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Resumo

Objetivo: determinar o perfil etiolégico das diarréias agudas de um
grupo de criancgas de baixo nivel socioecondmico atendidas em um servico
regional de pronto-atendimento pedidtrico.

Método: durante dois anos, as criangas com diarréia aguda atendidas
durante um horario pré- estabelecido do dia e da semana foram incluidas no
estudo. Os outros critérios seletivos eram: a) idade inferior a 5 anos; b) ndao
utilizacdo de antibiético no més precedente; c) auséncia de viagem para
fora da cidade no més precedente. Foram pesquisados nas fezes: a)
rotavirus (imunofluorescéncia e contra-imunoeletroforese); b) bactérias —
cultura em dgar MacConkey, dgar SS, dgar Columbia, verde brilhante,
soroaglutinagdo, deteccdo detoxinas—INV,LT,ST,SLTI, SLTII, teste de
Séreny, detec¢@o de fatores de viruléncia — EAF, eae ,BFP; ¢) protozoarios
(Hoffman e Faust). No mesmo periodo, um grupo controle sem diarréia foi
também avaliado para os mesmos patégenos fecais.

Resultados: no periodo de marco de 1994 a junho de 1996, foram
selecionadas para o estudo 154 criancas com diarréia aguda (GDA) e 42
criangas sem diarréia (GSDA). Foram detectados agentes enteropatogénicos
em 112 casos (72,8%) do GDA,eem 9 (21,5%) do GSDA. A associacdo de
dois ou mais enteropatégenos ocorreu em 47 (30,5%) casos do GDA, e em
3 (7,1%) do GSDA. Os patégenos encontrados por caso, do GDA, foram:
rotavirus 32 (20,8%), bactérias 53 (34,4%), ambos 25 (16,2%), e 2 (1,4%)
com Giardia lamblia (em um caso associada a rotavirus e noutro a
bactéria). No GSDA, foram detectadas bactérias em 8 casos (19,1%), e
bactéria associada a Giardia lamblia em 1 (2,4%) caso. Das 105 bactérias
isoladas no GDA, 90 eram Escherichia coli (EPEC 27, DAEC 24, ETEC
21, EAEC 18), 12 eram Shigella sp, 2 eram Salmonella sp, e uma era
Yersinia sp. As criancas com infeccdo mista — viral e bacteriana —
apresentaram maior ocorréncia de vOmitos repetidos, desidratacdo e
internagdo.

Conclusdes: as bactérias foram os enteropatdgenos mais detectados
nos casos de diarréia aguda, sendo a Escherichia coli a mais freqiiente. Na
maior parte, as cepas de Escherichia coli eram de biovariedade ndo-EPEC,
habitualmente ndo investigadas nos laboratérios de patologia clinica. O
rotavirus foi encontrado em grande parcela dos casos, muitas vezes em
associagao com as bactérias. Os protozodrios tiveram importanciareduzida.
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Abstract

Objective: to evaluate the etiologic profile of acute diarrhea in
socioeconomically deprived children assisted at a regional pediatric emer-
gency care service.

Methods: during two years all children with acute diarrhea assisted at
a previously established day and week time schedule were included in the
study. Other selective criteria were: a) age less than 5 years; b) nonuse of
antibiotics in the previous month; and c) no travel outside the city in the
previous month. Stool examination was used for the detection of the
following microorganisms: a) rotavirus (immunofluorescence and
counterimmunoelectrophoresis); b) bacteria - culture in MacConkey agar,
SS agar, Columbia agar, bright green, serotyping, detection of toxins - INV,
LT,ST,SLTI, SLTII, Sereny test, detection of virulence factors- EAF, eae,
BFP; and c) protozoa (Hoffman and Faust). In the same period, a control
group without diarrhea was also evaluated for the same fecal pathogens.

Results: between March 1994 and June 1996, 154 children with acute
diarrhea (AD) and 42 control children (WAD), that is, without acute
diarrhea, were selected. In the AD group, intestinal pathogens were
detected in 112 (72.8%) cases, and in 9 (21.5%) cases in the WAD group.
The association of two or more intestinal pathogens occurred in 47 (30.5%)
cases in the AD group, and in 3 (7.1%) cases in the WAD group. The
pathogens identified in the AD cases were: Rotavirus: 32 (20.8%), bacte-
ria: 53 (34.4%), both: 25 (16.2%), and 2 (1.4%) with Giardia lamblia (in
one case associated with Rotavirus and in another one associated with
bacteria). In the WAD group, only bacteria were detected in 8 (19.1%)
cases, and bacteria associated with Giardia lamblia in 1 (2.4%) case.
Altogether, there were 105 bacteria isolated in the AD group: 90 were
Escherichia coli (EPEC 27, DAEC 24, ETEC 21, EAEC 18), 12 were
Shigella sp, 2 were Salmonella sp, and one was Yersinia sp. Children with
mixed infections (viral and bacterial) had increased incidence of severe
vomiting, dehydration and hospitalization.

Conclusions: bacteria were the most frequent pathogens detected in
acute diarrhea cases, among which Escherichia coli was highly predomi-
nant. The majority of Escherichia coli strains belong to non-EPEC variet-
ies, strains that are not routinely evaluated in clinical laboratories of
pathology. Rotavirus was found in a great number of diarrhea cases, often
associated with bacteria. Protozoa showed reduced importance.

J Pediatr (Rio J) 2002; 78 (1): 31-38: diarrhea, virus, bacteria,
protozoa.
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Introducao

A doenga diarréica da crianca é, ainda nos dias corren-
tes, uma sindrome freqiiente, estando entre as principais
causas de consulta, internacdo e de letalidade, sobretudo
nos pafses em desenvolvimento!-3. No Pronto- Atendimen-
to do Hospital Universitario da USP, que atende a popula-
¢ao carente do Distrito do Butanta- Sdo Paulo, a diarréia
aguda € a segunda causa de consulta e internacao pediéatri-
cas nos tltimos 5 anos.

A incidéncia anual e o perfil etiolégico da diarréia em
diferentes grupos populacionais podem variar, segundo
diversos fatores de risco*®. Favorecem ao aumento de
incidéncia e a etiologia bacteriana os seguintes fatores:
idade reduzida, deficiéncias nutricionais, praticas inade-
quadas de higiene fisica e alimentar, desmame precoce,
aglomeracdes no domicilio e institucionais, auséncia de
saneamento bdsico nos locais de permanéncia, acesso a
colegdes hidricas contaminadas e periodo quente do ano
(verdo)!”. Em consegqiiéncia, nos paises desenvolvidos a
freqiéncia de quadros diarréicos por crianca € de apenas
0,5 a2 episddios por lactente/ano, enquanto que nas regides
em desenvolvimento pode atingir até mais de 10 episddios/
ano’. O rotavirus prepondera nos paises desenvolvidos, e as
bactérias sdo mais importantes para as criancas de paises
em desenvolvimento®12,

O perfil etiolégico da diarréia da crianga tem sofrido
alteracdes em anos recentes, com a identificacio de varios
microorganismos!3-16. Além disso, outras alteraces rele-
vantes deste perfil decorreram da reavaliagdo do papel
diarreiogénico de muitas cepas de Escherichia coli antes
consideradas nao patogénicas. De hd muito, é reconhecida
aimportincia da Escherichia coli enteropatogénica cldssi-
ca (EPEC) para a diarréia da crianga, porém outras cinco
categorias foram reconhecidas como enteropatogénicas:
Escherichia coli enteroinvasora (EIEC), Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enteroagregati-
va (EAEC), Escherichia coli entero-hemorragica (EHEC)
e Escherichia coli de adesdo difusa (DAEC)!7-18, Essas
diferentes biovariedades de Escherichia coli, consideradas
freqlientes causadoras de diarréia em criangas, segundo
alguns autores, foram ainda pouco estudadas em nosso
pais’+19:20,

Caracterizar o perfil etioldgico da diarréia nos primei-
ros anos de vida tem, entre outras finalidades, o estabeleci-
mento de politicas locais de vigilancia, tratamento e profi-
laxia da doenca diarréical-3. Nesse sentido, tém sido estu-
dadas as diarréias em diferentes regides rurais e urbanas,
classes socioecondmicas, estacdes climdticas, faixas etari-
as e pacientes com caracteristicas especificas!%-20.

Alguns estudos realizados na drea urbana da cidade de
Sdo Paulo avaliaram a etiologia das diarréias agudas e
mostraram uma predominancia dos quadros bacterianos
sobre os virais®10:15.21.22 Dentre os agentes bacterianos,
sempre preponderou a Escherichia coli, principalmente do
grupo enteropatogénico classico (EPEC), que chegou a ser
detectada em até 30 a 40% dos casos de diarréia na década
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de 80821, Esse perfil etiol6gico é semelhante ao verificado,
no mesmo periodo, em outras populagcdes urbanas de paises
em desenvolvimento?>7. Porém, nos tltimos anos, temos
observado entre as criangas com diarréia atendidas em
nosso servico uma aparente tendéncia de crescimento rela-
tivo do papel do rotavirus. Esse aspecto, de possivel altera-
¢ao do perfil etiolégico da diarréia, tem sido relatado em
outras avaliagdes da etiologia da diarréia em populacdes
urbanas carentes %2325 Adicionalmente, nos dltimos anos,
pudemos otimizar a avaliac@o das bactérias diarreiogéni-
cas, a partir dos novos recursos laboratoriais disponiveis
para estudo das biovariedades de Escherichia coli. Esses
aspectos nos conduziram ao presente estudo, em que fize-
mos uma reavaliacdo da etiologia da diarréia entre as
criangas atendidas em nosso pronto-atendimento.

Métodos

O estudo foi previamente aprovado pelas Comissdes de
Pesquisa e Etica do Hospital Universitario do HU-USP. Foi
solicitado consentimento verbal pés-informado de todos os
pais ou responsaveis para inclusdo do caso no estudo.

Local e amostra: o estudo foi programado para dois
anos de duragdo, abrangendo um horério limitado para
atendimento e inclusao dos casos —entre oito e dez horas da
manha, de 2% a 5° feira, exceto feriados. Nesse periodo as
criangas atendidas no Servigo de Pronto-Atendimento do
HU-USP que preenchessem todos os seguintes critérios
seriam incluidas: idade de 0 a 59 meses, com trés ou mais
evacuagdes aquosas no dia precedente, duragcdo da diarréia
inferior a 14 dias, ndo utilizacdo de antibidticos no més
precedente e que ndo sairam da regido urbana no més
precedente. Esse grupo foi denominado grupo com diarréia
(GDA)’. Simultaneamente foi selecionado um outro grupo
de criangas, sem diarréia (GSDA). Foram incluidas neste
grupo as criangas higidas ou sem doenga digestiva naquele
momento, assim como na reavaliagao feita apos 3 a 4 dias;
que nao tivessem antecedente de vOmito e/ou diarréia no
més anterior; que ndo tivessem saido daregido urbanae ndo
tivessem utilizado antimicrobiano no més precedente. O
periodo de coleta foi idéntico ao do GDA, porém restrito a
um caso ao dia, o primeiro que preenchesse os critérios
seletivos. A intensidade da diarréia foi classificada como
grave quando a freqiiéncia de evacuacdes no dia precedente
havia sido igual ou superior a seis!-19,

Rotinas do protocolo: era feita uma avaliacdo clinica
inicial e iniciada a hidrata¢do, segundo a avaliacdo médica
individualizada para cada caso. Os pais ou responsaveis
eram, simultaneamente, submetidos a questiondrio padro-
nizado a respeito do quadro clinico, dos habitos alimenta-
res, das condi¢cdes de vida e da moradia da crianca. As
criancgas eram pesadas ao término da fase de hidratagdo,
segundo a avaliacdo clinica do médico assistente.

Amostras fecais eram obtidas das criancas do GDA e do
GSDA apés evacuagdo espontanea. O material era entdo
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separado: a) em meio de transporte de Cary-Blair, para
estudo bacteriano; b) em frasco acrilico para congelamento
e posterior pesquisa de virus; c) em solugdo de formaldeido
a 10% e esfregaco em lamina, para pesquisa de protozodri-
0s.

Das bactérias enteropatogé€nicas, foram pesquisadas
seis biovariedades da Escherichia coli (EPEC, EAEC,
ETEC, EIEC, EHEC, DAEC), Shigella sp, Salmonella sp,
Yersinia enterocolitica e Campylobacter jejuni. Dos agen-
tes virais, foi pesquisado o rotavirus. Dos protozoarios
diarreiogénicos, foram pesquisados a Entamoeba histoliti-
ca e a Giardia lamblia.

Pesquisa bacteriologica: foi realizada no Departamen-
to de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP. Além dos métodos cldssi-
cos de isolamento e identificagdo dos patdgenos, foram
utilizados métodos biol6gicos e moleculares para a pesqui-
sa dos fatores de viruléncia nas amostras de Escherichia
coli isoladas dos grupos com diarréia e sem diarréia?6-28,

Foiutilizado o meio de 4gar MacConkey paraisolamen-
to de Escherichia coli*’. Para identificacdo dos sorogrupos
das bactérias enteropatogénicas, foi utilizada a técnica de
aglutinacdo em lamina a partir de uma suspensdo bacteria-
na, segundo técnica preconizada®’. As amostrasidentifica-
das bioquimicamente como Escherichia coli eram subme-
tidas as provas de aglutinagdo em 1dmina, com anti-soro
polivalente e monovalente contra sorogrupos cldssicos de
Escherichia coli (EPEC) O, Ogs, Oge, O;115 0140 0410
O35 O126> O17: O1ag: Oy4p € Oy55. As amostras que ndo
aglutinavam com esses soros eram testadas com anti-soros
contra EHEC O, 5, e com anti-soros polivalentes e monova-
lentes contra sorogrupos de EIEC Oy, ., Os9, Oy ;5,00 O ;045
0,36 0143 01445 Q1505 O 14 € Oy¢;. Foi realizado o teste de
Séreny com todas as cepas®S. Nas cepas de Escherichia coli
isoladas, foram pesquisados fatores de viruléncia: adesdo
(EAF, eae, BFP), invasdo (INV) e toxinas (LT, ST, SLTI,
e STLII). A pesquisa desses fatores de viruléncia foi reali-
zada através da técnica de hibridacdo de coldnias®?8,

A pesquisa de Salmonella sp foi feita em dgar Mac-
Conkey, agar Salmonella-Shigella (SS) e Verde Brilhante
ap6s enriquecimento em caldos Selenito e Tetrationato?”.
As amostras identificadas bioquimicamente, como Salmo-
nella sp, foram submetidas a aglutinacdo com anti-soro
polivalente somadtico. Para determinar o sorogrupo da amos-
tra, procedia-se aos testes de aglutinagdo com os anti-soros
para os sorogrupos A, B, Cl, Cz, D, E (E1 a E4), F,GH, I
As amostras com prova de aglutinacio negativa tinham os
testes repetidos ap6s aquecimento a 100 °C.

A pesquisa de Shigella sp foi realizada em dgar Mac-
Conkey e SS27. As amostras identificadas bioquimicamen-
te como Shigella sp foram submetidas a aglutinagdo com
anti-soros polivalentes, especificos para Shigella dysente-
riae (sorotipos 1 a 10), Shigella flexneri (sorotipos 1 a 6, e
variantes X e Y), Shigella boydii (sorotipos 1 a 15) e
Shigella sonnei (formas I e II).
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A pesquisa de Yersinia enterocolitica foi realizada em
dgar MacConkey e dgar SS27. As amostras identificadas
bioquimicamente como Yersinia enterocolitica foram sub-
metidas a aglutinagdo em lamina com anti-soros poli e
monovalentes, preparados com culturas vivas, especificas
para os sorotipos 03, 05, 08, e 09.

A pesquisa de Campylobacter sp foi realizada em dgar

Columbia com carvio ativado20.

Pesquisa viral: as amostras fecais foram diluidas em
solugdo salina (1:10) e submetidas a ensaio imunoenzima-
tico para deteccdo de rotavirus2?. Esse exame foi realizado
de acordo com as técnicas estabelecidas, utilizando kit
produzido pela Fundag¢io Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)?°. As
amostras positivas eram confirmadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida (EGPA).

Pesquisa parasitologica: as pesquisas de protozodrios
e helmintos foram feitas pelos métodos de sedimentacdo
(Hoffman) e de flutuacio (Faust)3.

Andlise estatistica: as diferencas entre os grupos foram
analisadas utilizando o teste de Qui-quadrado, teste exato
de Fisher e o teste de Mann-Whitney para comparagdo de
médias. Cdlculo binomial foi utilizado para estimar a distri-
buicdo de algumas proporcdes. Em todos os testes, foram
considerados significantes os resultados com p< 0,05.

Resultados

No periodo compreendido entre marco de 1994 a junho
de 1996, foram incluidas no estudo 196 criangas atendidas
no Pronto-Atendimento de Pediatria do HU-USP, sendo
que 154 preencheram os critérios seletivos do GDA, e 42,
do GSDA. As criancas do GSDA retornaram apds 3 a4 dias
da inclusdo, ndo sendo relatada a ocorréncia de diarréia.

As criangas do GDA eram, em sua maior parte, do sexo
masculino (85 casos —55,2%), menores de 1 ano (100 casos
—65%), eutréficas (131 casos — 85,1%) e ndo estavam em
amamentacdo natural (123 casos — 79,8%). No GSDA,
havia 19 criancas do sexo masculino (45,2%), a sua maioria
acima de 1 ano (25 casos —59,5%) e eutrdficas (37 casos —
88%). Das 42 criancas do GSDA, apenas 11 (26,2%)
estavam em amamentagdo natural. Nesse grupo, 21 casos
(50%) nao apresentavam qualquer doenga, tendo compare-
cido para controle clinico. As outras 21 criangas apresenta-
vam doenga respiratéria (13 casos — 31%), doenga de
tegumento (6 casos —14,3%) ou traumatismo leve (2 casos
—4,7%). As caracteristicas das criangas dos dois grupos
estdo sumarizadas na Tabela 1.

A maior parte das criangas dos dois grupos era consti-
tuida por lactentes de baixo nivel socioecondmico. Embora
os dois grupos tenham perfil assemelhado quanto a distri-
buicao por sexo (p=0,25) e inclusdo por estac¢do climdtica
(p=0,11), a distribuicdo etdria era diversa (p=0,005).
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Tabela 1 - Caracteristicas das criangas dos grupos com diarréia aguda e sem diarréia

Caracteristicas GDA (n=154) GDSA (n=42)
Idade (meses) Mediana/Média 9/12,4 15/16,9
Criangas em aleitamento materno (%) 31 (20,1%) 11 (26,2%)
Renda familiar 3,9 5,2
N°médio de moradores por domicilio 4,9 5,0

N° médio de criancas por domicilio 2,3 2

Peso >p10 131 (85,1%) 37 (88,0%)
Agua tratada 151 (98,0%) 39 (92,8%)
Esgoto encanado 124 (80,5%) 21 (13,6%)
Freqiiéncia a instituigéesT 37 (88,0%) 2 (4,7%)

GDA: grupo diarréia aguda;

GSDA: grupo sem diarréia

* em salarios minimos

Peso > p10: peso superior ao percentil 10 da curva do NCHS
T Instituigdes: escola ou creche, por periodo superior a 15 horas/semana

Sob aspecto clinico, as criancas do GDA apresentavam
3 a 12 episddios diarréicos por dia, com média de 5,8
episddios/crianga/dia. Quanto a intensidade, a diarréia foi
classificada como grave em 42 casos (27,2%). Foram vistas
ou relatadas fezes sanguinolentas em 17 casos (11%). O
segundo sintoma mais freqiiente foi o vomito, presente em
121 criangas (78,6%), destas, 44 (28,6%) vomitaram trés
ou mais vezes nas 24 horas precedentes. No mesmo perio-
do, a febre foi medida ou presumida pelos responsaveis em
91 criancas (59%). A constatacdo de desidratacdo grave ao
atendimento inicial ocorreu em 37 casos (24,0%)2. Ap6s a
hidratacdo e observacdo no Pronto-Atendimento, foram
internadas 29 criancas (18,8%) por um ou mais dos seguin-
tes motivos: desidratagdo grave (12), diarréia com perda de
grande volume liquido (18), vOmitos incoerciveis (15) e
mau estado geral (29).

Quanto aos resultados etiolégicos, foram encontrados
potenciais enteropatégenos em 112 (72,8%) criancas do
GDA,eem9 (21,5%) casos do GSDA. A associagdo entre
agentes potencialmente patogénicos (de 2 a 4 por caso)
ocorreu em 47 (30,6%) casos do GDA, eem 3 (7,2%) casos
do GSDA. A distribui¢éo dos casos do GDA e do GSDA,
segundo as familias dos enteropatégenos detectados, é
demonstrada na Tabela 2.

Rotavirus foi detectado somente no GDA,em 58 (37,6%)
casos, em grande parte associado a bactérias — 25 casos
(16,2%). Asbactérias foram detectadas em 79 casos (51,3%)
doGDAe9(21,4%)do GSDA. As associagcdes de bactérias
ocorreram nos dois grupos. Os protozodrios foram encon-
trados em apenas 2 (1,4%) dos casosdo GDA eem 1 (2,4%)
do GSDA. As estimativas de freqiiéncia, calculadas por
distribui¢do binomial, indicam propor¢des assemelhadas
para a detec¢do de rotavirus, bactérias ou a associagdo
destes enteropatégenos no grupo GDA.

Os resultados relativos aos potenciais enteropatogenos
detectados nos grupos GDA e GSDA estdo contidos na
Tabela 3.

Foram detectados 165 patdégenos potenciais no GDA
(1,1/caso). No GDA, o primeiro agente em freqiiéncia foi
Escherichia coli, com 90 cepas. Como pode ser observado
na Tabela 3, a maior parte, 65 destas cepas de Escherichia
coli foram encontradas associadas entre si ou com outro
patoégeno, principalmente o rotavirus. Observa-se também
querotavirus, identificado em 58 criancgas, foi o agente mais
detectado isoladamente no GDA — 31 casos. Shigella sp foi
isolada em 12 casos do GDA (S. flexneri—11 e S. sonnei —
1), associada a outro enteropatdgeno em 7 criangas. Foram
ainda identificadas duas criancas com Salmonella sp no
GDA, e uma com Yersinia enterocolitica. Nao foi detecta-
do Campylobacter sp. O protozodrio identificado no GDA
foi Giardia lamblia (cistos), em apenas dois casos.

No GSDA foram detectados 12 (0,3/caso) potenciais
patoégenos, sendo 11 bactérias, como se observa na Tabela
3. As bactérias eram Escherichia coli (10) e Shigella
flexneri (1). Em um caso, foi detectada Giardia lamblia
(cistos).

Tabela 2 - Virus, bactérias, protozodrios e helmintos detecta-
dos nos grupos com diarréia aguda e sem diarréia

Enteropatégenos GDA GSDA

n %* p n %*
Rotavirus 32 208 14,7278 0 0,0
Bactérias 33 214 149-28,6 6 1473
Rotavirus e bactéria (s) 25 16,2 10,7-22,9 0 0,0
Bactéria e bactéria (s) 20 13,0 8,1-19.3 2 48
Bactéria e protozodrio’ 1 0,7 0,1-3,5 1 24
Rotavirus e protozodriot 1 0,7 0,1-3,5 0 0,0
Sem identificagdo 42 272 19,2-33,4 33 785
Total 154 100,0 42 100,0

GDA: grupo diarréia aguda; GSDA: grupo sem diarréia
* % da coluna; p: limites da distribuigdo com p=0,05
T Giardia lamblia
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Em relag@o as seis biovariedades de Escherichia coli
pesquisadas no estudo, foram detectadas as mesmas quatro
no GDA e no GSDA (Tabela 3), ndo sendo encontradas
Escherichia coli das biovariedades EHEC e EIEC. No
GSDA, foramidentificadas as 90 cepas: EPEC-27, DAEC-
23, ETEC- 21 e EAEC- 19. No GSDA foram identificadas
as 10 cepas: EPEC- 3, ETEC- 3, EAEC- 2, DAEC- 2. As
biovariedades de Escherichia coli foram encontradas como
Unicos potenciais enteropatdgenos em freqii€ncias asseme-
lhadas nos dois grupos, GDA e GSDA (Tabela 3).

Correlacao do perfil clinico dos pacientes com aspec-
tos etiologicos

Quanto a faixa etdria, as EAEC foram detectadas entre
as criangas com idade inferior a 12 meses (17/19, p=0,02),
e as Shigella sp foram isoladas preferencialmente entre as
criancas com idade superior a 1 ano (10/12, p=0,004).

Quanto as estacdes climdticas, consideramos dois peri-
odos: primavera-verdo com 49 casos, € outono-inverno
com 105. A EPEC ocorreu nos meses mais quentes (15/49
versus 12/105, com p=0,003), assim como a ETEC (15/49
versus 6/105, com p=0,01). O rotavirus teve maior incidén-
cia nos meses do outono-inverno (9/49 versus 49/105, com
p=0,001).

Os resultados relativos ao perfil clinico, etario e socio-
econdmico das criancas do GDA foram reagrupados segun-
do a etiologia. Foram constituidas 4 categorias: casos com
rotavirus, casos com alguma bactéria, casos com rotavirus
e alguma bactéria e casos sem deteccdo de virus e de
bactéria, como pode ser observado na Tabela 4.

Na analise de diversos parametros, ndao houve diferenca
significativa na distribui¢do dos resultados etiolégicos em
relacdo a diversos parametros dos pacientes, como idade,
estado nutricional, utilizagdo de leite materno e presenga de
febre. Quanto a intensidade da diarréia e a presenca de
sangue nas fezes, também ndo se observou correlacdo com
as categorias etioldgicas analisadas. Em andlise bivariada,
os quadros com rotavirus e bactéria, associadamente, foram
correlacionados com maior freqiiéncia de vomitos, desidra-
tacdo e internagdo.

Discussao

A fragdo de casos com enteropatogenos detectados

A constatacdo de grande percentual de enteropatégenos
no grupo GDA (72,8% das criangas) € similar aos melhores
resultados de investigacdo etioldgica da literatura pediatri-
ca, que situam-se entre 60 e 80%!1:14 Essencialmente,
atribuimos este resultado a utiliza¢do de apurada metodo-
logia laboratorial, que avaliou e constatou grande freqtién-
cia de Escherichia coli de biovariedades diferentes da
EPEC. Foram estudadas cinco colonias de cada amostra de
fezes encaminhada parainvestigacao, enquanto nos exames
convencionais sdo analisadas apenas duas??. Também, na
avaliagdo das bactérias, foi realizada, além da sorotipagem
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Tabela 3 - Potenciais agentes enteropatogénicos encontrados
nas fezes de criancas com diarréia aguda (GDA), e

sem diarréia (GSDA)
Agentes GDA GSDA
n (%) n (%)

Rotavirus 32 (20,8) 0

EPEC 14 9,1 2 4,7
ETEC 2 (1,3) 2 4,7)
DAEC 5 3,2) 1 2.4)
EAEC 4 2,6) 1 2.4)
Shigella sp 6 3,9 0

Yersinia sp 1 0,7 0
Salmonella sp 1 0,7) 0

EPEC+ Rotavirus 5 (3.,2) 0

EPEC+ Shigella sp 2 (1,3) 0

EPEC+ ETEC 3 (1,9) 0

EPEC+ EAEC 1 0,7) 1

ETEC+ DAEC 3 (1,9) 0
ETEC+EAEC 2 (1,3) 0

ETEC+ Shigella sp 1 0,7) 1 2.4)
ETEC+ GL 1 0,7 0

ETEC+ Rotavirus 5 3.,2) 0

ETEC+ EAEC +R 2 (1,3) 0

EAEC+ DAEC 3 (1,9) 0

EAEC+ Rotavirus 3 (1,9) 0

EAEC+ Shigella sp 1 0,7 0
EAEC+S +R 1 0,7 0

DAEC+ Rotavirus 8 5,1) 0

DAEC+ Shigella sp 2 (1,3) 0 2,4)
DAEC+Giardia lamblia 0 1 2,4)
DAEC+ EAEC+ R 1 0,7) 0
Rotavirus + GL 1 0,7) 0

Casos negativos 42 27,2) 33 (78,6)
Total 154  (100) 42  (100)

E= Escherichia coli
S= Salmonella sp
R= Rotavirus

GL= Giardia lamblia

EPEC-E Enteropatogénica
ETEC-E Enterotoxigénica
EAEC-E Enteroagregativa
DAEC-E Difusamente agregativa

habitual, a pesquisa de fatores de viruléncia com sondas
genéticas?®. Essas técnicas e métodos aumentaram a sensi-
bilidade de deteccao desses enteropatégenos (justificando
também a elevada taxa de infec¢des mistas). Desta forma,
na comparacgado dos presentes resultados com os de outros
estudos, este diferencial metodolégico deve ser considera-
do. Assim, os resultados de outras avaliacdes etioldgicas
anteriores, de nossa propria autoria como de outros, com
percentuais de detec¢@o de enteropatdgenos situados entre
34 ¢ 61,7% podem ser melhor compreendidas®12-19-20:22,

A fracdo de casos do GDA com identificagdo de entero-
patégenos foi muito maior do que no grupo sem diarréia.
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Tabela 4 - Perfil clinico, etdrio e socioecondmico das criangas do grupo com diarréia aguda (GDA), segundo a
detecgdo de rotavirus e/ou bactérias enteropatogénicas

Agente Bactéria Rotavirus B) + (R) Sem Total P
(B) (R) (B) ou (R)

Parametro n* (%)" n* (%)% n* (%)" n* (%)F n* (%)%

N2 de casos 54 33 25 42 154

Idade® média 16 9,2 11,1 11,0 12,4 0,20
<1ano 33 (33,0) 23 (23,0) 17 (17,0) 27 (27,0) 100 (100) 0,11
Peso < p10 7(30,4) 3 (13,1) 7 (30,4) 6 (26,0) 23 (100,0) 0,20
RFM 3,6 4,0 34 4.4 3,9 0,37
Leite maternoll 10 (32,3) 9 (29,0) 39,7 9 (29,0) 31 (100,0) 0,53
Evacuacoes/dia 59 6,2 6,4 4,9 5.8 0,08
Febre 28 (30,7) 23 (25,3) 15 (16,5) 25 (27,5) 91 (100,0) 0,40
VomitoT 8 (18,2) 11 (25,0) 16 (36,4) 9 (20,4) 44 (100,0) 0,01
Sangue/fezes 9 (52,9) 2 (11,8) 1(5,9) 5(29,4) 17 (100,0) 0,27
Desidrataciio® 7 (18,9) 10 (27,1) 11(29,7) 9 (24,3) 37 (100,0) 0,01
Internacio 10 (34,5) 7(21,4) 9 (16,2) 3(27,3) 29 (100,0) 0,03

*um caso com Giardia lamblia; B: bactéria; R: rotavirus; P: probabilidade; T % da linha; § grave; Il exclusivo ou misto; 1trés ou
mais epis6dios/24h; ¥ em meses; RFM: renda familiar média em salarios minimos/més; p10: casos com peso inferior ao percentil

10 da curva do NCHS

Esses resultados reiteram que os patégenos avaliados este-
jam implicados na doenca diarréica, como largamente
reconhecido?224, Porém, embora os dois grupos sejam
constituidos majoritariamente por lactentes, deve ser res-
salvado que diferem quanto a idade média.

Perfil dos agentes encontrados

Uma avaliagdo menos cuidadosa indicaria que as bacté-
rias foram os agentes etioldgicos mais importantes — detec-
tadas em 51,3% das criangas do GDA versus 37,6% que
apresentavam rotavirus (com elevado percentual de casos
mistos). Porém, parte das bactérias poderia estar simples-
mente atuando como um comensal, visto que estes micror-
ganismos também foram detectados em 21,4% dos casos
sem diarréia, o que ndo ocorreu com o rotavirus. Os proto-
70drios tiveram escasso papel como enteropatogenos, em
concordincia com a maior parte dos estudos de diarréia,
apesar de alguns ocasionais dados discrepantes>-20. Portan-
to, a importancia relativa de rotavirus e de bactérias mos-
trou ser assemelhada no GDA, resultado que tem sido
crescentemente observado em nosso pais, assim como em
outros em desenvolvimento!2-2425 Anteriormente, 0s es-
tudos epidemioldgicos indicavam um claro predominio das
bactérias, especialmente de Escherichia coli, da biovarie-
dade EPEC*. Possivelmente, uma progressiva melhora das
condic¢des de higiene e de saneamento bdsico da populagcdo
parece estar transformando o perfil etiol6gico da diarréia
agudaZ-3-24,

Em relacdo ao perfil das bactérias potencialmente ente-
ropatogénicas estudadas, Escherichia coli foi a espécie
preponderante, como reconhecido pela literatura®2!, Foi

identificada em 71 (46,1%) casos de diarréia, e constituiu
90 das 105 cepas bacterianas isoladas nas criangas do GDA.
O microrganismo mantém sua importancia como enteropa-
tégeno, ainda que se considere que parte destas Escherichia
coli possa estar apenas colonizando o tubo digestivo de
algumas das criancas do GDAZ!. Isto se depreende do
achado da presenca de Escherichia coli também em 9
(21,5%) das criangas sem diarréia.

Das seis biovaridades de Escherichia coli, a EPEC,
enteropatogénica cldssica, foi um pouco mais freqiiente (27
cepas) que as outras, como reconhecido previamente®!7.
Foi detectada a presenca de fatores de viruléncia EAF, BFP
e EAE em 60% destas cepas (EPEC tipicas), sendo as EPEC
restantes classificadas como atipicas, aspecto ja reconheci-
do?. Em conjunto, as biovariedades nio EPEC preponde-
raram no GDA (63 versus 27 cepas), o que tem sido
observado em outros locais!!. Deve ser observada a ausén-
cia de EHEC no estudo, mesmo entre as criancas que
apresentavam fezes sanguinolentas. Em outras avaliagdes,
aEHEC esteve associada a 10-15% das diarréias sanguino-
lentas!”. EIEC também nio foi detectada. A pequena inci-
déncia de EHEC e EIEC corroboram outras avaliagdes
brasileiras!®-20,

Um dado interessante € a reduzida porcentagem da
EPEC identificada como agente tinico de diarréia no GDA-
8,4%, em relagdo a outros relatos que associam essa bacté-
ria a 20 e até 30% dos casos!Z!8. Também a ETEC foi
detectada como agente inico da diarréia em 2,6% dos casos
do GDA, taxa semelhante a de algunszo, porém inferior as
encontradas em outros estudos de paises em desenvolvi-
mento, que situam-se entre 10 e 33,5%%911, Em nosso
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estudo, foi observado um elevado percentual de casos com
etiologia mista envolvendo a EPEC (9,1%) e a ETEC
(11,1%). Parece-nos que as taxas reduzidas de detec¢do
isolada de EPEC e ETEC decorram do elevado percentual
de concomitanciade outros enteropatégenos. Possivelmen-
te, a otimizagdo das técnicas de deteccao viral e bacteriana
utilizadas no presente estudo seja responsavel por estes
dados.

Outras biovariedades de Escherichia coli diarreiogéni-
cas detectadas no GDA, EAEC (19 cepas) e DAEC (23
cepas) nao sdo habitualmente avaliadas nos laboratérios
clinicos, e mesmo em alguns estudos etioldgicos!2:14.20,
Portanto, pode-se inferir que parte dos quadros diarréicos
ndo obteria elucidacao etioldgica caso fosse avaliada fora
do protocolo de pesquisa.

As associacdes de diferentes biovariedades de Escheri-
chia coli ocorreram em 17 casos do GDA, sendo que em 3
destes foi detectado concomitantemente rotavirus. Portan-
to, foram 14 (9,1%) as associa¢des apenas de biovariedades
de Escherichia coli encontradas no GDA, e uma (2,4%) no
GSDA, propor¢des ndo diversas (p=0,33). Isso ndo eviden-
cia um possivel efeito sinérgico destas biovariedades em
relacdo a ocorréncia de quadros diarréicos.

Das outras bactérias identificadas no GDA, destaca-se
a Shigella sp, que foi isolada em 12 casos (7,8%), em
metade destes, como dnico patégeno. Na maioria eram
Shigella flexneri. Outros estudos em populacdes carentes
observaram freqii€ncia e espécie semelhante deste entero-
patégeno em criangas diarréicas’-12:18:1922 por vezes, o
percentual de encontro da Shigella sp foi maior20. A peque-
na taxa de detec¢do da Salmonella sp, observada no GDA,
acompanha a progressiva reducdo verificada nos paises
latino-americanos, a partir dos anos 901920, Campylobac-
ter sp e Yersinia sp também mostraram escassa importancia
no grupo diarréico, assim como verificado em outros estu-
dos brasileiros*13:20,

Foi elevada a fracdo de casos do GDA em que foi
detectado rotavirus (37,6%- 58 criangas), sendo que em 31
(20,1%) era o tnico patégeno. Esses resultados ficaram
valorizados pela ndo detec¢do do virus em qualquer crianga
do GSDA. Outros autores também t&€m identificado rotavi-
rus em, no maximo, 3 a 5% de criangas sem diarréia®?.
Poderiamos, até, ter verificado um papel ainda maior para
0 agente, caso se tivesse também pesquisado rotavirus de
grupos ndo-A. Estes tltimos tém sido detectados em peque-
na parcela das criangas com diarréia, como mostraram
alguns autores2.

O rotavirus estava associado a bactérias em 25 (16,3%)
dos casos do GDA. Essa simultaneidade foi observada
previamente, porém em menor propor¢io*20. O elevado
percentual da associag@o rotavirus/bactéria verificado no
presente estudo, em relac@o a outros, pode decorrer sim-
plesmente de uma otimizagio da metodologiaZY.

A elevada freqiiéncia de rotavirus do presente estudo
estd em consonancia com os estudos mais recentes da
literatura, que apontam uma crescente propor¢do do agente
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como causador de diarréias, mesmo nos paises em desen-
volvimento2*. Essa tendéncia é verificada a partir da déca-
da de 80, tanto para casos graves (internados) como leves
(ambulatoriais)>-*!4. O aumento da propor¢io de rotavirus
entre os casos de diarréia ndo parece resultar de um aumento
de incidéncia®3. Os indicadores de satide t8ém mostrado
reducdo daincidéncia de gastrenterites em geral, principal-
mente dos quadros bacterianos, resultando no aumento
relativo dos quadros virais2-3.

Em relacdo aos aspectos clinicos e achados etioldgicos
doestudo, foram reiteradas algumas conclusdes ja observa-
das por outros autores. De modo geral, as caracteristicas
clinicas dos casos tém limitada especificidade e, portanto,
reduzida utilidade clinical-3. A intensidade da diarréia, a
presenca de sangue nas fezes, a idade do paciente, a febre
e a estacdo climatica ndo possibilitam determinar o agente
ou familia de agentes causadores de diarréia!2. Foram
constatadas maiores freqiiéncias de biovariedades de Es-
cherichia coli em lactentes pequenos durante 0s meses mais
quentes e de rotavirus nos meses de outono e inverno, a
exemplo do que se observou em outros estudos*20-24, Foi,
também, verificada correlacdo entre os casos mistos —
bacterianos e virais, com um perfil clinico de doenca mais
grave — com maior percentual de vOomitos, desidratacio e
internacdo. Mas as andlises bivariadas realizadas constitu-
em reduzida evidéncia destas correlagdes. De modo geral,
todos estes achados t&€m restrita utilidade para o clinico.

Conclusao

Os autores estudaram a etiologia da diarréia em um
grupo grande de criancas, socioeconomicamente carentes,
atendidas durante um periodo extenso em pronto-atendi-
mento. Verificaram que a Escherichia coli e o rotavirus sao
encontrados namaior parte dos casos, inclusive associados,
nos mesmos doentes. Os protozodrios tiveram escassa im-
portancia. Um percentual dos casos do GDA permaneceu
sem identificacdo causal, indicando, indiretamente, que
outros potenciais patégenos ja reconhecidos possam estar
implicados!3-13. A maior parte das Escherichia coli detec-
tadas pertencem a biovariedades freqiientemente nao ava-
liadas rotineiramente nos laboratérios clinicos. Essa obser-
vacdo, aliada as de outros estudos, possibilita sugerir ao
pediatra clinico que quadros diarréicos sem esclarecimento
etioldgico possam resultar de limitagdes técnicas na inves-
tigacdo bacteriana20.

Sob outro angulo, apesar do progresso na deteccdo de
enteropatdgenos, a limitagdo do conhecimento relativo a
fisiopatogia da diarréia ficou, também, evidente. No pre-
sente estudo, foi detectado no GSDA um percentual signi-
ficativo de criangas com bactérias reconhecidas como pato-
génicas, mas que ndo apresentavam diarréia. Também fo-
ram detectadas cepas de EPEC, sem que os fatores de
viruléncia pudessem ser reconhecidos. Esses aspectos, ja
previamente observados, reiteram que a patogenia depende
de fatores do agente e/ou do hospedeiro, que ainda hoje nao
estio bem identificados!”.
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O reconhecimento de causa infecciosa na maioria das
diarréias investigadas no presente estudo, como em ou-
tros2, indicam a necessidade de estimular medidas profil4-
ticas2. Para o grupo de criangas atendido no pronto-atendi-
mento, assim como para outros assemelhados, a profilaxia
dos quadros bacterianos deve ser enfocada com base nos
programas de sadde primdria (amamentagao, higiene pes-
soal e melhora das condicdes sanitdrias), como ja estabele-
cido!. Quanto 2 profilaxia das infec¢des por rotavirus, de
importancia crescente, deve ser reforcado o empenho no
desenvolvimento de vacina eficaz e segura24.
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