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RESUMO

A gastroenterite aguda pode ser a principal causa de morte em recém-
nascidos e criancas em varios paises, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Esta patologia esta associada a infec¢des por diferentes tipos de
microrganismos sendo as bactérias e o0s virus entéricos os principais envolvidos. No
Distrito Federal, no de periodo de 2000 a 2011, ocorreram 587 6bitos decorrentes de
gastroenterite e diarreia. O objetivo desse estudo foi analisar a frequéncia de
resultados positivos de bactérias causadoras de gastroenterite no Distrito Federal. A
analise foi realizada através do banco de dados das coproculturas positivas entre o
periodo de Julho de 2012 a Julho de 2014 de pacientes atendidos na rede privada
de saude. Foram observados 52 resultados positivos no total de 12.715 andlises de
coprocultura apontando a presenca de bactéria patogénica em pacientes do Distrito
Federal, ocorrendo contaminacdes por Salmonella sp. e E. coli. Nesse trabalho nao
foi identificado a presenca de Shigella sp, apesar das coproculturas realizadas terem
sido processadas para a identificacdo dessa espécie. Percebeu-se uma baixa
frequéncia de resultados positivos considerando o total de amostras analisadas. A
contaminacdo por faixa de idade mostrou ser significativa estatisticamente,
principalmente por Salmonella sp. Apesar da baixa contaminagao por E. coli 0157
nao se descarta a possibilidade de futuras contaminacdées com esta cepa bacteriana,
principalmente quando relacionada a surtos alimentares. Concluimos que as
principais bactérias causadoras de gastroenterite no Distrito Federal foram

Salmonella e E. coli e esta ultima foi predominante entre os dados analisados.

Palavras-chave: Gastroenterite, coprocultura, E.coli, Salmonella sp.




ABSTRACT

The acute gastroenteritis can be the leading cause of death in infants and
children in many countries, especially in developing countries. This condition is
associated with infections by different types of microorganisms, bacteria and enteric
viruses are primarily involved. In the Distrito Federal, in the period from 2000 to 2011,
587 deaths from gastroenteritis and diarrhea occurred. The aim of this study was to
analyze the incidence of positive results of the bacteria causing gastroenteritis in the
Distrito Federal. The analysis was performed using the database of positive stool
cultures between the period July 2012 to July 2014 from patients attending in private
health. 52 positive results were observed in a total of 12 715 stool culture analysis
pointing to the presence of pathogenic bacteria in patients in the Distrito Federal,
occurring contamination by Salmonella sp. and E. coli. In this study the presence of
Shigella sp was not identified, despite stool cultures performed were processed for
identification of this species. This study perceived a low frequency of positive results
considering the total samples analyzed. Contamination by age was statistically
significant, especially by Salmonella sp. Despite the low contamination by E. coli
0157 does not rule out the possibility of future contamination with this bacterial
strain, especially when related to food borne outbreaks. We conclude that the
principal bacterial gastroenteritis in the Distrito Federal were Salmonella and E. coli,

and the latter predominated among the analyzed data.

Keywords: gastroenteritis, stool culture, E.coli, Salmonella sp.




LISTA DE ABREVIATURAS

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
CPS ID 3- Meio Cromogénico

DAEC - E. coli difusamente aderente

E. coli - Escherichia coli

EAEC - E. coli enteroagregativa

EHEC - E. coli enterohemorragica

EIEC - E. coli enteroinvasiva

EPEC - E. coli enteropatogénica

ETEC - E. coli enterotoxigénica

gene eae - gene E. coli attachment effacement
GN - Gram Negativo

H,S - sulfeto de hidrogénio

IAL - Pessoa e Silva ou meio de Rugai modificado
LEE - Locus of enterocyte effacement

MH - Mueller Hinton

mL - Mililitro

MRNA’s - RNA’s mensageiros

Multiplex RT-PCR - reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa

multiplex
NaCl - Cloreto de Sédio
PCR - reacao em cadeia de polimerase

gPCR - reacdo em cadeia da polimerase quantitativa

RT-PCR - reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa

S. boydii —Shigella boydii

S. dysenteriae - Shigella dysenteriae
S. flexneri — Shigella flexneri

S. paratyphi - Salmonella

S. sonnei — Shigella sonnei

S. typhi — Salmonella typhi

SD1 - tipo 1 de Shigella dysenteriae

SHU - sindrome hemolitico-urémica




SPPS - Statistical Package for the Social Sciences
SS - Salmonella e Shigella

STEC - E.coli Shiga-toxinogénica

Stx - toxina shiga

Stx1 - toxina shiga 1

Stx2 - toxina shiga 2

Tir - translocado da intimina

TSA - teste de sensibilidade aos antimicrobianos
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1 INTRODUCAO

1.1 Etiologia da gastroenterite

A gastroenterite aguda € um problema mundial e pode ser a principal causa
de morte em recém-nascidos e criangas em varios paises, especialmente nos paises
em desenvolvimento (Abu elamreen et al., 2007; Hall et al., 2012). Esta patologia é
caracterizada por apresentar sintomas como: nauseas, vomitos, diarreia, febre,
cOlicas abdominais dolorosas e defecacdo frequente com sangue e muco. Isso
ocorre devido a penetracdo e destruicdo do epitélio do cdélon causada pelos
microrganismos invasores (Abu Elamreen et al., 2007; Ezeonwu et al., 2013).

O dano no epitélio do colon gera uma inflamacdo no intestino levando a
combinacdo de sintomas caracteristicos dessa doenca que pode ser considerada
aguda quando o seu tempo de duracao é menor que 14 dias e persistente quando a
duracédo supera os 14 dias. (Ezeonwu, et al., 2013; Graves, 2013).

Nos ultimos 40 anos houve um reconhecimento de mais de 20 novos agentes
causadores de gastroenterite. No entanto, ha uma dificuldade na identificacédo
destes agentes etiologicos devido a capacidade limitada dos laboratorios de
diagnéstico para detectar a gama de patdégenos, especialmente os virus (Bresee et
al., 2012). Além disso, outro problema enfrentado para a identificacdo e para a
notificacdo das gastroenterites é a auséncia de relato ou negligéncia dos sintomas
pelo paciente e a falta da procura de assisténcia médica na fase aguda da doenca
(Graves, 2013).

O alto indice de ocorréncia de gastroenterite em paises em desenvolvimento
pode ser justificado pela falta de saneamento basico e agua potavel, pois a via
comum da infeccdo por estes agentes patogénicos € através da ingestdo de
alimentos e bebidas contaminadas ou por transmissao oro-fecal (Abu Elamreen et
al., 2007; Ezeonwu et al., 2013). A agua da torneira em locais que nao possuem
uma eficiente estacéo de tratamento de agua e esgoto é sugestiva de contaminacgao
por patdgenos gastrintestinais, o que acaba sendo um importante veiculo de

transmissao (Braeye et al., 2014).
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No periodo de 1990 a 2004, 86 surtos de doencas entéricas foram associadas
com o abastecimento de agua potavel da rede publica na Unido Europeia. Nos
Estados Unidos a quantidade de surtos através de agua potavel foi de 780 no
periodo de 1971-2006 (Braeye et al., 2014). No Brasil, o caso de surto mais recente
foi no verdo do ano de 2010, na cidade de S&o Paulo, causado por norovirus.
Atribui-se a esse surto devido a alta sazonalidade desse patdgeno viral durante o
verao (Luchs et al., 2013).

1.2 Gastroenterite causada por virus

A gastroenterite aguda ocasionada por virus vem crescendo ao longo do
tempo e muitas vezes a morbidade e mortalidade dessa doenca € negligenciada
(Lee et al.,, 2013). Alguns virus ja foram descritos como causa de gastroenterite
como por exemplo, o0 norovirus, sapovirus, rotavirus, adenovirus e astrovirus
infectando individuos de todas as idades, sendo que o rotavirus, o adenovirus e 0
norovirus sao frequentemente associados a gastroenterite pediatrica (Borrows et al.,
2014; Corcoran et al., 2014).

O rotavirus é responsavel por causar 20% das mortes por diarreia em
criancas menores que 5 anos em paises em desenvolvimento. Atualmente, os
norovirus evidenciam um crescente nimero de infec¢des tornando-se a causa mais
importante de infeccdo viral gastrointestinal nessa idade, enquanto que o rotavirus
apresenta uma diminuicao significativa, principalmente em paises que introduziram a
vacinacao para este virus (Shoja et al., 2014; Chhabra et al., 2013).

A gastroenterite viral € uma doenca altamente contagiosa podendo se
disseminar rapidamente através de locais onde h& alta concentracdo de pessoas,
ambientes fechados e com elevado contato interpessoal (Conrad et al., 2013). Os
métodos moleculares tem ajudado a identificacdo rapida destes virus, reduzindo a
ocorréncia de surtos (Corcoran et al., 2014).

Os meétodos laboratoriais atuais permitem uma deteccdo simples e facil do
virus presente nas fezes diarreica do paciente. Ja para a deteccdo molecular utiliza-

se a reacao em cadeia da polimerase multiplex (Multiplex PCR), considerado um




12

método sensivel e especifico na detec¢cdo de astrovirus, rotavirus, norovirus
(genogrupos | e 1l) e o grupo F de adenovirus (sorotipos 40 e 41) (So et al., 2013).
No calendario de imunizacdo brasileiro, a vacina para o rotavirus ja foi introduzida
tornando o Brasil o primeiro pais a inserir essa vacina no calendario de imunizacéo

universal (Nakagomi et al., 2008).

1.3 Gastroenterite bacteriana

Além das gastroenterites virais, alguns agentes bacterianos altamente
patogénicos podem causar doencas graves e até mesmo a morte de criancas. Na
gastroenterite bacteriana os patdgenos frequentemente associados a essa doenca
sdo a Escherichia coli, Shigella spp, Salmonella spp, Listeria monocytogenes,
Campylobacter spp, Vibrio cholerae e a Yersinia enterocolitica (Abu elamreen et al.,
2007).

A maioria das técnicas de diagnostico por infec¢cdes bacterianas sao
tradicionais, baseadas em cultura realizada em laboratérios de microbiologia, porém,
essas técnicas tradicionais sdo mais demoradas, em compara¢do com as técnicas
moleculares, o que pode gerar um atraso na liberacdo dos resultados. A deteccao
molecular de agentes patogénicos tem demonstrado ser util na identificacdo de
bactérias podendo ser mais rapida e mais sensivel, porém o com custo mais elevado
(Koziel et al., 2013).

1.4  Gatroenterite por Shigella

A shigelose € uma doenca bacteriana aguda do intestino grosso e delgado e
pode ser causada por um grupo de bactérias Gram negativas, que sdo bacilos
anaerobios facultativos pertencentes a varias espécies como a Shigella flexneri
(grupo B, com 14 sorotipos), Shigella dysenteriae (grupo A, com 15 sorotipos),

Shigella boydii (grupo C, com 20 sorotipos), e Shigella sonnei (grupo D, com apenas
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1 sorotipo). O tipo 1 de Shigella dysenteriae (SD1) produz a toxina Shiga (Stx), que
pode causar graves epidemias e apresenta taxas de letalidade mais elevada em
comparacao aos outros sorotipos (Jeong et al., 2010; Kuo et al., 2009).

Surtos de Shigella sonnei sdo mais frequentes em paises industrializados,
enquanto que S. dysenteriae, S. boydii e S. flexneri estdo presentes em surtos de
paises em desenvolvimento. Sintomas de diarreia aquosa estdo associados
principalmente com S. sonnei e diarreia sanguinolenta sdo mais frequentes nas
outras trés espécies. Os surtos de shigelose, como 0s surtos de outros patégenos
causadores de gastroenterite tém sido associados com condicdes de falta de higiene
pessoal e ambientes com grande quantidade de pessoas, como em navios, creches
e escolas, podendo atingir niveis em larga escala quando sdo considerados os

fatores de origem alimentar (Kuo et al., 2009).

1.5 Gastroenterite causa por Salmonella

Outra espécie bacteriana relacionada as gastroenterites € a Salmonella
entérica, classificada como uma bactéria Gram negativa que apresenta uma alta
diversidade de espécies contendo mais de 2.600 sorotipos diferentes por sua
variabilidade antigénica. Essa bactéria tem uma importancia mundial relevante em
casos de doencas de origem alimentar (Gal-mor et al., 2014; Ince et al., 2012).

Dados epidemiolégicos relacionados as gastroenterites causadas por
Salmonella em paises em desenvolvimento evidenciam menor frequéncia nestes
paises se comparada aos paises em desenvolvimento. A Salmonella sp é
reconhecida como importante causa de doencas diarreicas durante a infancia e a
principal forma de contaminagdo ¢é através de alimentos contaminados
principalmente os de origem animal (Ince et al., 2012).

A Salmonella serovar nao tifoide € uma causa comum de intoxicacao
alimentar bacteriana. Os dados epidemiolégicos sao significativos, evidenciando
uma estimativa de 93,8 milhdes de casos em todo o mundo e 155 mil mortes por ano
(Parry et al., 2013). As manifestacfes clinicas causadas por essa bactéria podem

variar desde uma infeccdo subclinica até risco de morte para o paciente. Apesar de
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infeccbes por Salmonella nado tifoide apresentarem diarreia auto limitada, sem a
necessidade do uso de medicamentos, infeccbes extra-intestinais podem ocorrer,
desencadeando como, por exemplo, a bacteremia (Parry et al., 2013).

A febre tifoide e a febre paratiféide também sdo responsaveis por causar
gastroenterite. Poucos estudos evidenciam casos de gastroenterite por Salmonella
entérica serovar Typhi (S. Typhi) e Paratyphi (S. Paratyphi) a nivel mundial devido a
menor frequéncia e frequéncia de casos em relacdo a gastroenterite causada por

outros patdégenos entéricos Das et al., 2014).

1.6 Gastroenterite causada por E. coli

A Escherichia coli que é uma bactéria presente na microbiota assim como
outras bactérias da microbiota e que pode vir a se tornar patogénica por meio da
aquisicdo de determinantes genéticos, influenciando assim a sua aderéncia e
toxicidade (Amisano et al., 2011). Ha seis grupos de cepas de E. coli causadoras de
diarreia ou gastroenterite: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (Amisano et al.,
2011; lijima et al., 2007).

1.6.1 E. coli enterohemorragica (EHEC)

A bactéria Gram negativa EHEC tem como principal forma de contaminacédo a
via oro-fecal. Em humanos podem causar doencas graves, entretanto, em bovinos
sdo bactérias comensais, contudo, considerando o potencial zoondtico, estas
bactérias podem ser liberadas atraves das fezes dos bovinos e contaminar alimentos
gue serao ingeridos por humanos (Ahmed e Abouzeed, 2014; Mainil et al., 2011).

Estas bactérias causam desde diarreia simples até doencas consideradas fatais
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como, por exemplo, a sindrome hemolitico-urémica (SHU) (Thévenot et al., 2013;
Hansen et al., 2011; Eppinger et al., 2011).

No rim ha receptores para a toxina Shiga, o qual sdo produzida pelas
bactérias produtoras de toxina Shiga. A ligacdo da toxina aos receptores pode levar
a lesdo renal e vascular, com a possibilidade de gerar a sindrome hemolitico-
urémica, que significa a perda ténue de néfrons e disfuncdo endotelial sistémica.
Essa disfuncdo endotelial pode desencadear a patogénese da doenca
cardiovascular devido aos efeitos sobre o rim, por uma hiperfiltracdo renal a qual
pode vir a resultar em hipertenséo arterial crénica e insuficiéncia renal irreversivel
(Clark et al., 2010).

1.6.2 Fator de viruléncia de E. coli O157:H7

Véarias cepas de E. coli podem causar doencas, porém as que mais
preocupam sdo as bactérias enterohemorragicas responsaveis por produzir a toxina
Shiga (Stx), a qual pode produzir duas classes principais de toxina: a Stx1 e a Stx2
(Tyler et al.,, 2013). A Stx é um importante fator de viruléncia ndo somente por
causar danos ao epitélio, mas também por dar origem a SHU (Zumbrun et al., 2013).
A EHEC sorotipo O157:H7 é uma das responsaveis pela producdo de toxina Shiga
sendo um motivo de preocupac¢ao no cenario internacional (Bono et al., 2012).

O O157:H7 é o sorotipo mais comum na América do Norte, estando presente
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Eppinger et al., 2011; Clark et al.,
2010). Este sorotipo € uma das causas de gastroenterite aguda e de outras doencas
gastrointestinais. Pessoas infectadas podem ser facilmente tratadas, porém, a
grande preocupacdo é ao longo prazo que pode ocorrer a producdo de Stx o qual

pode gerar danos ao rim e ao coragao (Hizo-Abes et al., 2013).

1.6.3 Genes envolvidos com a E. coli O157:H7
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Uma compilagdo de sequéncias da extremidade 5' de RNA’s mensageiros
(mRNA’s) de E. coli mostrou que grande parte dos mRNAs tem 40-80 bases nao
traduzidas, porém alguns ainda conseguem ser muito maiores. Estas sequéncias
que foram descritas podem adaptar diferentes estruturas secundarias e através
disso foi definido que estas estruturas podem desempenhar uma variedade de
funcdes reguladoras (Islam et al., 2012).

Ha um processo complexo no que diz respeito a patogénese de E.coli
O157:H7, pois exige uma expressdo coordenada de fatores de viruléncia e
reguladores genéticos. Além da toxina Shiga, Stx1 e Stx2, ha fatores de viruléncia
codificados na ilha de patogenicidade locus of enterocyte effacement (LEE) sendo
eles, como por exemplo, os fatores de secrec¢éo do tipo Ill (Dong et al., 2009; Yin et
al., 2011).

A ilha LEE contém cinco importantes operons que sao: LEE1, LEE2, LEES,
LEE4 e tir (Sperandio et al., 2000). O operon LEE1 é responsavel por controlar a
expressao dos principais determinantes de patogenicidade de E.coli O157:H7 que
sao condificados na ilha de patogenicidade LEE (Islam et al., 2012). Essa ilha de
patogenicidade codifica proteinas que sdo fundamentais para a adesédo e
colonizagcdo das bactérias no intestino o que leva ao agravo da doenca (Yin et al.,
2011).

A expressdo génica é responsavel por codificar proteinas de superficie da
membrana externa de intimina adesina e seu receptor, chamado de translocado da
intimina (Tir), que s@o importantes por melhorar a adesdo da bactéria no trato
gastrointestinal do hospedeiro. Muitos reguladores estdo envolvidos na mediacédo da
expressao desses fatores de viruléncias presentes na ilha como LER, GRLA e GrIR
(Dong et al., 2009; Yin et al., 2011).

O LER é um ativador central da transcricdo da maioria dos genes da ilha de
patogenicidade LEE, o GRLA € um regulador positivo, enquanto que o GrlIR é um
regulador negativo da transcricdo de LER. Varios outros elementos sdo codificados
fora do l6écus de LEE, tais como a IHF, H-NS e CIpXP, e ainda assim estéo
envolvidos no controle da expressdao LEE agindo em adicdo aos reguladores. O
ClpXP, por exemplo, se localiza fora do lécus e é um regulador positivo da

expressao da ilha de patogenicidade LEE (Kitagawa, Takaya e Yamamoto, 2011).
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O gene presente em LEE que codifica a intimina adesina é o gene E.
coli attachment effacement (eae), a intimina adesina além de ser importante para a
EHEC, desempenha a mesma funcdo em EPEC, que é promover a ligacdo das
bactérias na célula do epitélio do paciente (Blanco et al., 2005; Sperandio et al.,
2000; Yang et al., 2014; Silva et al., 2014). Estudos demonstram que 0 gene eae
mostrou ser indispensavel para a infectividade tanto de EPEC quanto de EHEC
(Yang et al., 2014; Silva et al., 2014).

Estudos realizados no isolamento de EPEC e EHEC mostraram uma gama
genética de variedade do gene eae. Pelo menos 20 diferentes subtipos deste gene,
até o momento, ja foram descritos na literatura e na base de dados do GenBank.
Esses subtipos mostram uma variacdo genética significativa resultando uma grande
diversidade genética (Yang et al., 2014).

Alguns estudos acreditam que essa variacao pode influenciar no tropismo da
bactéria pelos tecidos o qual o gene eae esta relacionado (Yang et al.,, 2014). A
diversidade genética também pode ser derivada de variantes do gene que codifica o
receptor Tir (Hartland et al., 1999).

Cinco sorotipos sao 0s principais responsaveis pela sindrome hemorragica e
a sindrome hemolitico urémica, eles sdo caracterizados por abrigar a toxina shiga
(stx) e o gene da intimina adesina (gene eae). Os sorogrupos causadores da
sindrome sdo: 0157: H7, 026: H11, 0103: H2, O111: H8, e 0145: H28 (Islam et al.,
2012). O sorogrupos O157: H7 e O145: H28 estédo associados com 0 gene eae -y1
(Bibbal et al., 2014).

1.6.4 Métodos de diagndstico para E. coli O157:H7

Devido aos problemas gerados por esse sorotipo a identificacdo da E. coli
0157:H7 é importante na rotina dos laboratérios de microbiologia. Métodos
convencionais baseados em cultura que envolvem o enriquecimento, isolamento
bacteriano e a incubacdo tém sido usados durante muitos anos e apresentam
vantagens como a capacidade de monitorar a viabilidade celular, baixo custo,

facilidade técnica e sensibilidade. Todavia, os métodos convencionais ndo sao muito
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vidveis pelo tempo que precisam para serem realizados, entre de 5 a 6 dias,
incluindo incubacdo em caldo ou meios de enriquecimento (Gordillo et al., 2014;
Couturier et al., 2011; Wang et al., 2009).

Inicialmente o meio de cultura mais utilizado para o isolamento de O157:H7
era o agar Sorbitol MacConkey, contudo, uma versdo modificada desse meio deu
origem ao agar Sorbitol MacConkey com cefixima e telurito sendo mais seletivo para
o isolamento da bactéria. Esses meios apresentam algumas limitagbes como a
geracao de resultados falso-positivos para bactérias ndo fermentadoras de sorbitol e
ndo sendo eficaz para recuperar células fisiologicamente estressadas de O157:H7.
Para recuperar essas células e aumentar a concentragdo do patégeno é necessario
uma etapa de enriquecimento (Park, S., 2011; Suo e Wang, 2013).

Técnicas de biologia molecular vem sendo utilizadas como método de
diagnoéstico: a PCR quantitativa em tempo real e recentemente técnicas de
microarranjos. A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é um método rapido,
sensivel e especifico para a identificacdo de E.coli sorogrupo O157 tornando-se
ainda mais sensivel pelo fato de identificar o sorogrupo e o antigeno flagelar H7
(Ngwa, et al., 2013; Sen et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Casos de diarreia causam 1,2 milhdo de mortes por ano em todo o mundo,
atingindo em grande escala paises em desenvolvimento aonde o nimero registrado
ainda & maior do que em paises desenvolvidos. Em 2004, a taxa de mortalidade em
criancas menores que 5 anos no Brasil, com excec¢do de neonatos, foi de 34 mortes
por mil, 12% dessas mortes foram atribuidas a doencas diarreicas (Siqueira et al.,
2013; Monahan et al., 2013).

No Distrito Federal, no de periodo de 2000 a 2011, ocorreram 587 Obitos
decorrentes de gastroenterite e diarreia (BRASIL, 2014). Em janeiro de 2009 a
dezembro de 2013 ocorreram 8.721 internacBes, onde 3.495 foram referentes a
criancas de 1 a 4 anos de idade e 1.353 em criangas menores que 1 ano. Esses
dados mostram que mais da metade das internacdes foram de criancas de até 4
anos de idade em um curto periodo de tempo (BRASIL, 2014).

Portanto, existe a necessidade do diagnéstico correto envolvendo o
isolamento de enteropatégenos. Além disso, é fundamental abordar o assunto em
estudos voltados para essa determinada populacdo para que medidas de prevencao
possam ser criadas e aplicadas corretamente garantindo uma maior qualidade de

vida para a populacéo do Distrito Federal.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivos gerais

Analisar a frequéncia de resultados de bactérias causadoras de gastroenterite
em uma rede privada de salude do Distrito Federal a partir de exames de

coprocultura.

3.2 Objetivos especificos

- ldentificar os tipos de bactérias causadoras de gastroenterite em fezes
diarreicas de pacientes do Distrito Federal a partir dos resultados de
coproculturas positivas no periodo de Julho de 2012 a Julho de 2014.

- Correlacionar idade e sexo dos pacientes com os tipos de bactérias isoladas.

- Avaliar a frequéncia das diferentes cepas de Escherichia coli.

- Analisar a positividade de cepas de E. coli O157.

- Descrever a rotina Laboratorial de coprocultura da rede privada de salde para

contribuicéo bibliografica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Recebimento das amostras

O Setor de Microbiologia da rede privada de saude recebe em média cerca de
508 coproculturas por més. As amostras fecais eram recebidas por meio de swab ou
no proprio recipiente de fezes contendo o meio de transporte Cary Blair o qual
promove a conservacdo dos microrganismos de interesse clinico. Ainda, as
amostras fecais poderiam ser frescas (sem conservantes), porém, o processamento
destas deveria ser realizado até 2 horas ap0s a emissdo das fezes, sem
refrigeracdo. O processamento das amostras fecais foi observado desde o
recebimento das amostras até a liberacdo final do resultado no sistema SHIFT e

serdo descritos a seguir.

4.2 Processamento das amostras e identificagcdo bacteriana

A amostra fecal foi inoculada em caldo Gram Negativo (GN) (fabricante Plast
Labor®) utilizado para o enriquecimento seletivo de Salmonella sp e Shigella sp e
também em &gar solido MacConkey (fabricante Biomerieux®) com a finalidade de
isolar enterobactérias fermentadoras ou nédo de lactose.

O caldo GN foi homogeneizado e incubado por um periodo de 6 a 8 horas a
35°C e o0 4gar MacConkey foi incubado em estufa por 24 horas a 35°C.

Apbs esse periodo, o caldo GN foi semeado por esgotamento em agar
Salmonella — Shigella (SS) (Biomerieux®) durante 24 horas a 35°C para que fosse
feito o isolamento da bactéria de interesse das espécies, no caso, Salmonella e
Shigella. Colbnias de coloragédo preta eram interpretadas como producdo de sulfeto
de hidrogénio (H,S), indicando o crescimento de Salmonella sp, enquanto que

colbnias incolores eram sugestivas do crescimento de Shigella sp.




22

As colbnias crescidas em agar MacConkey apoés incubacdo eram repicadas
em meio IAL ou Rugai modificado (fabricante Plast Labor®) para identificar as
principais espécies de Vibrios, Aeromonas e Enterobactéricas incluindo a
Escherichia coli.

Os tubos de IAL com confirmacdo de E. coli, Shigella sp e com coloracdo
preta devido a producdo de H,S suspeita de Salmonella sp eram separados. Os
tubos positivos para E. coli proveniente de fezes diarreicas eram selecionados para
posterior andlise. J& os tubos de fezes com aspecto normal (fezes formadas ou semi
formadas) e com a positividade para E. coli eram considerados negativos, pois, a
interpretacéo da presenca de E.coli € devido a flora bacteriana normal do paciente.

Os tubos do meio de Rugai que apresentam H,S positivo eram analisados de
acordo com a interpretacao das placas de agar SS previamente incubados. O meio
de Rugai com positividade para H,S, porém negativo no meio de cultura Salmonella
e Shigella (SS) era interpretado como Citrobacter sp. e entdo liberado como
negativo. O crescimento de coldnias pretas no meio SS e coloragéo preta do meio
de Rugai indicava a presenca de Salmonella sp nas fezes.

Uma colbnia preta e isolada presente no meio SS foi semeada por meio da
técnica de esgotamento em agar Mueller Hinton (Biomeriéux®) o qual foi incubado
em estufa a 35°C por 24 horas.

Para a identificacdo de Shigella sp o meio de Rugai e o agar SS também
foram analisados. Observou-se a coloracdo sugestiva de Shigella sp através das
provas bioquimicas do meio de Rugai e a presenca de colbnias incolores derivadas
do crescimento dessa bactéria em agar SS. Apds essas duas indicacfes algumas
colbnias isoladas do meio SS eram coletadas e semeadas por esgotamento no agar
Mueller Hinton (MH) o qual era incubado a 35°C por 24 horas.

Para a identificacdo de Escherichia coli enteropatogénica colonias do semeio
primario que cresceram no meio MacConkey e sugestivas de lactose negativa eram
repicadas em meio de Rugai. Apés permanecer durante 12 horas em estufa a 35°C
o meio de Rugai era analisado. As provas bioquimicas indicativas de E.coli
provenientes de fezes diarreicas foram separadas para que seja colocado 1 gota do
reativo de Ehrlich para indol na tampa do meio de Rugai. O meio que apresentar
indol negativo era interpretado como Enterobacter sp e o resultado liberado como

negativo. Amostras diarreicas com indol positivo foram consideradas suspeitas da
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presenca de E.coli patogénica e encaminhadas para o semeio em meio cromogénico

(CPS) (Biomerieéux®) e agar Mueller Hinton (MH).

4.3 Confirmacéo da espécie bacteriana e TSA pelo método automatizado

Se houvesse crescimento no agar MH a colénia com suspeita de Salmonella,
Shigella ou Escherichia coli era diluida de acordo com a escala de McFarland para
bacilos Gram negativos com 0 objetivo de confirmar a espécie bacteriana e para
realizar o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) ou antibiograma, no
equipamento Vitek 2 (Biomerieux®).

A diluicdo da colbnia foi feita em 3 mL de solucao salina estéril (NaCl 0,9%).
Em seguida foi medida a densidade da diluicdo que deve conter uma O.D entre 0,5 a
0,63 de acordo com a escala de McFarland. A diluigdo em tubo (em duplicata) era
acoplada nos cartdes de identificacdo de Enterobactérias (REF 413 204) e no cartédo
de TSA para bacilos Gram negativos (AST-N239). Estes cartdes eram introduzidos
no compartimento a vacuo do aparelho Vitek 2 (Biomerieux®) e apds succao da
bactéria devidamente diluida, o cartdo era encaixado na torre de identificacdo do
aparelho para a confirmacdo das espécies bacterianas e para a realizacdo do
antibiograma.

Com a confirmacao de Salmonella sp no aparelho foi realizada a sorotipagem
para a definicdo do sorotipo desta bactéria. A sorotipagem era feita pelo método de
aglutinacdo em latex com o Sorokit para Salmonella (Probac®). A amostra diluida
em solucao salina foi colocada em contato com as particulas de latex revestidas com
anticorpos para a identificacdo dos sorotipos A, B, C1, C2, D e E. Em caso de
aglutinacdo o sorotipo de Salmonella seria identificado por meio da formacgéo de
grumos ou particulas aglutinadas.

Para a confirmagdo de E. coli, colénias do semeio priméario, em &agar
MacConkey, eram coletadas com uma alca bacteriologica e semeadas por meio da
técnica de esgotamento em meio CPS, o qual é incubado a 35°C por 24 horas. O
aparecimento de colbnia rosa escuro no meio era sugestiva de positividade para a

bactéria. Esta coloracdo era gerada devido ao fato desta espécie bacteriana produzir
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uma enzima denominada beta — glucuronidase que reage com o0 substrato
cromogeno do meio. Apds a observacdo do meio CPS as colbnias que foram
semeadas no meio MH séo diluidas de acordo com a escala de McFarland e em
seguida é feita mais uma confirmacao, via automacao.

As colbnias previamente crescidas no meio Mueller Hinton conforme descrito
no item 4.2 foram utilizadas também para a realizacdo da sortipagem de E.coli com
sorokit (fabricante Probac®), por aglutinacdo em latex, igualmente descrita para a
sorotipagem de Salmonella sp. As colénias do meio Mueller Hinton foram coletadas
através de um alca bacteriologica e diluidas em 3 mL de solucdo salina. Agitou-se a
diluicdo em seguida foram adicionados 50 pL da diluicdo em 6 laminas e acrescenta-
se uma gota de cada reagente, para identificacdo de: E. coli classica polivalente A,
E. coli polivalente invasora A, E. coli classica polivalente B, E.coli invasora
polivalente B, E.coli cladssica polivalente C e E.coli O157. O polivalente A utilizado na
sorotipagem era composto por anticorpos contra as E. coli 026, 055, 0111 e 0119, o
polivalente B era corresponde aos anticorpos contra as E. coli 0114, 0125, 0142 e
0158 e o polivalente C a E. coli 086, 0126, 0127 e 0128.

As laminas passavam a conter suspensdes de reagente — bactéria e deveriam
ser homogeneizadas com o auxilio de um palito realizando movimentos circulares
por 1 a 2 minutos para que ocorresse 0 aparecimento de grumos esbranquicados.
Caso ndo ocorresse 0 aparecimento de grumos o resultado serd considerado
negativo. Ja se houvesse o aparecimento de aglutinacdo seria necessario observar
qual o reagente foi utilizado e liberar o resultado com o sorotipo responséavel pela
aglutinacdo e posteriormente realizar o antibiograma com o objetivo de identificar o
perfil antimicrobiano de sensibilidade.

Todos os resultados que confirmaram a presenca de Salmonella, Shigella ou
E. coli foram submetidos ao teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA). Alguns
antibiéticos de interesse clinico ndo estavam presentes no cartdo utilizado no
aparelho, por isso era necessario a realizacdo do TSA manual pela técnica de Kirb
Bauer.

Nesta técnica, a preparacdo da diluicdo para a confec¢cdo do indculo era
equivalente na técnica automatizada, porém, na técnica manual um swab deveria
ser introduzido no tubo o qual conttm a diluichdo padronizada na escala de
McFarland e em seguida deveria-se comprimir o0 swab na parede do tubo para retirar

0 excesso e semea-lo em agar Mueller Hinton desbastando pela placa para um
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crescimento bacteriano uniforme. A placa deveria secar em capela de fluxo e apds a
secagem os discos de antibioticos poderiam ser colocados com o auxilio de uma
pinca estéril.

De acordo com a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) os
antibioticos de escolha para a realizacdo de antibiograma de E.coli sdo: Ampicilina,
Ampicilina associada a Sulbactam, Amoxicilina associada a Clavulanato, Piperacilina
associada a Tazobactam, Sulfametoxazol associado a Trimetoprima, Cefepime,
Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefaloxina, Cefalotina, Cefoxitina, Ertapenem,
Meropenem, Imipenem, Ciprofloxacino, Norfloxacino, Acido nalidixico, Amicacina,
Gentamicina, Nitrofurantoina e Colistina. Enquanto que os antibiéticos de escolha
para Salmonella foram: Ampicilina, Levofloxacino, Sulfametoxazol, Ciprofloxacino e

Ceftriaxona.

4.4 Analise dos resultados de coproculturas realizadas no periodo de
01/07/2012 a 31/07/2014

Os dados obtidos foram gentiimente cedidos pela Dra. Alessandra Freitas,
responsavel pelo setor de Microbiologia da rede privada de saude. Estes dados séo
referentes aos resultados de coproculturas realizadas no periodo selecionado e que

estavam disponiveis no sistema informatizado do laboratério.

Este projeto foi aprovado (Anexo 1) pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia CAAE:
31843414.6.0000.0030.

Os resultados foram tabulados no programa Excel® for Windows versao 2010.
Em seguida, para realizar a analise estatistica foi utilizado o pacote estatistico SPSS
versdao 20.0. Foram executadas analises estatisticas descritivas (calculos de
frequéncias, médias e desvios padrbes) e também foram executadas as estatisticas
inferenciais. Para a associacdo de variaveis qualitativas foi utilizado o teste qui-
quadrado e para a comparagdo de médias o teste de ANOVA (verificada a
pressuposicao de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

Foram realizados 12.715 coproculturas na rede privada em um periodo 2
anos, em que 52 resultados foram positivos apontando a presenca de bactéria
enteropatogénica em pacientes do Distrito Federal. Esses individuos possuiam
meédia de idade 30 (+/-3) anos.

Os pacientes foram divididos de acordo com a faixa etaria em lactentes,
criangas, adolescentes, adultos e idosos (Tabela 1). Os lactentes constituiam
pacientes de até 2 anos de idade, criancas de 3 a 10 anos, adolescentes entre 11 a
18 anos, adultos de 18 a 60 anos e idosos 60 anos ou mais. A distribuicdo de casos
entre a faixa de idade foi de 12 (23,1%) pacientes lactentes, 2 (3,8%) criancas, 3
(5,8%) adolescentes, 26 (50%) adultos e 9 (17,3%) idosos.

E possivel observar que no ano de 2012, 7 pacientes (13,5%) exibiram
resultado positivo de coprocultura. Em 2013, 37 pacientes (71,2%) obtiveram
resultado positivo e em 2014, 8 pacientes (15,4%) apresentaram resultado positivo
para cultura de fezes. Em relacdo ao sexo, 29 pacientes (55,8%) eram do sexo
masculino e 23 feminino (44,2%).

As bactérias isoladas E.coli e Salmonella sp foram responsaveis pelo
resultado positivo das coprocultura analisadas. Ainda, de acordo com a Tabela 1, 4
amostras (7,7%) foram positivas para E. coli ndo tipificada, 23 amostras (44,2%)
foram positivas para E. coli classica, 18 amostras (34,6%) mostraram positividade
para E. coli classica polivalente A ou B e 2 amostras (3,8%) de pacientes foram
positivas para E.coli sorotipo O157. Apenas 5 amostras (9,6%) foram identificadas
como positivas para Salmonella entérica spp.
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Tabela 1: Distribuicdo dos pacientes segundo o ano da realizacdo do exame, 0 sexo,
0 resultado da coprocultura e a faixa etaria. Rede privada de saude — Distrito
Federal, de Julho de 2012 a Julho de 2014.

N %
Ano 2012 7 13,5
2013 37 71,2
2014 8 15,4
Sexo Masculino 29 55,8
Feminino 23 44,2
Resultado Escherichia coli 4 7,7
Escherichia coli classica 23 44,2
Escherichia coli classica polivalente A ou B 18 34,6
Escherichia coli 0157 2 3,8
Salmonella entérica ssp 5 9,6
Faixa Idoso 9 17,3
Adulto 26 50,0
Adolescente 3 5,8
Crianca 2 3,8
Lactente 12 23,1

De acordo com a distribuicAo dos resultados positivos de coprocultura

segundo 0 ano, o sexo e a faixa etaria, ndo houve isolamento de E coli 0157 no ano

de 2012 mas um caso foi isolado no ano de 2013 e outro caso no ano de 2014. Por

outro lado, observou-se que a E. coli classica foi identificada em 19 coproculturas

positivas no ano de 2013, e nos demais anos pesquisados, apenas 2 casos foram

confirmados em cada ano (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicdo dos resultados das coproculturas segundo o ano da realizacéo
do exame, 0 sexo e a faixa etaria. Rede privada de salde — Distrito Federal, de
Julho de 2012 a Julho de 2014.

Resultado
Escherichia
Escherichia Escherichia  coli classica  Escherichia Salmonella
coli coliclassica polivalente A coli 0157 entérica ssp
ouB
N % N % N % N % N % pt
2012 1 25 2 8,7 3 16,7 0 0 1 20
A 2013 1 25 19 826 13 72,2 1 50 3 60 0,358
no
2014 2 50 2 8,7 2 11,1 1 50 1 20
Total 4 100 23 100 18 100 2 100 5 100
Masculino 2 50 13 56,5 10 55,6 2 100 2 40 0,708
SeX0  reminino 2 50 10 435 8 444 0 0 3 60
Total 4 100 23 100 18 100 2 100 5 100
Idoso 2 50 4 17,4 2 11,1 1 50 0 0
Adulto 2 50 12 52,2 10 55,6 0 0 2 40
) Adolescente 0 0 3 13 0 0 0 0 0 0 0,039*
Faixa .
Crianca 0 0 0 0 1 5,6 1 50 0
Lactente 0 0 4 17,4 5 27,8 0 0 3 60
Total 4 100 23 100 18 100,1 2 100 5 100

! Calculado conforme a estatistica y?; * Diferenca estatistica.

A E. coli nao tipificada foi reconhecida em 1 caso em 2012 e igualmente no
ano de 2013, ja no ano de 2014 foi identificado 1 caso a mais que nos dois anos
anteriores. No que diz respeito a E. coli classica polivalente A ou B, 2 casos foram
positivos em 2014, 3 casos em 2012 e um grande aumento foi observado em 2014
mostrando 13 casos positivos. Em relacdo a Salmonella entérica, a maior
porcentagem de registros de casos também ocorreu no ano de 2013. No entanto,
ndo houve associacdo estatistica relevante entre os resultados positivos de
coprocultura e o ano (P = 0,358).

No que se refere a0 sexo em comparagcdo a bactéria patogénica, foi
constatado 2 casos positivos tanto no sexo masculino quanto no sexo feminino por
E. coli ndo tipificada. Em relagéo a E. coli do sorotipo O157, somente houve casos
positivos em pacientes do sexo masculino. As coproculturas positivas devido a
presenca de Salmonella entérica mostrou 3 casos em mulheres e 2 casos positivos

em homens.
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A diferencga entre os casos do sexo feminino e do sexo masculino revelaram
13 casos de E. coli classica no sexo masculino e 10 no sexo feminino e por E. coli
classica polivalente A ou B, cerca de 10 casos foram identificados em homens e 8
casos em mulheres, ndo apresentando diferenca significativa. Assim, com relacéo
ao sexo e o0s resultados positivos de coprocultura, ndo houve associacéo estatistica
relevante (P=0,708).

Considerando a presenca das bactérias distribuidas por faixa de idade é
possivel observar uma maior contaminagcdo em adultos. A E. coli classica
contaminou 12 (52,2%) adultos mostrando ser a bactéria prevalente nesta faixa
etaria. A faixa de idade em que ndo houve registros de casos de E. coli classica
foram as criancas, porém em lactentes houve 4 (17,4%) registros, em idosos
também houve 4 (17,4%) registros e em adolescente 3 (13,0%) registros.

A E. coli classica polivalente A ou B foi a segunda bactéria responsavel pela
grande contaminacdo em adultos. A quantidade de pessoas contaminadas por faixa
de idade foi de 10 (55,6%) adultos contaminados, 5 (27,8%) lactentes, 2 (11,1%)
idosos, 1 crianca (5,6%) e nenhum adolescente.

A E. coli nao tipificada contaminou apenas 4 pessoas, onde 2 (50,0%) eram
idosos e 2 (50,0%) eram adultos ndo mostrando estar presente nas outras faixas de
idade. O sorotipo 0157 de E. coli também contaminou 2 faixas de idade, 1 (50,0%)
idoso e 1 (50,0%) crianca e nas demais faixas nao houve casos.

Além da bactéria E. coli, casos de Salmonella também foram identificados na
distribuicdo por faixa, mostrando uma maior presenca de lactentes o qual 3 (60,0%)
destes foram contaminados com Salmonella e 2 (60,0%) adultos contaminados.
Casos de salmonelose ndo foram registrados em outras faixas de idade. Os dados
de distribuicdo por idade em relacdo aos resultados positivos mostraram uma
associacao estatistica significativa (P = 0,039).

O grafico 1 mostra a distribuicdo das idades dos pacientes agrupados
conforme o resultado da coprocultura. Foi possivel identificar que os pacientes
portadores de S. entérica eram mais jovens que 0s pacientes contaminados por E.

coli, e a média de idade deste grupo era 11,40 anos (+ 6,728).
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Grafico 1: Distribuicdo da média das idades dos pacientes conforme o resultado

positivo da coprocultura. Rede privada de saude — Distrito Federal, 2012 a 2014*.
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*As barras de erro representam o erro padrdo da média. Letras diferentes representam diferenca

estatistica, conforme o pos teste de Tukey da ANOVA.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo percebeu-se uma baixa frequéncia de resultados positivos em
uma amostra de 12.715 exames realizados. A E. coli classica foi o patdbgeno mais
frequente associado a gastroenterite aguda.

Segundo Oliva et al. (1997), a diarreia aguda associada a E. coli
enteropatogénica classica afeta mais usualmente lactentes hospitalizados do sexo
masculino, mas no que se refere a complicacdes e/ ou mortalidade ndo héa diferenca
entre género.

E evidenciado nesse presente estudo que o sexo masculino expds mais
resultados positivos em comparacdo ao sexo feminino em individuos contaminados
por E. coli classica. O numero de pacientes do sexo masculino infectados por E. coli
classica inclui todas as faixas etarias e além disso, hd uma maior chance de serem
pacientes advindos da comunidade devido aos locais de atendimento ambulatorial
das unidades de atendimento da rede privada de saude. Vale ressaltar que a E. coli
enteropatogénica classica, esteve presente, nesse estudo, em maior nimero nos

pacientes adultos do que em criancgas.

Uma andlise realizada em fezes de criangas para a sorotipagem trivalente
(0111, 055, 026) de EPEC mostrou que todos os infectados por EPEC eram em
criancas do sexo masculino (Behiry et al., 2012). Nesse trabalho é possivel observar
que o sexo masculino também esteve presente em maior quantidade ao analisarmos
os resultados de E. coli polivalente A ou B, porém a maior frequéncia de resultados

positivos eram equivalentes a adultos.

Nesse trabalho a sorotipagem polivalente A corresponde a O111, O55, 026 e
0119, mostrando apenas 1 sorotipo a mais do que aqueles presentes na analise de
Behiry et al. (2012). Os resultados desse estudo associam o0s resultados das
sorotipagens polivalentes A e B as quais estdo presentes outros sorotipos. Porém,
como demonstrado no estudo, pode ter ocorrido um aumento dos resultados no sexo
masculino devido a proximidade dos sorotipos desse trabalho com a analise
demonstrada mesmo que nesse trabalho os resultados estejam associados a

sorotipagem polivalente B.
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Entre os antigenos O de E. coli, os sorotipos mais comuns isolados entre o
ano de 1983 e 2002 nos Estados Unidos foram 026 (22%), 0111 (16%), 0103 (12%),
0121 (8%), 045 (7%) e 0145 (5%). As amostras foram enviadas ao Centro de
Controle de Doencas (CDC) vindas de 43 estados (Appleman et al., 2008). E
observado novamente a importancia dos sorotipos que nesse estudo se
enquadravam no sorotipo polivalente A, justificando assim a grande quantidade de

resultados positivos.

Com relagdo a espécie Shigella sp, normalmente os casos de shiguelose
podem estar mais associados aos pacientes nosocomiais. Em um estudo realizado
no estado do Ceard, houve uma alta frequéncia do patdgeno Shigella flexneri isolado
por meio de coprocultura em pacientes que adquiriram diarreia apos a internacao
(Mesquita et al., 2010).

No presente trabalho ndo foi isolada Shigella spp. em nenhuma amostra
apesar da rotina para a realizacdo das coproculturas seguir o protocolo para
identificacdo dessa espécie. A auséncia de Shigella spp. pode ter ocorrido devido ao
perfil de atendimento da rede privada de saude, o qual atende em maior nimero
amostras decorridas da comunidade em comparagcdo com as amostras de pacientes
que estdo em ambiente hospitalar.

J& os resultados positivos para S. entérica spp mostraram que dos cinco
resultados positivos, trés eram lactentes. A presenca de Salmonella spp. em
lactentes e recém-nascidos pode ser evidenciada na literatura. A gastroenterite em
recém-nascido € demonstrada no estudo de Ferreira et al. (2007) em que foi
observado sintomas de gastroenterite no primeiro dia de vida do recém-nascido e a
posterior confirmacéo da doenca, via coprocultura.

Em outro estudo com criancas, foi mostrado que elas apresentavam
gastroenterite causada por Salmonella ndo tifoide, a maior frequéncia foi
evidenciada em lactentes e um maior nimero de casos foi registrado no periodo do
verdo (Pignatelli et al., 2014). Através do estudo de Pignatelli et al. (2014), percebe-
se que a estacdo do ano pode ser um fator de influéncia para o desenvolvimento de
Salmonella, pois os resultados de Salmonella podem ser mais proeminentes em
determinada época do ano, a estacdo do ano pode ter favorecido o aparecimento
dos 5 casos de Salmonella, pois este trabalho foi realizado com resultados de 2
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anos. Além disso, o presente trabalho apresentou maiores resultados na faixa de
idade de lactentes, em comparagdo com as outras faixas de idade.

Em Santa Catarina, Da Silva et al. (2003) realizou um estudo que o0s
resultados de cultura bacteriana expds que a E. coli esteve presente em maior
namero em comparacdo a Salmonella e Shigella, as quais ndo apresentaram
nenhum resultado positivo em criangas de 0 a 5 anos. Pode-se observar assim, que
estudos realizados no Brasil ttm demonstrado que, entre as bactérias, a E. coli
exibe o maior nUmero de contaminacgdes, evidenciando a coeréncia do presente
estudo com o perfil apresentado por estudos brasileiros.

Em contrapartida, a Salmonella foi encontrada predominantemente em
pacientes com gastroenterite bacteriana em Portugal (Rodrigues et al., 2007). O
mesmo é evidenciado nos Estados Unidos, o qual a cultura de fezes em pacientes
com gastroenterite se apresentaram positivas para Salmonella sem a ocorréncia de
casos de E. coli (Bresee et al., 2012).

Os estudos de Portugal e Estados Unidos demonstram o contrario que é
apresentado no estudo do Brasil. Apesar dessa diferenca de contaminacfes por
bactérias nesses paises, os estudos também comparam gastroenterites causadas
por virus e bactérias e expdem que essas infec¢cbes ocorrem principalmente por
virus (Da Silva et al., 2003; Rodrigues et al., 2007; Bresee et al., 2012). O rotavirus
foi o principal agente viral isolado tanto no estudo brasileiro quanto no portugués (Da
Silva et al., 2003; Rodrigues et al., 2007).

O cenario de gastroenterite viral por rotavirus tem mostrado estar em
processo de mudanca devido a introdugdo da vacina para esse agente etiol6gico
(Dulgheroff et al., 2014). A andlise viral ndo foi realizada nesse estudo, mas apesar
de nao ter sido avaliado o perfil das infeccbes causadoras de gastroenterite viral,
vale resaltar que esses agentes sao de extrema importancia neste tipo de patologia.

Com relacdo a E. coli, que foi a bactéria mais frequente neste estudo, €&
possivel verificar de acordo com Aggarwal et al. (2013) uma alta presenca de E. coli
causadora de diarreia em criancas com idade inferior a 5 anos. A E. coli
enteropatogénica (EPEC) foi a mais incidente, seguida por E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli entreroagregativa (EAEC) e a E. coli enterohemorragica (EHEC)
apresentando menor frequéncia (Aggarwal et al., 2013).

Esse fato também é evidenciado no estudo de Souza et al. (2003) aonde

foram analisadas 105 amostras de bactérias isoladas em criangcas com idade inferior
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a 5 anos do estado de Séo Paulo, sendo que 90 correspondiam a E. coli e dessas,
27 eram EPEC, 24 DAEC, 21 ETEC E 18 EAEC. O que apresenta uma coeréncia
com o que foi mostrado nos resultados desse trabalho, em que considerando a faixa
de lactentes e criangas, o sorotipo de E. coli que apresentou maior frequéncia foi a
E. coli enteropatogénica (EPEC) e a E. coli enterohemorragica (EHEC)
correspondeu a apenas um caso.

Shetty et al. (2012) também analisou a frequéncia de E. coli diarreiogénica em
uma populacdo de adultos e criancas e observou que a frequéncia de EPEC
continuou mais elevada em comparacdo com 0s outros subtipos de E. coli. No
presente estudo, a EPEC esteve mais presente em adultos do que as outras cepas
(de acordo com a tabela 2). J& em criancas, a frequéncia foi baixa permanecendo
igual entre E. coli classica polivalente A ou B e E. coli 0157.

Adultos saudaveis infectados com EPEC, EAEC e ETEC foram relatados no
estudo de Newman et al (2010). Foi demonstrado que a E. coli difusamente aderente
(DAEC) foi a Unica que esteve presente apenas em pacientes o qual apresentavam

sintomas.

Durante 9 anos e meio criancas que tinham sido contaminadas por E. coli
0157:H7 foram acompanhadas no estudo de Wong et al. (2012). De 259 criancas
analisadas, 36 desenvolveram a sindrome hemolitico-urémica (SHU) e apesar do
uso de antibioticos durante a fase da doenca, ainda assim, a SHU foi desencadeada.
No presente trabalho apenas 2 resultados foram observados em pacientes com o
sorotipo 0157, sendo que 1 deles foi identificado em crianca. O estudo mostra a
importancia da deteccao desse sorotipo, pois quanto menor frequéncia deste tipo de
E. coli no Distrito Federal, menor a chance de uma alta contaminac¢do por E. coli
0157:H7 em criancas e do desenvolvimento de SHU.

No Reino Unido surtos foram relatados associados a locais de venda de
carnes e também ao consumo de leite. Surtos de E. coli O 157 considerados de
grande importancia levou ao surgimento de politicas de seguranca alimentar no
Reino Unido, isso gerou uma extensa melhora no controle de infec¢des por E. coli
0157 e uma melhora na qualidade de vida (Pennington et al., 2014).

Por meio da literatura, € possivel observar que a grande causa de surtos de
E. coli O157 provém de alimentos. Como o0 numero de resultados positivos para

essa cepa foi relativamente baixa, podemos inferir uma baixa frequéncia de
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contaminacdo alimentar em grande escala por E. coli O157 nesse periodo do
estudo.

Um estudo desenvolvido por Mashoto et al. (2014) mostrou a importancia da
informacédo da lavagem das maos e o conhecimento das causas de diarreia. A
maioria dos entrevistados domeésticos tinham conhecimentos insuficientes sobre
esses assuntos (Mashoto et al.,, 2014). O estado de S&o Paulo disponibiliza
orientacdes para acdes de vigilancia epidemiologica, o qual apresenta informacgdes
sobre infecgbes por agua e alimentos (SAO PAULO, 2007). A forma simples de
evitar o contagio da infec¢do pode ser um fator que influenciou a baixa frequéncia de
resultados positivos no presente estudo, visto que as amostras analisadas foram
provenientes do maior laboratério particular do Distrito Federal. E ainda, como ja

descrito, o perfil destes pacientes € ambulatorial.

7 CONCLUSAO
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Concluimos que as principais bactérias causadoras de gastroenterite no
Distrito Federal foram Salmonella e Escherichia coli, a qual E. coli foi predominante
na positividade dos resultados e ainda ndo houve contaminagdes por Shigella sp. A
quantidade de resultados positivos do sexo masculino foi maior que do sexo

feminino.

A faixa de idade apresentou uma relacdo estatistica com o0s resultados
positivos, os adultos foram a faixa de idade com maior frequéncia de contaminacéo

por enterobactérias.

As cepas de E. coli presentes no Distrito Federal foram a E. coli
enteropatogénica classica e E. coli classica polivalente, provenientes dos sorogrupos
026, 055, 0111, 0119, 0114, 0125, 0142 ou 0158. A E. coli O157 também mostrou
infeccbes em pacientes porém em baixo numero ou menor frequéncia,

provavelmente devido ao perfil dos pacientes analisados.

Assim, é evidenciado a importancia desse trabalho para a populacdo do
Distrito Federal, onde conhecendo melhor a frequéncia de bactérias causadoras de
gastroenterite, medidas de prevencédo podem ser implantadas para que tenha uma
reducdo ainda maior dos registros de casos, aumentar a informacdo sobre as
guestBes de forma de contaminacdo, rastrear os casos de E. coli 0157 para evitar

surtos e melhorar do saneamento basico para regides do Distrito Federal.
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