggR(fimbrias de aderéncia agregativa — AAFS)
ETEC Geneglt eestcodificadores das enterotoxinas LT e ST
EIEC GenépaH (plasmidio de invaséo)

STEC

Genegae(intimina) estx (Stx-1 e Stx-2)

los

2.3.5.1 Extracdo de DNA bacteriano

O DNA dos isolados caracterizados fenotipicamentaccE. coli e das

cepas de referéncia dos controles positivos e iwegédi extraido pelo método de

fervura e congelamento, seguindo as recomendagdeStatnbachet al (1989) e

Balodaet al (1995).
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O crescimento bacteriano em agar nutriente fosteaitlo para um tubo
Eppendorfde 1,5 mL, com 40QL de agua Milli-Q estéril. Posteriormente, a susaen
bacteriana foi submetida a fervura (1@) por 10 minutos e em seguida congelada a -
20 °C. Depois este material foi descongelado a temperambiente e centrifugado a
12.000 r.p.m. por 5 minutos. Por fim, o materidr&ixio foi armazenado a -20 °C, por

tempo maximo de 20 dias e utilizado posteriormeatereacdes da PCR.

2.3.6 Sequéncias Iniciadoras Utilizadas nos Ensaida PCR Multiplex

Diferentes sequéncias de oligonucleotidecsm selecionadas, com base
no trabalho desenvolvido por Arandaal (2007), os quais podiam ser distinguiveis
facilmente apos eletroforese em gel de agarose dfQud) e serem capazes de
amplificar simultaneamente as categoriasEdecoli diarreiogénicas em uma Unica

reacao .
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Quadro 3 — Oligonucleotideos utilizados na PCR multiplesees respectivos produtos

de amplificacéo.

Designagdo| Sequéncia dos oligonucleotideos (5'- 37)| Gene | Produtos de | Referéncia
alvo | Amplificacédo
eae-1 CTGAACGGCGATTACGCGAA eae 917 pb Aranda et al.
eae-2 CGAGACGATACGATCCAG (2004)
BFP-1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC bfpA 326 pb Aranda et al.
BFP-2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA (2004)
aggRks-1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC aggR 254 pb Toma et al.
aggRksa-2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC (2003)
LT-f GGCGACAGATTATACCGTGC Elt 450 pb Aranda et al.
LT-r CGGTCTCTATATTCCCTGTT (2004)
ST ATTTTTMTTTCTGATTTRTCTT Est 190 pb Aranda et al.
ST-r CACCCGGTACARGCAGGATT (2004)
IpaH-1 | GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTQ ipaH 600 pb Aranda et al.
IpaH-2 | GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC (2004)
VTcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG stxt/ 518 pb Toma et al.
VTcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT st (2003)

2.3.7 Padronizacao da PCR Multiplex

A técnica da PCR multiplex utilizada neste trhbalseguiu o protocolo

otimizado no estudo de Arandaal (2007), ao combinar 7 pares de oligonucleotideos.

Porém, com modificacdes na concentracéo final emeldos componentes da reagéo e

substituicdo d&aqDNA polimerase.

Os componentes dos ensaios da PCR multiplex fa@mbinados em

microtubos estéries do tifgppendorfde 0,2 mL, onde foram colocados o DNA e todos

0s reagentes descritos no Quadro 4. As reacOeas fooanpletadas com agua Milli-Q

autoclavada, para um volume final dguR% preparadas em cabine de PCR/UV Work

Station, COY Lab. Prod., Inc., EUA.
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Quadro 4—- Componentes do ensaio da PCR multiplex.

Componentes Volume (uL) Concentragao
final
Agua Milli-Q estéril 5,0 -
Tampao de reacdo 10X (Invitrogen, 2,5 0,5X
Brasil)
dNTPs 10 mM (Invitrogen, Brasil) 1,25 0,25 mM cada
Oligonucleotideos, (Invitrogen,
Brasil)
eae-1/eae-2 15/15 5 pmoljL
BFP-1/BFP-2 1,0/1,0 2,5 pmolfiL
aggRks-1/aggRksa-2 1,0/1,0 2,5 pmolfiL
ST-f/ST-r 1,0 / 1,0 6.47 meIKIL
IpaH-1/IpaH-2 0,5/0,5 2.5 pmolfiL
VTcom-u/VTcom-d 1,0/1,0
2,5 pmolfiL
Total 6,5/6,5
MgCl, 50 mM (Invitrogen, Brasil) 0,75puL 0,75 mM
Platinum Taqg DNA polimerase § 0,5uL 25U
U/uL (Invitrogen, Brasil)
DNA 2,0puL -
Volume final 25uL -

As preparacdes da PCR multiplex foram colocadagenmociclador
automatico de gradiente modelo Verit" 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems — EUA) e submetidas a ciclos especifimslesnaturacdo, hibridizacdo e

extensdo (Quadro 5).
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Quadro 5- Condic¢des ciclicas utilizadas nos ensaios da RGIRplex.

Etapas Temperatura Tempo (minuto) | N° de ciclos
Hot Start 50°C 2 1
Desnaturacéo inicia 95°C 5 1
Desnaturacéo 95°C
Hibridizacéo 50°C 1 40
Extensao 72°C 1
Extenséo final 72°C 7 1

2.3.8Deteccao das Sequéncias Alvos Amplificadas

Os produtos da PCR (8 pL) foram submetidos aoéteese em gel de
agarose a 2%, contendo brometo de etideo 1lpg/nmdméSiBrasil), realizada sob
campo elétrico de 90 V por 2 horas em cuba horaaheé 120 mL com tampéo de
corrida, Tris-Borato-EDTA (TBE 1X). Para a mens@@gos tamanhos dos fragmentos
amplificados, foram aplicados 2,0uL do marcadorpdso molecular (Ladder 1 Kb
plus Invitrogen, Brasil). A visualizacdo dos fragmentos feita com auxilio de um
transluminador (Vilber Lourmat, Franca) e o gelofphfado por um sistema de

fotodocumentacao, Biomaging Systems (UPV, E.U.A).

2.3.9 Aspectos Eticos

O presente projeto fez parte de um projeto maittulado: “Saude no
Municipio de Juruti, Para: cenario atual, desafiose possibilidades; o qual foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Psmaquim Humanos do Instituto
Evandro Chagas, SVS/MS, sob o Protocolo CEP/IEC °- 0930/05, CAAE:

0013.0.072.000-06, em 23 de outubro de 2006 (ANBXO
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2.3.10 Analise Estatistica

O presente estudo foi do tipo observacional trenssl descritivo, 0s
resultados foram organizados em banco de daddgantio o programa Access da
plataforma Windows as variaveis foram testadas utilizando testespa@@meétricos,
através dosoftwareBioEstat 5.0 (Ayrest al, 2007), e os resultados cgm< 0,05
foram considerados estatisticamente significantes.

O Coeficiente de Contingéncia C foi utilizadogaerificar a associacao
entre o numero de co-habitantes e o nivel salarafrequéncia dos casos positivos nos
grupos diarréicos e controles foi testada pelo efé&nhomial. A distribuicdo dos
enteropatdgenos entre as faixas etarias e a djgeman frequéncia das categoriasede
coli diarreiogéncias foram testadas pelo teste do Qad€ado.

A diferenca entre as proporc¢oes de infeccoesambservadas entre os
grupos diarréicos e controles foi testada (@&dlols Ratice a ocorréncia d8higellaspp

e E. colidiarreiogénicas nos dois grupos foi comparada teste G.
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3 RESULTADOS
3.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA DOENCA DIARREICA NRUNICIPIO
DE JURUTI, ESTADO DO PARA.

Foram avaliados no periodo de fevereiro e jundd2@08 e julho de
2009, 261 individuos, sendo 170 pacientes com élgaraguda e 91 controles
(individuos sem relato de diarréia nas duas senrtasores ao atendimento). Do total
de individuos envolvidos no estudo, 86,2% (225/28&jn procedentes da zona urbana
e 13,8% (36/261) da zona rural, sendo que, 54,49avwim-se abaixo de 10 anos de
idade e o sexo feminino foi ligeiramente supermnesculino (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo dos participantes do estudo, dedwa@om a faixa etaria e o
sexo, Juruti, Par&. Fevereiro e junho de 2008he jdé 2009.

Sexo
Faixa etaria Masculino Feminino Total

(anos) N° % N° % N° %

<1 08 3,1 10 3,8 18 6,9

1-9 61 23,4 63 24,1 124 47,5
10-19 07 2,7 09 3.4 16 6,1
20-29 15 5,8 17 6,5 32 12,3
30-39 06 2,3 13 5,0 19 73
40-49 11 4,2 05 1,9 16 6,1
50-59 07 2,7 06 2,3 13 50
> 60 06 2,3 17 6,5 23 8,8
Total 121 46,5 140 53,5 261 100

A maioria dos individuos atendidos no estudo relatenda familiar
mensal deum a dois salarios minimos, seguida de menos dealénio minimo. Em

relacdo ao numero de pessoas residentes por dorracihaior frequéncia coube a faixa
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de 4 a 6 co-habitantes (93), seguida de 0 a 3 (&ela 3). Quando testada a
associacdo entre o numero de co-habitantes porcdmmiobservou-se associacéo
estatisticamente significativa no sentido de queantp maior o numero de co-
habitantes, menor era a renda mensal dos individmsele domiciliog = 0,0230).

Tabela 3- Distribuicdo dos clientes do estudo, de acordn aaenda familiar mensal e
0 numero de co-habitantes, no municipio de JuRafa. Fevereiro e junho de 2008 e
julho de 20009.

Numero de

Renda Familiar/ Co — habitantes Total
Salario Minimo 0-3 46 710 > 10 N (%)
<1 22 24 29 13 88 33,7
1-2 40 46 25 06 117 44,8
2-3 07 06 06 02 21 8,1
3-5 07 16 04 0 27 10,3
>5 03 0 02 0 05 19
NI® 0 01 02 0 03 1,2
Total de co-habitantes 79 93 68 21 261 100

*NI- ndo informado.

Das 261 amostras analisadas, 154 foram positivaa pactérias
enteropatogénicas, parasitofRetavirus Destas amostras, 76,6% (118/154) eram de
pacientes com diarréia aguda, e 23,4% (36/154) e®amontroles. De acordo com a
analise estatistica, os casos positivos foramfgigtivamente associados aos pacientes
com diarréia agudg(< 0,0001).

Do total de individuos positivos para enteropabig, 53,2% foram

representados pelo sexo feminino (82/154) e 46 8% mpasculino (72/154). Na Figura
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8 é possivel visualizar o nimero de amostras pasifior periodo de coleta: fevereiro e

junho de 2008 e julho de 2009. A proporcao de puditde foi levemente superior no

més de fevereiro (34,4%/53), em relacdo aos mesesitho (33,1 %/51) e julho

(32,5%/50).

53.5
53
52,5
52
51.5
51
50,5
50
495
49

48,5
Fevereiro

Amostras positivas

Junho

Meés de ocorréncia

Julho

Figura 8 — Distribuicdo das amostras positivas, segundo o aeéscorréncia, Juruti,

Para. Fevereiro e junho de 2008 e julho de 2009.

Na Figura 9 visualiza-se a distribuicdo das amegpositivas do grupo

diarréico e controle, de acordo com a faixa etarjgeriodo chuvoso (fevereiro de 2008)

e o0 periodo de estiagem (junho de 2008 e julho0@9)2 O maior nUmero de amostras

positivas, nos trés meses de coleta foi observadfaira etaria de 1-9 anos de idade

(76/154), seguido de 20-29 anos (19/154).
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Figura 9 — Distribuicdo sazonal das amostras positivasf@iga etaria, Juruti, Para.
Fevereiro, junho de 2008 e julho de 2009.

Em relacdo aos casos de diarréia aguda, 53,4% dasexo feminino e
46,6% do masculino. Quanto a faixa etaria, a maoporcao coube a faixa de 1-9 anos

de idade com 46,6% dos casos positivos (Figura 10).
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Figura 10 — Frequéncia dos casos de diarréia aguda de acordaocsexo e a faixa
etaria, Juruti, Para. Fevereiro e junho de 20@8h® jde 2009.

3.1.1 Identificacdo de Enteropatdégenos BacterianoBarasitarios e deRotavirusdos
Casos Positivos de Diarréia Aguda e do Grupo Contle

Das 154 amostras que apresentaramteropatdgenos bacterianos,
parasitarios €otavirus 75,4% foram representadas por infeccdes Unicg69 por
infeccbes mistas, sendo 66 amostras positivas parasitos, 46 para bactérias
enteropatogénicas, 4 parRotavirus 30 associacdes de parasitos e bactérias
enteropatogénicas, 5 associacdes de duas bacudriasmpatogénicas, 2 casos de
Rotaviruscom bactérias enteropatogénicas e 1 cas®ataviruscom parasito. Em
relacdo as infeccbes mistas, 14,9% estavam presemtecriancas e 9,7% em adultos.
Observa-se na Figura 11 a proporcdo das infeccheE®msie mistas das amostras

positivas para enteropatdogenos.
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2,6%

B Bactérias enteropatogénicas Parasitos de interesse
B Rotavirus B Parasitos+ bactérias enteropatogenicos
B Rotavirus + parasito de interesse B Rotavirus + bactéria enteropatogenica

Duas bactérias enteropatogénicas

Figura 11 — Proporcdo das amostras positivas, municipio detiJirara. Fevereiro e
junho de 2008 e julho de 2009.

Um total de 211 enteropatdgenos estava presentepamentes com
diarréia aguda (118) e controles (36). Na Tabekbdixo, observa-se que a maior
frequéncia de agentes bacterianos, parasitariBotavirusfoi observada no grupo
diarréico (162/118), com destaque p&ahistolytica/E. dispan26%), Shigella spp

(15,7%),Giardia lamblia(13,3%) €E. colidiarreiogénicas (12,8%).
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Tabela 4 — Frequéncia de enteropatdégenos bacterianos,itpsies e deRotavirus

segundo o grupo diarréico e controle, Juruti, Peeaereiro e junho de 2008 e julho de

20009.

Grupo diarréico Grupo Controle

N =118 N = 36 Total

Enteropatégenos N (%) N (%) N (%)
Shigella flexneri 24 11,4 0 - 24 11,4
Shigella sonnei 9 4,3 0 - 9 4.3
E. colidiarreiogénicas 27 12,8 12 57 39 18,5
Campylobacter jejuni/coli 10 4,7 3 1,4 13 6,1
SalmonellaPanama 1 0,5 0 - 1 0,5
Aeromonas hydrophila 1 0,5 1 0,5 2 1,0
Aeromonas sobria 01 0,5 0 - 1 0,5
E. histolytica/E. dispar 55 26 15 7,1 70 33,1
Giardia lamblia 28 13,3 17 8,0 45 21,3
Rotavirus 6 2,8 01 0,5 07 3,3
Total 162 76,8 49 23,2 211 100

Sinal convencional utilizado (-): dado numéricadba zero.

A distribuicdo de enteropatdégenos (211/154) paixaf etaria foi

estatisticamente diferentep € 0,0001). As criancas menores de 10 anos de idade

apresentaram a maior

proporcdo de positividade, coais da metade dos

enteropatogenos detectados (55,4%), (Tabela 5).
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Tabela 5 —Distribuicdo de enteropatdgenos bacterianos, paras e deRotaviruspor

faixa etaria, Juruti, Para. Fevereiro e junho da82a®julho de 2009.

Faixa etaria (em anos)

Enteropatégenos 10-19 29-230-39 40-49 50-59 >60 Total
Shigella flexneri 1 9 2 5 1 1 2 3 24
Shigella sonnei 0 5 1 1 1 0 0 1 9
E. coli 5 20 1 2 3 1 2 5 39
diarreiogénicas
Campylobacter 0 6 1 2 3 0 1 0 13
jejuni/coli
Salmonella 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Panama
Aeromonas 0 1 0 0 0 0 1 0 2
hydrophila
Aeromonas 0 1 0 0 0 0 0 0 1
sobria
E.histolyticd 1 30 5 13 8 5 2 6 70
E.dispar
Giardia lamblia 1 31 3 4 4 1 1 0 45
Rotavirus 2 3 0 1 0 1 0 0 7
Total (N) 10 107 13 28 20 9 9 15 211
(%) 4,7 50,7 6,1 13,3 9,5 4,3 4,3 7,1 100
N°de amostras 9 77 08 19 15 7 12 154
positivas

Dos 261 individuos incluidos no estudo, 84 apresant bactérias

enteropatogénicas nas fezes, isoladas ou em ieegidtas (Tabela 6). Destes, 52,4%

(44/84) eram do sexo masculino, 47,6% (40/84) edanfeminino e 53,6% (45/84)

incluiram criangas menores de 10 anos de idade.

Os enteropatdgenos bacterianos foram identife@dmo Unicos agentes

de infeccdo em 47 situacgdes, o0s outros 37 episdolias representados por infecgdes

de etiologia mista, send@®1 do grupo diarréico e 6 dos controles (Tabela6).
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probabilidade de ocorrer infeccdes de etiologiatanide bactérias enteropatogénicas
com outros enteropatdgenos nos pacientes com idiaagtida, foi estatisticamente
significante, p=0,0172).

Nos casos de diarréia aguda, predominaram dyegies:Escherichia
coli diarreiogénicas (10%) 8higellaspp (8,2%), porém, somen$higellaspp esteve

estatisticamente associada a diarréia agquea(0028).
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Tabela 6— Frequéncia geral de bactérias enteropatogémicas) agentes Unicos de infecgdo ou em infec¢cdetialegia mista dos 261

individuos incluidos no estudo, segundo o grupoéi@o e controle, Juruti, Para. Fevereiro e judd@008 e julho de 20009.

(continua)
Grupo
Enteropatégenos Diarréico Controle Total [9)]
% (NP/NA)* % (NP/NA) % (NP/NA)

Shigella flexneri 5,9 (10/170) - (0/91) 3,8 (10/261) 0,0203
Shigella sonnei 2,3 (4/170) - (0/91) 1,5 (4/261) 0,3045
E. colidiarreiogénicas 10 (17/170) 8,8 (8/91) 9,6 (25/261) 0,9238
Campylobacter jejuni/coli 1,8 (3/170) 2,2 (2/91) 1,9 (5/261) 0,8156
SalmonellaPanama 0,6 (1/170) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Aeromonas hydrophila 0,6 (1/170) - (0/91) 04 (1/261) 0,7561
Aeromonas sébria 0,6 (1/170) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Shigella sonnet E. colidiarreiogénica 1,2 (2/170) - (0/91) 0,8 (2/261) 0,7627
Shigella sonnet E.histolyticdE.dispar 1,8 (3/170) - (0/91) 1,1 (3/261) 0,4799
Shigella flexnerir Campylobacter jejurioli 0,6 (1/170) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561

*NP/NA: Namero de amostras positivas/nimero de armassvaliadas.
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Tabela 6— Frequéncia geral de bactérias enteropatogéricay) agentes Unicos de infec¢do ou em infec¢cdesi@egia mista dos 261

individuos incluidos no estudo, segundo o grupoéi@o e controle, Juruti, Para. Fevereiro, june@d08 e julho de 2009.

(coniacéo)
Grupo
Enteropatégenos Diarréico Controle Total [9)]
% (NP/NA)* % (NP/NA) % (NP/NA)

Shigella flexneri+ E. colidiarreiogénica 0,6 (1/170) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Shigella flexneri+ E. colidiarreiogénica iardia lamblia 0,6 (1/170) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Shigella flexneri+ Rotavirus 0,6 (1/270) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Shigella flexneri+ E.histolyticdE.dispar 5,3 (9/170) - (0/91) 3,4 (9/261) 0,0320
Shigella flexneri+ E.histolyticdE.dispar+ Giardia lamblia 0,6 (1/170) - (0/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Campylobacter jejuricoli + E. colidiarreiogénica - (0/170) 1,1 (1/91) 0,4 (1/261) 0,7561
Campylobacter jejuricoli + E.histolyticdE.dispar 1,2 (2/170) - (0/91) 0,8 (2/261) 0,7627
Campylobacter jejuifcoli + Giardia lamblia 1,2 (2/170) - (0/91) 0,8 (2/261) 0,7627
C. jejunicoli + E.histolyticdE.dispar+ Giardia lamblia 1,2 (2/170) - (0/91) 0,8 (2/261) 0,7627
E. colidiarreiogénica E.histolyticdE.dispar 2,3 (4/170) 1,1 (1/91) 1,9 (5/261) 0,8156
E. colidiarreiogénica iardia lamblia 1,2 (2/170) 2,2 (2/191) 1,5 (4/261) 0,9118
E. colidiarreiogénica -Rotavirus - (0/170) 1,1 (1/91) 0,4 (1/261) 0,7561

Aeromonas hydrophila Giardia lamblia - (0/170) 1,1 (2/91) 0,4 (1/261) 0,7561
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3.1.2 PCR Multiplex para a Identificacdo das Categias de Escherichia coli
Diarreiogénicas

Para a realizacdo dos ensaios de PCR multiplexnfartiizadas 850
amostras d&. coliisoladas de 239 clientes submetidos ao estudo2B@sndividuos,
39 apresentararz. coli diarreiogénicas (17 EAEC, 12 ETEC, 8 EPEC, 1 EEC

STEC).

3.1.2.1 Ensaio da PCR Multiplex

Resultados positivos foram observados nos ens@oBCR multiplex,
com amplificagdo de todos os alvos moleculares, semparecimento de bandas
inespecificas ou sobreposi¢des. Porém o @eheimaior produto de PCR, com 917 pb),

apresentou uma banda mais fraca quando visualimadel de agarose (Figura 12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

bfpA- 450pb®
aggR- 254pb™*
est- 190pb*

=
eae- 917pb-» e
ipaH - 600pb _,. EEETR—.
stx- 518pb-» TR
elt- 450pb> I
i W—
— -——

Figura 12 — Ensaio da PCR multiplex, 1 — Ladder 1Kb, 2- coletpositivo (mix das 5
categorias padrées de coli diarreiogénicas). Amostras clinicas: 3 e 4 — ETEI§
es), 5e 6 — ETECHs), 7 — ETEC ¢lt), 8 - EPECdag e 9 — controle negativde(coli
K12 DH5u).
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Dos 39 individuos corgscherichia colidiarreiogénicas, 20 eram do sexo
feminino, 19 do masculino e 25 (64,1%) incluirarrarmgas menores de 10 anos de
idade. A frequéncia dds. coli diarreiogénicas nos pacientes com diarréia aguddefo
17,8% (27/152), enquanto no grupo controle foi 89% (12/87), (Tabela 7). N&o
houve diferenca estatisticamente significante erdredistribuicdo dasg. coli
diarreiogénicas nos grupos diarréico e contrge=( 0,5340), por outro lado, a
frequéncia das categorias dascoli patogénicas foi estatisticamente diferente entre

elas p < 0,0001).

A E. coli enterotoxigénica foi a mais frequente (7,2%) rexsgntes com
diarréia aguda, enquanto nos controles, a maiqropcéo (9,2%) foi representada pela
E. coli enteroagregativa (Tabela 7). Entretanto, nenhunsacd#éegorias dé&. coli

diarreiogénicas estiveram associadas ao grupciarfTabela 7).
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Tabela 7 —Distribuicdodascategorias d&scherichia colidiarreiogénicas isoladas dos
individuos do grupo diarréico e controle, Juruéitd® Fevereiro e junho de 2008 e julho
de 20009.

Grupo
E. coli Diarréico Controle Total (9)]
diarreiogénicas % (NP/NA) % (NP/NA) % (NP/NA)

EAEC 509  (9/152) 9,2  (8/87) 7,1  (17/239) 0,4977
ETEC 72  (11152) 1,2  (1/87) 50  (12/239) 0,0561
EPEC 40  (6/152) 23  (2/87) 33  (8/239) 0,7555
EIEC 0,7  (1/152) - (0/87) 04  (1/239) 10,7812
STEC - (0/152) 1,2 (187) 04  (1/239) 0,7812
Total 17,8 (27/152) 13,9 (12/87) 16,2 (39/239)

*NP/NA: Namero de amostras positivas/nimero de armassvaliadas.

Na Tabela 8, observa-se 24 quadros de infecgdrearp Unico patotipo
de E. coli diarreiogénicas: 10 ETEC, 8 EAEC, 5 EPEC e 1 SEECS casos de
infecgBes de etiologia mista, sendo 10 de pacietdegupo diarréico e 5 de controles.
As associa¢Oes mais frequentes foram com EAEGiardia lamblia (3/15) e com
EAEC + E. histolytica/E. dispar(2/15). Das 8 amostras positivas pdfa coli
enteropatogénica, 7 eram de EPEC atipicas e d&s d@i enterotoxigénicas isoladas,

5 apresentaram os genes codificadores de ST, deST e 3 de LT.
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Tabela 8 - Distribuicdo das categorias patogénicasEdeherichia coli Juruti, Para.
Fevereiro e junho de 2008 e julho de 2009.

(continua)

Pacientes| EPEC ETEC EAEC | EIEC STEC Outros agentes
eae| bfPA| Elt| est aggR ipaH  stxf1 stx-2  Associados

1 - - - + - - - - -

2 - - - - + - - - Giardia lamblia

3 - - - - + - - - Giardia lamblia

4 - - - - + - - - -

5 + - - - - - - - E. hE. dispar*

6 + + - - - - - - -

7 - - - - - + - - E. WE. dispar

8 + - - - - - - - Shigella sonnei

9 - - - - + - - - -

10 + - - - - - - - -

11 - - - + - - - - -

12 - - + - - - - - -

13 - - + + - - - - -

14 - - - - + - - - -

15 - - - - + - - - Shigella sonnei

16 - - + + - - - - -

17 + - - - - - - - -

18 - - + + - - - - -

19 + - - - - - - - -

20 - - - - + - - - -

21 - - - - + - - - Rotavirus

22 - - - - + - - - E. WE. dispar,
Giardia lamblia

23 - - - - + - - - Giardia lamblia

* Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
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Tabela 8 - Distribuicdo das categorias patogénicasEdeherichia coli Juruti, Para.
Fevereiro e junho de 2008 e julho de 2009.

(continuacao)

Pacientes) EPEC ETEC EAEC | EIEC STEC Outros agentes
Pacientes| eae| bfPA Elt| est aggR ipaH  stx;1 stx-2  Associados
24 - - - - + - - - -
25 + - - - - - - - Giardia lamblia
26 - - - - + - - - -
27 - - - - + - - - E. hE. dispar
28 - - - - + - - - E. WE. dispar
29 - - - + - - - - -
30 - - - - + - - - C. jejuni/coli**
31 + - - - - - - - -
32 - - + - - - - - Shigella flexneri,
Giardia lamblia
33 - - - + - - - - Shigella flexneri
34 - - - - + - - - -
35 - - + - - - - - -
36 - - + + - - - - -
37 - - - - + - - - -
38 - - - + - - - - -
39 - - - - - - + + -

** Campylobacter jejuni / Campylobacter coli
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4 DISCUSSAO

Segundo os dados demogréficos da populagédo estualadaioria dos
participantes atendidos eram criancas menores ded®de idade, com uma proporcao
de 54,4%. Vérios estudos em todo mundo, relatamcraacas residentes nos paises
em desenvolvimento apresentam episodios frequeleteBarréia, predominantemente,
nas populacdes de areas com precarias condi¢coefesinvolvimento humano e
criangas menores de 5 anos de idade (Black, 1998aM. Silva, 2002; Facanha &
Pinheiro, 2005; Cesario & Neto, 2006; Louligt al, 2008). Quanto ao sexo, 0
percentual de homens e mulheres n&o teve difesegigdicativa.

O acesso a bens e servicos basicos depende quesexclusivamente,
do nivel de rendimento salaratingido pelas familias. Portanto, para medir deel e
bem estar € preciso conhecer seu rendimento econdso Brasil, quase metade das
familias (49,4%) vivia com rendimenfmer capitainferior a um salario minimo (R$
465,00) em 2008 (BRASIL, 2009). Segundo, Satal (2002), a renda tem influéncia
direta nas condicdes de vida e de sobrevivéncia pgssoas, principalmente da
populacao infantil, uma vez que dela depende csace@®ducacao, ao servigo de saude
de qualidade, e a condi¢cdes adequadas de vidar®delia. Neste estudo, a maioria
dos individuos atendidos relatou renda familiar 1d2 salarios minimos (44,8%),
seguida da menor que um salario minimo (33,7%)erghado-se que quanto maior o
namero de co-habitantes, menor foi a renda memnsaihdividuos daquele domicilio.

E importante ressaltar que um elevado nimercedsoas vivendo numa
mesma residéncia, com situacao socio-econdmicawesdivel, e limitado acesso a rede
de servicos publicos de saude e educacional adesugeopicia a aquisicdo de

doencas, especialmente a diarréia aguda.
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De janeiro a maio costuma ser o periodo do an@ mlaUvVOSO no
municipio de Juruti. Em relacdo ao numero de ep&témenos detectados, ndo teve
diferenca significante entre os meses de coletaadasstras, sendo que o més de
fevereiro apresentou um pouco mais de enteropatdgemuando comparado com 0s
meses de junho e julho. De acordo com o estudondalet al (2003), o aumento do
indice de contaminacéo bacterioldgica de aguasodespdo lencol freatico superficial
estda associada com as chuvas e a piora da qualiiadegua estaria associada ao
escoamento das aguas da chuva carreando excretasdsie de animais e 0 uso dessa
agua nao tratada aumenta a frequéncia de diaméigeriodo chuvoso. No tocante a
maior frequéncia de enteropatdgenos nos casos afeidi aguda, varios estudos
relataram que o pico das infeccdes bacterianagasif@ias € mais predominante no
verdo ou durante os meses quentes e o pico dascdefe porRotavirusocorre
principalmente durante os meses de outono e in@&@adrigueset al, 2002; Souzat
al., 2002; Nguyeret al, 2005; Al-Gallast al, 2007; Jafaret al, 2008; Louliziet al.,

2008).

De acordo com dados do Monitoramento das doahga®icas agudas —
MDDA, no Brasil durante o periodo 2000 a 2010 forastificados 24.921,06 casos de
doencas diarréicas agudas. Sendo que em 2008raisd de incidéncia aumentou na
Regido Norte e, o Estado do Para notificou de foasw@endente, nos anos de 2000 a
2008, 977.355 casos de diarréia. Com relacdo déncia da DDA por faixa etéria, o
ano de 2006 apresentou as maiores estimativas:rrderibano (140 por 1000), entre 1
e 4 anos (75 por 1000), entre 5 e 9 anos (24 fd)X®maior de 10 anos (10 por 1000),
(BRASIL, 2010). No presente estudo, os casos destheaguda foram representados na

sua grande maioria (49,4%) por criancas menore&Odanos de idade, estando de
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acordo com os dados do MDDA, onde a maior fregaédas DDA, ainda continua
sendo representada pelas criancas de pouca idadé&oEaleza no Estado do Ceara,
Facanha & Pinheiro (2005) identificaram em numeabsolutos, 489.069 casos de
diarréia no periodo de 1996 a 2001, sendo a fatksiaede 1-4 anos a mais

acometidada, seguida pela menor de um ano de idade.

E importante salientar que as criangas, principatlenas menores de 6
meses de idade, por sua fragilidade biol6gica,s@oupo mais vulneravel, tanto ao
adoecimento por diarréia quanto ao agravamento dengd que determina a

hospitalizacao (Vanderlei al, 2003).

A frequéncia dos casos positivos do grupo dieor§r6,6%) (118/154)
foi bem maior do que no grupo controle (23,4%) 188). Esses resultados confirmam
a importancia dos patdgenos entéricos como impertagentes da doenca diarréica
aguda. As infec¢cBes causadas por um unico entéggrad (75,4%) foram superiores
quando comparadas com as infeccoes mistas (24 &ébhpdos semelhantes foram
encontrados por Prags al (1997) e Al-Gallagt al (2007), onde a frequéncia de mono

- infecgdes foi superior as infec¢des de etiologista.

O grande percentual de enteropatogenos idemtdfgcaos pacientes com
diarréia aguda (76,8%), principalmente em criamgataixa etaria de 1-9 anos de idade,
foi similar aos resultados de Souet al. (2002), que encontraram 60 e 80% de
enteropatégenos em criancas com diarréia. E impertaessaltar que a maior
ocorréncia de enteropatdogenos, responsavel petos ca doenca diarréica aguda nas
criancas atendidas no presente estudo, estavaaEsaom as precarias condi¢cdes de

moradia e de saneamento basico. Segundo Toporaiskil (1999), em areas
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insalubres, os enteropatdgenos séo identificadesgnapos controles em propor¢cdes

que variam de 25 a 45%, portanto, superiores atraga no presente estudo (23,2%).

A amebiase € globalmente disseminada e atinge @8%opulacéo
mundial, sendo que B&. histolyticaé responsavel pela terceira causa de morte por
doencas parasitarias (Alla & Ravdin, 2002; Paniagual, 2007). Neste estud.
histolytica/E. disparfoi o agente mais frequente nos pacientes com éaaguda
(26%). Os dados de outros estudos mostraram rdsslt@m superiores ao encontrado
no presente trabalho, com uma frequéncia de 356%%% e 70,3% dos casos He
histolytica/E. dispardentificados (Oselkt al, 2003; Tinuadet al, 2006 e Paniaguet

al., 2007).

Um estudo realizado no Cairo com pacientes deukatdsio de 9 a 60
anos de idade, foi identificada uma forte assooiagE. histolyticacom os episédios
de diarréia aguda (57,1%) quando comparados adsolEmn(21,4%) (Alla & Ravdin,
2002), resultados semelhantes foram observados Hamue et al. (2009), em
Bangladesh. Segundo Elamreeinal. (2008), E. histolytica/E. disparffoi o segundo
enteropatdgeno mais comum nos pacientes com diageida (15%), e estava presente
em 18% das criancas com idade escolar em Gazad®lettal, 2000). As infeccbes
por parasitos intestinais € um problema de saudikcplem criancas com idade escolar
na Arabia Saudita (Patel & Khandekar, 2006), ondstram aE. histolytica/E. dispar
como o0 agente mais prevalente. Estes achados dearoresimportancia deste parasita
nos casos diarréicos, portanto € fundamental diéeeE. histolyticade E. disparpara

elucidar a real participacdo #a histolyticana doenca diarréica.

A Shigellaspp foi o enteropatdgeno bacteriano mais frequentgrupo

diarréico (15,7%), e nenhum caso foi isolado nggrcontrole, mostrando a relevancia
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deste enteropatdégeno nos casos de diarréia agudgiéia. Toporovsket al (1999) e
Nguyen et al. (2006), também néo isolaram esta bactéoa individuos do grupo
controle e segundo Hiest al. (2007),Shigellafoi a agente bacteriano mais importante
associado com a diarréia em Hanoi no Vietnam, aléserum importante patégeno de
diarréia aguda no Iran. Em um estudo realizado ehrah,Shigellaspp foi a bactéria
patogénica mais frequente (42%) nos pacientes ¢ame aguda, principalmente em
criancas com até 14 anos de idade, sen&o ffexnerio agente mais predominante,
seguido des. sonne{Jafariet al, 2008). Resultados semelhantes foram encontramlos
presente estudo, bem como por outros autores r@giennternacionais (Kotlot al.,
1999; Toporovsket al, 1999; Tjaniacet al, 2003; Elamreest al, 2008). Os pacientes
acometidos de shigelose neste estudo, apresendsaedia acompanhada de nauseas e

vomitos, confirmando a importancia desta bactégmaasos mais severos de diarréia.

A Giardia lambliafoi o terceiro agente mais comum nos pacientes com
diarréia aguda (13,3%) e o mais frequente nos iddos do grupo controle (8%).
Segundo Paniaguat al (2007), aGiardia lamblia € um protozoario que causa
infecgBes sintomaticas principalmente em criancasares de 12 anos de idade. Neste
trabalho, este agente apresentou uma frequén@8%eno grupo diarréico e 20% nos
controles, sendo que nenhum dos individuos do gcoptrole teve algum sintoma de
doenca. No trabalho realizado por Vegal (2000) na cidade do MéxicoG lamblia

foi o protozoario mais frequente (29,9%) nos paeien

A Giardia lamblia tem sido associada com episédios diarréicos em
inquéritos epidemiologicos, apesar de ndao ser unporitante causa de diarréia em
criancas (Schanaait al, 2003). No trabalho desenvolvido por Newnadral (2001),

com criancas do nordeste brasileiro, foi constatstnhaver diferenca significativa na
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frequéncia deG. lamblia entre os pacientes com diarréia aguda e controlpseea
infeccdo por este agente foi comum nas criancagagingdas no grupo controle, tal
achado pode explicar a grande ocorréncia desteeagem grupo controle do presente
trabalho. No estudo realizado por Shuleial (2000), aGiardia lambliafoi o parasito
mais frequentemente detectado em criancas, paricahte na faixa de 6-7 anos de
idade, resultado semelhante foi achado neste estudte a maior frequéncia deste

agente estava em criancas de 1-9 anos de idade.

Vérios estudos feitos em paises desenvolvidos éesenvolvimento tém
mostrado a importancia d€ampylobacterspp como causa bacteriana comum de
doenca gastrointestinal (Wangt al, 2008). Neste estudo a prevaléncia de
Campylobacter jejuni e &oli nos pacientes com diarréia aguda foi de 4,7% e h@®o
controles, sendo mais frequente em criancas merdge40 anos de idade. Esta
proporcéao ficou bem abaixo quando comparada com®phaises em desenvolvimento
onde a prevaléncia de infeccdo @ampylobactespp ficou bem acima entre criangas
com diarréia aguda: Uganda e Zimbabwe (9,3%), EM8%), Kenia (11%) e
Tanzania (18%) (Mshanet al, 2009). Foi reportado por Adekunét al, (2009), o
aparecimento deCampylobacterspp em criancas sem diarréia nos paises poucos

desenvolvidos.

Em geral, a infeccdo poiCampylobacter spp nos paises em
desenvolvimento é alta em criancas menores de § dmadade, quando comparado
com as maiores que esta idade, (Puthuchetagy, 1994; Bogeet al, 2004; Wanget
al., 2008; Yanget al, 2008; Adekunlet al, 2009; Mshanat al.,, 2009). Por outro lado,

na maioria dos paises desenvolvidos, as infecc@esCpampylobacterspp esta
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associada com duas faixas de idade, o primeiroriamcas menores de 5 anos de idade

e 0 segundo, em adultos jovens de 15-19 anos (&aga 2004).

Segundo Wanget al (2008), Campylobacterspp é frequentemente
isolado junto com outros enteropatdogenos, nos p@seom diarréia aguda em paises
pouco desenvolvidos. No presente estudo, forantideles 8 casos de coinfeccbes de
Campylobacter jejunie C. coli com outros enteropatdégenos, estes achados foram
superiores aos encontrados por Wahgl (2008), que identificaram 3 coinfec¢cbes de

Campylobactesppcom outros enteropatdgenos.

No presente trabalh&ampylobacter jejune C. coli foram as Unicas
espécies pesquisadas. Em um estudo realizado desterde TaiwarCampylobacter
jejuni e C. coli foram as uUnicas espécies isoladas de espécimes,f€25,1% e 4,9%
respectivamente). Estes achados assemelharam-se ootnms estudos, em que
Campylobacter jejuné C. coli foram as Unicas espécies encontradas com progodede
85,8% e 76,2% no Iran e 14,2% e 17,2% na Frangpecdvamente (Yanegt al,
2008). Com estes achados pode-se inferir Qugejuni e C. coli sdo as principais

espécies envolvidas com os casos de diarréia.

A Salmonellafoi isolada em apenas um paciente menor de 10 @mos
idade com diarréia aguda, ndo sendo detectadaupo gontrole. Segundo Toporovski
et al (1999), o isolamento dgalmonellaspp durante os eventos diarréicos nos estudos
latinos americanos tem sido estimado entre 0,5%baatexemplo do verificado na
atual pesquisa e nos trabalhos de Sheikh & Asg@001), Souzeet al, (2002) e
Johargyet al (2010). Por outro lado, estes dados néo estaoatelo com Santacst al
(2005), onde &almonellafoi 0 agente mais importante de diarréia aguda eamgas

menores de 5 anos de idade em Salvador (Bahia)necoen Bogaet al (2004),
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Paniagueet al (2007) e Jafaret al. (2008), onde a prevaléncia 8almonellaspp foi
alta com 21,1%, 52,6% e 13,8% respectivamente. €amtoi constatado uma alta
prevaléncia d&almonellaspp nos paises desenvolvidos, Estados Unidos (82falia

(18,5%), (Jafaret al,, 2008).

No presente trabalhderomonas hydrophiléoi detectada em um caso
diarréico e outro no controlefe sobrianum caso diarréico. O papel Aeromonaspp
como agente significante da doenca diarréica goslmanece controverso (Albest
al., 1999; Ghenghestt al, 2001; Haqueet al, 2003). Estes organismos tém sido
epidemiologicamente associado com a diarréia agandariancas e adultos por alguns
estudos (Alberet al, 1999; Ghenghesdt al, 2001) e aAeromonas hydrophilavem
sendo a espécie mais comumente isolada a parthigdas frescas e aguas de rede

publica (Ghenghest al, 2001).

A presenca d®otavirusfoi verificada em 2,8% (6 casos) dos pacientes
diarréicos, sendo 5 casos em criancas menoresades9de idade, um na faixa de 20 a
29 anos, e um no grupo controle (1 a 9 anos). Gonressaltar que 4 casos de
Rotavirusocorreram em criancas abaixo de 5 anos de idashelosque duas eram
menores de 1 ano. Esta baixa proporcdo de positigidoode ser explicada pelo
pequeno numero de amostras de criancas menoresde de idade (um total de 18
amostras e 9 casos com diarréia), em virtude dadim¢do da vacina contraRwtavirus
em marco de 2006, no calendario oficial de vacioag&ntil brasileiro.

Em 2006 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)pmeadou a
inclusdo da vacina contrRotavirus no calendario dos programas de imunizacéo
nacional dos paises da América e Europa, e em @ddr#009 a OMS estendeu esta

recomendacéao para todas as regides do mundo (Rabkiha2010). Varios estudos, em
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todo o mundo tém sido desenvolvidos com o objedw@valiar a eficacia desta vacina.
Por exemplo, a eficacia da vacina monovalentdRd&viruscontra a diarréia aguda
severa foi de 83% na Europa, 72% na América Latif8% na Africa do Sul;

similarmente, nos Estados Unidos e na Filandisa@na pentavalente preveniu 98%

das infeccdes severas Rwotavirus(Palmaet al, 2010).

No Brasil e em El Salvador, a eficacia da vaecmanovalente contra a
diarréia severa foi de 85 e 83% em criancas débraeses, declinando para 69 e 59%
em criancas maiores de 12 anos de idade (Coete#d, 2010; Palmeet al, 2010).
Outro impacto que a vacina trousse foi a reducao vilsitas aos departamentos de
emergéncia e das internacdes por gastroentergeciosa que tém associagdo com o
virus, na faixa etaria de menores de 5 anos (Veskal, 2006; Linharet al, 2008;

Palmaet al, 2010; Tatest al, 2009).

Em relacdo as infeccbes de etiologia mista de tébas
enteropatogénicas, 0 padrdao predominante envolvewg@ntes potencialmente
patogénicos por caso, sendo 31 associacbes no dranpéico e 6 no grupo controle.
Situacdes similares foram observadas por difereategres que encontraram maior
namero de associacdes no grupo diarréico e o pgmheédpminante de co-infeccéo
envolveu 2 patdégenos (Soueh al, 2002; Bogaet al, 2004; Orlandiet al, 2006;

Paniaguaet al, 2007; Jafaret al,, 2008).

As Escherichia colidiarreiogénicas séao reconhecidas como patégenos de
etiologia emergente, como causa de diarréia nadrdaespecialmente nos paises em
desenvolvimento, sendo que o significado epidergioty de cada um dos tipos He
coli patogénicas na diarréia infantil varia muito corérea geografica (Nguyest al,

2006; Paniaguet al, 2007). A proporgcédo deéscherichia colidiarreiogénicas isoladas
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no grupo diarréico foi 12,8% (maior que a dos aiagentes bacterianos neste grupo),
contra 5,7% no grupo controle. Dos 39 patotiposEdeoli patogénicas isoladas, 25

estavam presentes em criancas menores de 10 anddadie Estes dados sé&o

ssemelhantes aos observados por Sheikh & Asscdlil}2 Nguyenet al (2006) e

Samalet al. (2008).

No estudo conduzido por Al-Gallagt al (2007), as E. coli
diarreiogénicas foram observadas nas criancas dps tas faixas etarias no grupo
diarréico, com tendéncia ao aumento nas criancésl@eanos de idade e naquelas com

1-2 anos de idade.

Nos pacientes com diarréia aguda, ETEC teve & aita frequéncia,
seguido de EAEC e EPEC, no entanto, estes patotipds. coli ndo estiveram
estatisticamente associadas ao grupo diarréicplmmando com os achados de Bueris
et al (2007), onde a prevaléncia dos tiposEdeoli identificados na Bahia, ndo foram
significantemente diferentes entre os individuogydgo diarréico e controle. Porém
estes achados diferiram com a maioria dos est@hsgue a frequéncia d&s coli
diarreiogénicas nos pacientes com diarréia aguare superior, comparando-se com
os individuos sem diarréia (Nguyehal, 2005; Rappellet al, 2005; Orlandet al,

2006; Paniaguat al, 2007; Hieret al, 2007).

No México e em outros paises em desenvolvim@&I&C € a categoria
mais prevalente dds. coli diarreiogénicas. Esta bactéria € considerada uroriamte
patogeno de diarréia na infancia, especialmentantieiros primeiros 6 meses de vida,
aonde as taxas de isolamento variam de 10 a 3@%leetn € responsavel pela maioria
dos episodios de gastroenterites entre os viajéNtpsyenet al, 2006; Paniaguet al,

2007). Neste estudo, a presenca de ETEC no grapeido foi de 7,2% e de 1,2% no
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grupo controle. Este achado foi semelhante, aongramo por Nguyeret al. (2006).
Entretanto na maioria dos estudos, a ETEC é fort@ressociada com 0s pacientes do
grupo diarréico (Haquet al, 2003; Rappellet al., 2005; Hieret al, 2007; Paniaguet

al., 2007; Al-Gallaset al,, 2007).

Dois estudos realizados em criangcas com dianm&sadiversas areas de
Salvador (Bahia), a ETEC foi B. coli patogénica mais importante relacionada com
diarréia infantil, apresentando uma propor¢cdo d& X6 7,5% dos isolados nestes

respectivos estudos. (Torniepoethal, 1995; Franzoliret al, 2005).

No presente trabalho, foi encontrada uma baigqui&ncia deE. coli
enteropatogénica nos pacientes com diarréia agdda@o) e nos controles foi
identificada uma proporcéo de 2,3%. Este resultadsemelhante ao encontrado por
Hien et al (2007), que apesar de EPEC ter sido mais frequeog casos (2,8%) que
nos controles (0,8%), ndo apresentou associacatisasamente significante com a
diarréia. Entretanto, estes achados diferiram dms/&studos, que apontam a EPEC
como um dos principais enteropatégenos respongmlets episédios pediatricos de
diarréia, especialmente nos paises pouco desedws)vonde as condi¢cdes sanitarias
ainda sao muito precarias, como as encontradasgiaor do municipio de Juruti
(Gunzburget al, 1995; Dulgueet al, 2003; Alikhaniet al, 2006; Orlandet al, 2006;

Nguyenet al, 2006; Paniaguet al, 2007; Ochoat al, 2008).

A E. coli enteropatogénica ndo € comum nos paises desatoslypor
apresentarem por exemplo, as melhores condicosangmmento basico. No Estado de
Séao Paulo, a EPEC foi um dos principais agentesgpaicos observados em criancas

entretanto, algumas evidéncias sugerem que estéribando € muito frequente em
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areas rurais e/ou cidades menores (Schetaek, 2003), o que talvez possa explicar a

baixa frequéncia encontrada no local deste estudo.

Nos individuos do grupo controle, a EAEC foi éegaria mais frequente
(9,2%), seqguido de EPEC, com 2,3%. Estes resulfadas semelhantes ao de Nguyen
et al (2006), onde a EAEC foi a bactéria mais frequawte controles (7,2%), seguido
da EPEC (4,4%). A EAEC tem sido cada vez mais teecda, como um importante
patdgeno entérico emergente, amplamente distriteridéodo o mundo (Okelket al,
2003; Huanget al, 2007); mas alguns trabalhos ainda divergem esocas a EAEC
com a diarréia aguda, por outro lado, muitos estigsi@erem uma forte associagédo
desta bactéria com a diarréia persistent®4( dias), (Alberet al, 1999; Nguyeret al,

2005; Buerist al, 2007).

A EAEC tem sido reportada como um dos principajientes etioldgicos
da diarréia dos viajantes e um dos mais importaagestes de diarréia nos pacientes
imunocomprometidos (Nguyest al, 2005; Nataret al, 2006; Huanget al, 2007). Na
Africa Subsariana, a EAEC é endémica entre criadeasro das comunidades e esta
significantemente associada com os sintomas daé@iafRappelliet al, 2005). Em
Baltimore e em New Haven, a EAEC foi implicada coanprincipal causa bacteriana
de diarréia nos pacientes de todas as idades (Nettaal, 2006). Dentre a&. coli
patogénicas, a EAEC foi a mais prevalente na Taazéesponsavel por 14,6% de

todos os casos de diarréia em criangas de atéssdandade (Moyet al, 2007).

Em um estudo realizado no Rio de Janeiro, sofiegaéncia dak. coli
diarreiogénicas isoladas de criancas com e seme@daEAEC foi a categoria mais

frequente, contando com 14,6% dos isolados noemas com diarréia aguda e com



94

11,1% nos controles, sugerindo que a EAEC tem upelppotencial, como um

patdgeno entérico na comunidade investigada (Maigih, 2004).

No presente estudo B coli enteroinvasora foi isolada em apenas 1
paciente portador de diarréia aguda. Esse dadmfmordante com outros trabalhos da
literatura, que estimam, para o0s paises em des@merito, inclusive no Brasil,
isolamento desse agente em propor¢des que varidi®odeno maximo 7% dos casos
(Tornieporthet al, 1995; Toporovsket al, 1999; Franzoliret al, 2005; Nguyeret al.,

2006; Paniaguat al, 2007; Al-Gallaset al, 2007).

Escherichia coliprodutora da toxina de Shiga (STEC) é largamente
distribuida no mundo, e € uma das bactérias maigiaas nos Estados Unidos,
causando neste pais, mais de 73.000 episodio®id@srtodo ano (Paniagw al,
2007). Nao foi detectada em nenhum paciente doogdigrréico no presente trabalho,
porém foi identificada em um paciente do grupo e} resultados semelhantes foram
observados poFoporovskiet al (1999) e Paniaguat al (2007).Este patotipo tem sido
recentemente descrito como um patégeno emergentedeno mundo (Paniagu al,
2007), entretanto no Iran a STEC é uma das mai®riates causas de diarréia,

responséavel por 44,7% dos isolados diarréicosr{Jztfal, 2008).

No Brasil, infeccdes por STEC tém sido associgmaxipalmente aos
casos esporadicos de diarréia ndo sanguinolentiyt@rmente em criancas (Gugh
al., 2005). Ela é frequentemente detectada nos dom@nem reservatorios animais no
Brasil e em outros paises da América Latina, s¢gdtentificados varios sorotipos em
animais, associados com a doenca diarréica huniana €t al, 2004; Basto®t al,

2006; Buerist al, 2007).
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Neste estudo, ds. coli diarreiogénicas estiveram associadas com mais
outro potencial patdogeno entérico, em 15 situag@®sdo grupo diarréico e 5 de
controles). Destas, 9 estiveram associadas consifmes;a5 comShigellaspp, 1 com
Campylobacter jejuricoli e 1 comRotavirus Nos trabalhos desenvolvidos por Albefrt
al. (1995) e Bueriet al (2007), encontaram, respectivamente, 19,7% e%3218s
pacientes com diarréia colonizados cdn coli diarreiogénicas associado catro
enteropatogeno, sendo que estas infeccbes misheer@s estatisticamente associadas
ao grupo diarréico, quando comparado com o grupirale, nesses dois trabalhos

citados.

Em relagdo as toxinas produzidas por ETEC, Sriguasitivas para ST,
4 para LT e ST e 3 pata LT. Estes dados diferirammeaioria dos estudos, onde a
frequéncia da ETEC produtora da toxina LT sozinhauperior as variedades das
toxinas ST e LT juntas e ST sozinha (Abuxapsal, 1994; Jiangt al, 2000; Nguyen
et al, 2005; Franzoliret al, 2005; Rappellet al, 2005; Nguyeret al, 2006; Buerist
al., 2007). Segundo Abuxapget al (1994) e Albertet al. (1999), somente ETEC
produtora de ST sozinha e LT e ST juntas, estiverssociadas com diarréia, visto que
as ETEC LT positivas foram encontradas com grangiguéncia nos individuos sem

diarréia, em varias partes do mundo.

Por muitos anos a EPEC tipicaée bfpA) foi considerada a principal
causa de diarréia infantil nos paises em desemmehto, inclusive no Brasil e
considerada rara nos paises desenvolvidos. Entretiados recentes tém mostrado que
a EPEC atipica estd sendo mais frequente que eatipanto nos paises em
desenvolvimento, quanto nos desenvolvidos, alénesté sendo significantemente

associada com a doenca diarréica (Aragtdal, 2007; Ochoat al, 2008).
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No presente estudo foi identificado apenas umo dasEPEC tipica. A
baixa frequéncia deste patotipo tem sido verifigaalaoutros autoreso Brasil (Gomes
et al, 2004; Franzoliret al., 2005; Arandat al, 2007; Buerigt al, 2007) e em outros
paises (Brownet al, 2004; Rappellet al, 2005; Nguyeret al, 2006; Ochoat al,
2008). Varios fatores podem estar contribuindo pabaixa frequéncia de EPEC tipica,
como a melhoria das condi¢cdes de saneamento baséthoria da qualidade da agua
publica, controle mais eficiente das infeccdes talspes e o incentivo mais frequente
do governo, para a adocédo do aleitamento matenis,gste ato é altamente protetor
contra as infeccbes intestinais, desde que o fed&erno € extremamente rico em

anticorpos contra patégenos entéricos.

Em um estudo etioldgico de diarréia aguda comncas menores de 2
anos de idade de diferentes regides do Brasile&glet al. (2002) mostraram que as
E. coli diarreiogénicas tém um papel importante, como cagsaloencas entéricas.
Entretanto, estes patdégenos sdo provavelmente tendegss, devido aos métodos

inapropriados de diagnéstico usados na praticacalin

A identificacdo da&. coli diarreiogénicas, requer a deteccao dos fatores
de viruléncia, que determinam a infectividade exéctdade para as células hospedeiras,
visto que, as caracteristicas desses fatores diéniia sdo suficientes para identificar
as 5 categorias patogénicasklecoli- ETEC, EPEC, EIEC, STEC e EAEC (Kimath
al., 2005). Varios trabalhos foram realizados comso da PCR multiplex, para a
deteccdo dos varios genes responsaveis pela \dralée amostras dé&. coli
patogénicas (Pasdt al, 2000; Saucedset al, 2003; Tomeet al, 2003; Arandaet al,
2004; Vidalet al, 2004; Kimataet al, 2005; Nguyeret al, 2005; Vidalet al, 2005;

Miller et al, 2006). Entretanto, a maioria desses trabalhmpserea mais de um ensaio
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de multiplex, para identificar todas as categoriles E. coli diarreiogénicas ou
apresentaram algumas limitacbes na especificidadsplucdo dos fragmentos
amplificados em gel de agarose, amplificacbes swfipas e dificuldade em
diferenciar todos os tipos de coli patogénicas, devido a similaridade do tamanho dos

fragmentos de DNA.

Contudo, Aranda&t al (2007), desenvolveram um sistema de multiplex
que permitia detectar simultaneamente numa Unagice todas as categoriaskecoli
diarreiogénicas, excluindo todos os problemas c#adnteriormente pelos outros
autores. Com base neste estudo, foi realizado sepe trabalho, através da execucao
do ensaio PCR multiplex que permitiu identificar genes de viruléncia dds. coli
patogénicas, com intuito de fornecer resultadoglodp confidveis e com reducéo de

tempo.

No ensaio da PCR multiplex, conseguiu-se amaplifibdos os alvos
moleculares, porém a amplificacdo do geae (maior produto de PCR, com 917 pb),
foi dificultada apresentando uma resolucdo fracapdoduto amplificado, quando
visualizado em gel de agarose. Esta dificuldadandglificar o alvoeaepossivelmente
esteve relacionada ao fato deste fragmento apegsennaior produto de PCR, mas
talvez também, pelo fato de nao ter sito utilizadsste ensaio, umdaq DNA
polimerase especifica para o desenvolvimento ddipted. Ndo foram utilizados
adjuvantes de PCR nos ensaios da PCR multiplexndegHenegariet al. (1997) a

introducé&o dos mesmos, traz resultados conflitamtseta variante de PCR.

O presente estudo obteve um grande successa&ordesenvolvimento
dos ensaios da PCR multiplex, tornando possivael@ificacdo dos alvos moleculares,

sem o aparecimento de amplificacfes inespecificesbeeposicdes, como observado



98

nos trabalhos de Arandat al (2004; 2007). O fato do sistema da PCR multiplex
realizado neste trabalho, ter conseguido amplificdas as categorias patogénicas de
Escherichia colifoi um grande avanco, no sentido de economia agdee menor

custo, especialmente por utilizar uifeg DNA polimerase mais barata.
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5 CONCLUSOES

Vi.

Vil.

viii.

As amostras positivas para enteropatdgenos fortatisisamente associada aos

casos de diarréia aguda< 0,0001), quando comparada com o grupo controle.

A maior frequéncia das amostras positivas parar@paedgenos ocorreu na
faixa etaria de 1-9 anos de idade, e quanto ao, sesta frequéncia foi

ligeiramente superior no feminino quando compaeasexo masculino.

Com relacéo a distribuicdo temporal das amostragiyes, ndo houve diferenca
significativa entre o periodo chuvoso de coletavgffeiro) e o periodo de

estiagem (junho e julho).

Em relacdo aos casos de diarréia aguda, a granidearfai representada por
criangas menores de 10 anos de idade e quantoxaprs® houve diferenca

significante.

A maioria dos casos positivos para enteropatégdnosrepresentada por

infeccdes por um Unico enteropatdgeno (75,4%).

Neste trabalho, &. histolytica/E. dispae Shigellaspp foram encontrados na
maioria dos casos diarréicos (26% e 15,7%) e npogaontrole, aGiardia

lamblia foi o agente mais frequente (8,0%).

Os enteropatégenos bacterianos foram isolados deaéigntes com diarréia
aguda (40,2%), sendo representados por 37 casodededes por um Unico

enteropatdgeno e 31 casos de infec¢des de etigtogia.

A Shigellaspp foi o Unico enteropatdogeno bacteriano assoc@docasos de

diarréia agudap(= 0,0028)
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XV.

XVi.
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Foi identificada apenas uma amostra positiva abmonella(S. Panama),
mostrando a baixa ocorréncia desta bactéria nass ades diarréia aguda em
Juruti-PA, inclusive a auséncia do sorovar S. Typbgente da febre tiféide).

Foi observada uma baixa ocorréncia Rlgtavirus(2,8%), nos pacientes com
diarréia aguda, a maioria em criancas menoresat®® de idade (1,9%).

Com relacdo as categorias #e coli diarreiogénicas identificadas, a ETEC
(7,2%) foi a categoria mais frequente nos pacseoten diarréia aguda, seguido
de EAEC (5,9%). No grupo controle a EAEC (9,2%)danais prevalente.

Foram detectados neste estudo, 24 casos de mecgbes porE. coli
patogénicas e 15 casos de infec¢des de etiologita,nsiendo a associacédo de
EAEC + parasito (5/15), a mais comum.

Das 8 E. coli enteropatogénicas (EPEGientificadas, apenas uma foi
caracterizada como EPEC tipica.

O sistema da PCR multiplex mostrou-se uma ferraanentportante na
identificacdo rapida das categoriasklecoli patogénicas, podendo ser utilizado
rotineiramente no diagndstico molecular dessasgoets em substituicdo da
PCR convencional.

A alta frequéncia deE. histolytica/E. dispan26%) e deGiardia lamblia
(13,3%), principalmente entre as criangas com @mraguda demonstra um
importante problema de saude publica no municipiduduti.

O presente estudo mostra a importancia dos entéggres bacterianos,
parasitarios e dRotavirusnos casos de diarréia aguda no municipio de Juruti
fornecendo subsidios importantes as medidas demgéo e controle da doenca

diarréica na regiao.
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