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RESUMO

Introducgdo: A diarreéia infecciosa aguda infantil € um dos maiores problemas
de saude enfrentado pelos paises em desenvolvimento e tem sua incidéncia
aumentada em criangas que frequentam creches. Objetivo: Avaliar a possivel
associagdo de enteropatdégenos bacterianos e virais com a diarreéia em uma

populacao infantil de uma creche publica do municipio Sao José do Rio Preto —

Método: A equipe do Centro de Investigacdo de Microrganismos (CIM) da

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP) efetuou a coleta e

0 processamento de Feram-—analisadas 100 amostras fecais, provenientes de

sende-50 criancas sadias ae—(grupo controle) e de outras 50 criancas que

apresentaram material fecal com aspecto compativel a clinica diarreéica. Para

analise bacteriologica, parte do material fecal foi utilizado—meio

detranspertadeenviado _em meio de transporte Cary Blair, com imediata

semeadura as-amestras-foram-semeadas em meio Agar MacConkey (DIFCO),
Agar SS (DIFCO), em caldo Tetrationato, anteriera-semeadura—em-em Agar
Verde Brilhante (DIFCO) e em Agar Columbia (DIFCO) com carvéo ativado. A
técnica de aglutinacao a partir de uma suspensao bacteriana foi utilizada para a
identificagdo-tipagem sorolégica das enterobactérias. Para andlise viral, uma

aliqguota_do material fecal obtido foi congelada a -70 graus Ceelsius e,

posteriormente, encaminhada ao Setor de Virologia do Instituto Evandro

Chagas, Ananindeua, Estado do Para. APara deteccdo dos Astrovirus e
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Calicivirus feram-foi realizadas por RT-PCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase
via transcriptase reversa). J& Aa deteccdo dos rotavirus foi realizada—efetuada
por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em tampéo Tris-

glicina; e  eseu perfilde  gendbmico  do—retavirusfei——definido apos
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eletroforese do RNAfita dupla (dsRNA) extraido em géis verticais s
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de_—bisacrilamida-acrilamida a _5%. Resultados_e Discuss&o?2: N&ao houve
diferenca quanto ao género entre os dois grupos, com ligeira maior

representacdo maior frequencia—do sexo feminino 52 (52,0%). A faixa etaria

variou de seis meses a sete anos de idade (média de 1,6 anos). As bactérias
mais frequentes na populacdo sde—foram 38 cepaseases de E. coli (38%),

assim distribuidas: -sendo-EPEC {- 12%), EIEC_- (3%}, Pseudomonas_spp. -
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2% e E. coli 0157 {- 1%). Houve-tambémCatorze-14- criancas apresentaram

cases-de_-colonizacdogde mista por mista-de-Enterobacter e E. coli (14,1%). Os
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virus entéricos circulantes nessas_populacdo infantil -eriargas-sdo o Norovirus

(2%) e o Astrovirus (1%). A presenca de Norovirus e Astrovirus esta

tradicionalmente associada eem—aa populacdo residente em area urbana. O

consumo de alimentos fora da creche e do domicilio foi indicativo dae presenca
de enteropatégenos. Os agentes bacterianos e virais detectados ndo estédo
associados aos casos de diarréeia na populagdo estudada. Conclusao: Os
dados obtidos neste estudo demostram que as criancas que frequentam
creches sdo portadores assintomaticas de potenciais agentes patogénicos,
fato este merece investigacdo adicional nesta regidoarea, bem como em outras
regidesdo pais. Este estudo contribuira para a criagdo de estratégias efetivas
de prevencao, controle e tratamento, melhorando assim a condigdo de vida do

grupo em estudo.

Palavras-chaves: 1. Creches; 2. Criang¢a; 3. Epidemiologia; 4. Enterobatérias;

5. Enterovirus humanos; 6. Diarréia.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Introduction — Childhood acute infectious diarrhea is one of the biggest health

problems faced by developing countries and its incidence has been increased in

children who attend daycare. Objective — To evaluate the possible relation

between bacterial and viral enteropathogens with diarrhea in_a children

population of a public daycare in Sdo José do Rio Preto city — Sdo Paulo state.

Material and methods — The group of Microorganisms_Investigation Center

(CIM) of the Medicine College of Sdo José do Rio Preto (FAMERP) collected

and processed 100 fecal samples of 50 healthy children (control group) and

other 50 children who presented fecal material with compatible aspect to

diarrheic clinic. Stool samples were transported in Cary—Blair transport media

for bacterial analysis. All specimens were examined on the day of collection

according to standard bacteriologic procedures. Briefly, suggestive bacterial

colonies were isolated from McConkey, Salmonella—Shigella, brilliant green

(after enrichment in tetrathionate broth), and Columbia agar. Isolates identified

by biochemical tests were serotyped by standard techniques (EPM-Milli_and

Oxidase stripes plus commercially available antisera; PROBAC, Brazil). For a

viral analysis, an aliquot of the obtained fecal material was frozen under -70

degrees Celsius and, afterwards, conducted to the Virology Section of the

Institute Evandro _Chagas, Ananindeua, Para state. The identification of the
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astrovirus _and calicivirus was done by RT-PCR (Polymerase chain reaction,

through reverse transcriptase). Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was

carried out in Tris—glycine buffer and rotavirus genome profile was defined
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following electrophoresis of extracted dsRNA through vertical 5% acrylamide

bisacrylamide gels. Results and discussion — There was no_difference

concerning the gender between the two groups, with a slight higher

representation of female 52 (52,0%). The age group ranged from 6 months to 7

years old (an average of 1,6 years). The most frequent bacteria in the

population was 38 strains of E.coli (38%), distributed like this: EPEC (12%),

EIEC (3%), Pseudomonas spp. (2%) and E.coli 0157 (1%). Fourteen children

presented mixed colonization of Enterobacter and E.coli (14,1%). The

circulating of enteric viruses in the children population are the Norovirus (2%)

and Astrovirus (1%). The presence of Norovirus and Astrovirus is traditionally

associated with the urban area inhabitants. The food intake out of the daycare

and home indicated the presence of enteropathogens. The bacterial and viral

agents detected are not associated with the diarrhea occurrence in the studied

population. Conclusion: The results obtained in this study demonstrated that

the children who attend daycare are asymptomatic carriers of potential

pathologic agents, this fact deserves further investigation in this area, as well as

in other country areas. This study will be useful for creating effective strategies

of prevention, control and treatment, in order to improve the life condition of the

group in this work.

Key-words: 1. Daycare; 2. Children; 3. Epidemiology; 4. Enterobacteria; 5.

Human enterovirus; 6. Diarrhea.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Salde (OMS), a diarréeia
continua sendo a segunda principal causa de morte entre criangas menores de
cinco anos no mundo, seguida pela pneumonia com 17% dos casos.? Tal
gravidade se da em razdo do processo de desnutricdo infantil desencadeado
pela acdo negativa desse fendmeno sobre a digestdo, a absor¢cdo e o
metabolismo.® As complicacdes mais frequentes da diarreéia infantil decorrem
da desidratacé@o e do desequilibrio hidroeletrolitico. A médio e longo prazos, as
repeticdes dos episodios de diarreéia podem levar a desnutricdo crénica, com
retardo do desenvolvimento ponderal e, até mesmo, perturbacdo do
desenvolvimento cognitivo.®

A diarréeia infecciosa aguda infantii € um dos maiores problemas de
salde enfrentado pelos paises em desenvolvimento, porém de ocorréncia
universal, e que atinge pessoas de todas as classes sociais.) A cada ano,
cerca de 2,5 bilhGes de casos de diarréeia ocorrem entre criangcas menores de
cinco anos de idade, e as estimativas sugerem que a incidéncia global tem
permanecido relativamente estavel nas (ltimas duas décadas.™® Mais da
metade desses casos estdo na Africa e no Sul do Continente Asiatico, onde
episédios de diarréeia mais frequentemente resultam em morte.®

Apesar da reducao substancial dos indices adversos relacionados a
morbi-mortalidade por diarreéia infantil nas décadas de 80 e 90 com o advento
da terapia de reidratacdo oral, implantada desde 1980 pela WHO, os nimeros

continuam preocupantes.®"%9 Mais de um bilhdo de episédios de diarréia
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ocorrem a cada ano, entre criancas menores de cinco anos de idade.®? De
fato, tal afeccdo é considerada uma sindrome frequente, estando entre as
principais causas de consultas médicas, interna¢@o hospitalar e de letalidade,
principalmente nos paises em desenvolvimento.*V

A relevancia epidemiolédgica da doenca diarréeica infantil € contabilizada
também pela diferenca entre os paises desenvolvidos, nos quais a frequéncia
de quadros diarréeicos por crianca é de apenas 0,5 a 2 episddios por
lactente/ano e aqueles em desenvolvimento onde pode atingir até mais de 10
episédios/ano.“? Ao reunir a Asia (excluindo a China), a Africa e a América
Latina é possivel atingir um total anual de 4,5 a 6 milhdes de criancas menores
de cinco anos que morrem em consequencia da diarréeia. A auséncia de agua
potavel, o saneamento inadequado e/ou a ma higiene sao indicadores comuns
dessas localidades e a OMS atribue 88% dos casos de diarréeia no mundo aos
mesmos.®

No Brasil, apesar das limitacdes do sistema de informacdes, devido a
diarreéia ndo ser uma doencga de notificagdo compulséria, a doenca diarréeica
foi responsavel por 17,3% de todos os 6bitos infantis registrados no periodo de
1985-1987 tendo sido observada, contudo, acentuada queda no periodo de
2003-2005 (4,2%).*® Segundo dados disponiveis no Datasus (DATASUS,
2009), o Brasil apresenta altas taxas de internagdo e Obitos por diarreia em
menores de cinco anos, correspondendo a uma média de 119.489,75
internacdes e 378,25 Obitos durante o periodo de 2000 a 2003, sendo
registrada, nos dltimos anos, diminuicdo progressiva dos registros de ébitos e

internacdo por diarreia, principalmente em menores de 1 ano de idade.™”

[Formatado: N&o Realce
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A prevaléncia da doenca no Brasil varia grandemente em face da regido
considerada entre 59% a 154% nas regides Sul e Nordeste,

9 No Estado de S&o Paulo a diarreia foi responsavel por 55

respectivamente.
casos de 6bitos infantis em 2009.

Além dos problemas enumerados, como mencionado anteriormente, a
situacdo se agrava na populacéo pediatrica, sobretudo até os cinco anos de
idade, em raz&@o dos habitos higiénicos precarios, da auséncia de imunidade a
infeccdes e reinfeccdes e da dependéncia de cuidados alheios.*” A incidéncia
de doenca diarreica em criangas menores de 3 anos de idade e que
frequentam creches é aumentada em 30 a 50%; sendo que o0 ingresso recente
esta associado a um risco ainda maior.® Isso por que em lactentes e pré-
escolares que frequentam creches, o contato interpessoal intimo entre criangcas
muito pequenas, resulta na exposicdo de individuos suscetiveis aos micro-
organismos patogénicos, geralmente disseminados por aquelas que sé&o
portadoras assintomaticas.’® Na maioria das vezes, o risco de um agente
infeccioso ser introduzido em uma creche esta diretamente relacionado com
sua prevaléncia na populagdo na qual a creche esta inserida e com o niimero
de individuos suscetiveis na mesma. Criangas pequenas frequentemente sao
portadoras assintométicas de varios agentes causadores de doengas
infecciosas e parasitarias, servindo como reservatérios comunitarios.
Aglomerados de criancas tornam-se, entdo, focos de multiplicacéo de casos de
doencgas transmissiveis e de dissemina¢do das mesmas para a comunidade
circundante.®® Estas instituicdes apresentam fundamental importancia no

cuidado de pré-escolares desde que as mulheres comegcaram a aumentar sua
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participacdo no mercado de trabalho e as criancas passaram a ficar, muitas
vezes, de 6 a 8 horas, cinco dias por semana, nestas instituicdes.*??
Portanto, uma crianca é deixada aos cuidados de pessoas, que pode ndo ser
tdo vigilantes como a mae e/ou seus responsaveis.*

Diversos agentes podem envolver a etiologia das diarreias, como virus,
bactérias e parasitos. Os enteroparasitos tém sido amplamente estudados, no
entanto, os agentes bacterianos séo relativamente mais importantes em paises
em desenvolvimento, enquanto 0s agentes virais sdo mais relevantes em
paises industrializados. A importancia desses agentes esta relacionada com as
condicdes de higiene e saneamento bésico da populacédo.®?

Os micro-organismos sdo transmitidos por contato direto, pessoa a
pessoa, ou indireto, por fdmites, ingestdo de agua ou alimentos contaminados.
Vérios fatores podem contribuir para infecgfes intestinais: a duracdo do
aleitamento materno, a alimentacdo, a contaminagédo ambiental, a educagéo, o
trabalho materno, o local de residéncia, a renda familiar, o0 peso do bebé ao
nascer, o acesso a agua tratada e o saneamento basico, as variacdes sazonais
e, em especial, a idade do hospedeiro. Favorecem o aumento de incidéncia da
diarréia por etiologia bacteriana os seguintes fatores: idade reduzida,
deficiéncias nutricionais, praticas inadequadas de higiene fisica e alimentar,
desmame precoce, aglomeragfes no domicilio e institucionais, auséncia de
saneamento basico nos locais de permanéncia, acesso a cole¢des hidricas
contaminadas e periodo quente do ano (veréo).?2)

A grande diversidade de indicadores sociais, econémicos, climaticos e

caracteristicas geograficas do Brasil tem sido relatada em varios estudos como



Introducéo 5

fatores criticos que modulam a frequéncia dos diferentes enteropatdégenos
causadores de diarreia e seus agentes etioldgicos.?*%®)

O perfil etiolégico da diarreia da crianga tem sofrido alteragGes em anos
recentes, com a identificacdo de varios micro-organismos distintos.%%? Além
disso, outras alteracdes relevantes deste perfil decorreram da reavaliacdo do
papel diarreiogénico de muitas cepas de Escherichia coli, antes consideradas
ndo patogénicas. E amplamente reconhecida a importancia da E. coli
enteropatogénica classica (EPEC) para a diarreia da crianga, porém outras
cinco categorias sdo reconhecidas como enteropatogénicas: E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC) e E. coli de
adesdo difusa (DAEC).***Y Essas diferentes biovariedades desta
enterobactéria, consideradas frequentes causadoras de diarreia em criancgas,
segundo alguns autores, foram ainda pouco estudadas em nosso pais.®**” No
Brasil, os agentes bacterianos que mais comumente causam diarreia sao: a
EPEC, a ETEC, a Shigella spp., a Salmonella spp., o0 Campylobacter spp., e
Yersinia enterocolitica.®®?

Os virus sdo importantes agentes etiolégicos da diarreia em crianga. Do
ponto de vista clinico, a doenca diarreica causada por virus dificilmente pode
ser diferenciada da causada por bactérias, sendo um processo auto-limitado de
diarreia e vomito, com duracdo aproximada de 1 a 7 dias.? Atualmente,
considera-se que a maioria das gastroenterites infantis seja causada por virus

pertencentes a quatro diferentes familias: Reoviridae (rotavirus), Caliciviridae

(norovirus e sapovirus), Astroviridae (astrovirus) e Adenoviridae (adenovirus).



Introducéo 6

Qutros virus como coronavirus, torovirus, picobirnavirus e virus aichi também
tém sido relacionados com gastroenterites em humanos.“>*3

Os enteropatdgenos virais sdo reconhecidos como 0s mais importantes
agentes etiologicos relacionados com quadros de gastroenterite aguda em
comunidades e outras localidades, incluindo instituicdes semifechadas e
hospitais.*¥

Os astrovirus (HAstV) sdo considerados importantes enteropatégenos e
estdo associados a surtos diarréicos envolvendo criangas jovens e outros
grupos etarios em todo o mundo.“*” A infeccéo pelo HAstV ocorre com maior
frequéncia em criangas menores de trés anos de idade, a diarreia é acometida
em 72-100% dos casos, sendo geralmente autolimitada, com duracéo de dois a
trés dias. Cerca de 50% dos casos apresentam dor abdominal, 20-70% vomito,
20-25% febre e 30% algum grau de desidratagdo com até 5% de desistradacao
grave. Do total de criangas com gastroenterite aguda causadas por HAstV, 6%
sdo hospitalizadas com o periodo de permanéncia no hospital de até seis
dias.“®

O rotavirus (RV) é o principal agente etioldgico causador de diarreia
aguda em criancas, responsaveis por mais de 600.000 6bitos por ano,®? além
do significativo impacto econdmico causado pela doenca diarreica por RV.“9
No Brasil, as infecgbes por RV causavam aproximadamente 3,5 milhdes de
episodios de diarreia, 655.853 consultas ambulatoriais, 92.453 hospitaliza¢des

e 850 obitos de criangas < 5 anos por ano antes da introdugdo da vacina contra

o RV.®0
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Os rotavirus (RV) tém sido descritos como 0s principais responsaveis
pela diarreia em criangas menores de cinco anos, seguido pelos calicivirus
humano (HCV) - norovirus (NV) e sapovirus (SV) -, astrovirus humanos e
adenovirus entéricos (AdV). Recentemente, diversos estudos apontam os NV e

os HAstV como importantes agente etiolgicos deste agravo.“?

Em 2006, uma vacina atenuada G1P[8] foi incluida no Programa
Nacional de Imunizagéo, prevenindo a gastroenterite grave por RV e induzindo
uma reducao significativa na frequéncia de detec¢cdo do RV em criangas com
gastroenterite.®Y A eficacia da vacina RIX4414 foi avaliada por Araujo e
colaboradores, demonstrando 53,9-81,5% de protecdo contra casos graves, e
81,2-93% de protecdo contra hospitalizacdo devido a gastroenterite causada

por RV em criancas.®?

Recentemente, relatou-se uma alta prevaléncia de G2P[4] associada a
essa vacinacdo no Brasil,®® sugerindo que essa vacina monovalente
possivelmente criou condicdes em que o gendtipo G2P[4] poderia ter adquirido
vantagem seletiva sobre genétipos P[8]. Morillo e colaboradores demonstraram
que o gendtipo G2P[4] foi a Unica cepa observada em 2007 durante uma
vigilancia de gendtipos de RV em criangas < 5 anos com gastroenterite aguda
provenientes de creches no Estado de S&o Paulo por um periodo de 5 anos.®?
Entretanto, investigacdes mais detalhadas sobre a protecao heterologica
conferida pela vacina monovalente contra o RV sdo pontos centrais para

entender seu comportamento imunolégico. 2%
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Surtos por norovirus tém sido associados com enfermarias, escolas,
navios cruzeiros, acampamentos, restaurantes e instalagdes militares.®®°")
Entre os virus, os norovirus (NV) sao a principal causa de gastroenterite aguda
ndo bacteriana em humanos em nivel mundial, responséavel por 80-90% dos
surtos notificados.®® Embora o NV tenha sido o primeiro virus claramente
associado a gastroenterite aguda, a impossibilidade de cultiva-lo subestimou a
importancia da infecgdo por NV em gastroenterite aguda, e dificultou a
realizacdo de estudos epidemioldgicos. Dessa forma, a importancia do NV
como agente etiolégico da gastroenterite aguda tanto em casos esporadicos
como em surtos s6 pode ser estabelecida apds o desenvolvimento de métodos
moleculares para a sua deteccdo.®*®® O virus é transmitido através de
alimentos e agua contaminados ou pessoa-a-pessoa pelo contato via fecal-oral.
Esses virus sdo altamente contagiosos e infecgbes podem ocorrer em casos
esporadicos ou em grandes surtos de diarreia aguda em enfermarias de
hospitais, escolas, universidades, acampamentos, cruzeiros, hotéis e
restaurantes.® As manifestagdes clinicas se caracterizam por nausea, dor
abdominal, vémito, diarreia branda, autolimitada e ndo sanguinolenta. Porém,
alguns pacientes podem apresentar formas graves, com sintomas ligados a
nauseas e vbmitos seguidos de diarreia abundante, que pode acarretar em
desidratacéo e, eventualmente, morte.®?

Caracterizar o perfil etiolégico da diarreia que acomete criangas nos
primeiros anos de vida permite estabelecer politicas locais de vigilancia,

tratamento e profilaxia das doencas diarreicas. Neste sentido, tem sido

estudadas as diarréias em diferentes regides rurais e urbanas, classes
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socioecondmicas, estacOes climéticas, faixas etarias e pacientes com

caracteristicas especificas.®"¢?



Justificativa 10

1.1 JUSTIFICATIVA

A doenca diarreica esta claramente associada a pobreza e as condi¢des
ambientais e educacionais que com ela coexistem. E frequentemente
encontrada em criancgas, o que pode dificultar a qualidade de vida das mesmas,
acarretando desnutricdo e, em muitos casos, levando & morte estes pacientes
pela desidratacdo. Contudo, até 0 momento, ndo existem estudos sistematicos
sobre a etiologia bacteriana e viral da diarreia nessa populagao ja que a grande
maioria esté restrita & pesquisa de enteroparasitos.

Estudos prévios na Regido do Noroeste Paulista com adultos
soropositivos para o HIV-1 encontrou associagao entre o Calicivirus e a Giardia
lamblia como agentes etiolégicos da diarreia,®” enquanto que, em criancas
soropositivas para o HIV-1 o Cryptosporidium parvum, foi o patégeno mais
comumente encontrado, seguido por Candida albicans, E. coli
enteropatogénica e astrovirus. No entanto, nenhuma associacdo com este
distdrbio gastrointestinal foi verificada.®® Ademais, estudo de caso-controle
realizado com criangas menores de 5 anos de idade, atendidas no Ambulatorio
Pediatrico do Hospital de Base de S&o José do Rio Preto, verificou que a
Shigella sp., Salmonella sp. e amostras diarreiogénicas de E. coli (EPEC,
ETEC, EAggEC, EIEC) foram as bactérias que mais contribuiram como causa
de diarreia, durante todo o ano.®”

O fato da populagdo infantil ndo apresentar o sistema imunolégico
completamente formado, confere maior suscetibilidade para o estabelecimento

desta doencga, além de favorecer a ocorréncia de patégenos outros que nao
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aqueles classicos em sua etiologia. Estudos que considerarem a epidemiologia
dessa doenca em criancas contribuirdo para a criacdo de estratégias efetivas
de prevencao, controle e tratamento, melhorando assim a condi¢do de vida do

grupo em estudo.
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1.2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a associacdo de enteropatdégenos bacterianos e virais com a
diarréia em uma populacéo infantil de uma creche publica do municipio S&o

José do Rio Preto, regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Objetivos Especificos

Tendo por base a populagdo acima mencionada, sdo objetivos especificos

do presente trabalho:

e Avaliar a frequencia de enterobactérias e virus entéricos;

e Correlacionar a presenca dos enteropatdgenos as variaveis

epidemiolégicas pesquisadas;

e Avaliar a possivel associagdo da manifestacdo diarréica com os

microrganismos avaliados.
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2.1 Desenho do Estudo e Populagéo Avaliada

O estudo foi uma avaliacdo prospectiva, de caso controle, realizada no
periodo de Agosto de 2009 a Novembro de 2010, pela equipe do Centro de
Investigacdo de Microrganismos (CIM) da Faculdade de Medicina de Sao José
do Rio Preto, Estado de S&o Paulo. Foram incluidas, no presente estudo,
criangas que frequentaram diariamente e em periodo integral a creche publica,
vinculada a prefeitura municipal de S&o José do Rio Preto, SP e localizada no
distrito 1] da DRS XV. Além disso, foram incluidas aquelas que apresentaram
manifestacdo clinica sugestiva de diarreia no periodo descrito. O mesmo
ndamero de criangas, saudaveis, pareadas por idade e sexo, da mesma
instituicdo de ensino foram incluidas a titulo de constituir a populagéo controle.

Os dados sobre as condigcbes gerais de saude e informacgles
epidemiolégicas da populagdo estudada foram obtidos por meio de um
instrumento aplicado pelo pesquisador em entrevista junto aos pais (Anexo 1).
Neste constavam perguntas sobre as condigfes fisicas, tais como a ocorréncia
de febre, dor abdominal, vdmito, além da investigagcao de indicadores sociais e
de higiene como fonte de agua, esgoto, consumo de alimentos e co-habitagao

com qualquer espécie animal, entre outras.

2.2 Aspectos Eticos

Os pais ou responsaveis pelas criangas incluidas no presente estudo

foram convidados & participacéo via informagéo detalhada em entrevista com
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0s pesquisadores envolvidos, com subsequente assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, sob o

protocolo CEP n° 6332/2009.

2.3 Anédlise Laboratorial

Uma amostra fecal foi obtida de cada uma das criancas incluidas neste
estudo. A mesma foi acondicionada em frasco coletor estéril e em meio de
transporte Cary Blair que foram imediatemente enviadas ao CIM para andlise
bacteriolégica. Uma aliquota de cada amostra foi congelada em frasco estéril
em freezer a -70 graus Celsius e, posteriormente, encaminhada ao Setor de
Virologia do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, Estado do Pard, a fim de

realizar a andlise viral.

2.4 Pesquisa de Enterobactérias

A partir do Cary Blair as amostras foram semeadas em meio Agar
MacConkey (DIFCO), Agar SS (DIFCO), caldo Tetrationato, anterior &
semeadura em Agar Verde Brilhante (DIFCO) e Agar Columbia (DIFCO) com
carvdo ativado. A triagem das colbnias bacterianas foi feita isolando-se da

placa de crescimento primario cinco coldnias fermentadoras de lactose (Lac+ -
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McConkey) e duas a trés coldonias ndo fermentadoras de lactose (Lac-,
MacConkey, SS e Verde Brilhante), quando apresentavam-se
morfologicamente diferentes.®4%%

As enterobactérias foram identificadas a partir das metodologias
classicas previamente descritas.®® Resumidamente, cinco colénias de
bactérias fermentadoras de lactose (lac+) e uma de cada tipo distinto, nédo
fermentadora desse dissacarideo (lac-), isoladas em placa McConkey, foram
repicadas nos trés meios de identificacdo (EPM, MILI e Citrato de Simmons). O
meio EPM foi utilizado para verificacdo de producdo de H2S, urease, L-
triptofano-desaminase e gés a partir da fermentagdo de glicose. O meio MILI
indicou motilidade, produ¢&o de Indol e de lisina-descarboxilase. Uma col6nia
(lac-) de cada tipo isolada nas placas de SS e verde Brilhante foi repicada para
0s mesmos meios de identificacao.

A técnica de aglutinagdo a partir de uma suspensao bacteriana, obtida
do crescimento da superficie do meio EPM, foi utilizada para a identificagédo
soroldgica (PROBAC, Brasil) das enterobactérias e, em casos duvidosos, a
partir do TSA (Tryptic Soy Agar), segundo técnica preconizada por Ewing

(1986).¢7

2.5 Pesquisa de Virus Entéricos

Para realizacdo de testesde deteccdo molecular dos virus foi
congelado e armazenado uma aliquota de cada amostra fecal, previamente

diluidaem &guapara a investigagdo de parasitos. Resumidamente, foi
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extraido RNA viral de fita simples.®®%% A reacdo em cadeia da polimerase por
acdo da transcriptase reversa (RT-PCR) para HAstV foi realizada usando os
pares de iniciadores Mon 269 e Mon 270 e as condicdes de

amplificacdo descrito  por Noel et al. (1995),

exceto para a reacdo de
transcriptase reversa (RT), onde foi usado um iniciador randémico hexamer pd
(N) 6-50 A260; (Amersham Biosciences, Freiburg, Alemanha) para obtencéo
do DNA complementar (cDNA). Os produtos obtidos por RT-PCR foram
aplicados em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio e
fotografados em aparelho Gel Doc 1000 (BioRad, Hercules, CA). Amostras que
apresentaram fragmento especifico de 449 bp, foram consideradas positivas
para HAstVs. A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foi realizada em
tampdo Tris-glicina, e o perfildo gendmico do rotavirus foi definido ap6s
eletroforese do RNAfita dupla (dsRNA) extraido em géis verticais de
bisacrilamida-acrilamida 5%, como descrito previamente.®

Para a deteccao de Calicivirus humanos (HuCVs) foram aplicados
métodos moleculares utilizando par de primers (p289/290) baseado na

sequéncia de RNA polimerase.?

Obtencéo de amplificacdo do RNA viral

O ssRNA viral foi extraido de 300 pL de uma suspenséo fecal a 10% utilizando
silica/tiocianato de guanidina, conforme descrito por Boom et al,(eg) incluindo
modificaces introduzidas por Cardoso et al.”® Na reacdo de transcriptase
reversa foi usado um iniciador randémico [hexamer pd (N) 6-50 A260 units;

Amersham Biosciences] para obtencdo do cDNA. Foi realizada a reacdo de
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PCR usando os pares de iniciadores Mon 269/270 (regido ORF2) para os
Hastvs("” e p289/290 (regido da RNA polimerase) para os HuCVs." Os
produtos obtidos por RT-PCR foram aplicados em gel de agarose a 1%,
corados com brometo de etidio e fotografados em aparelho Gel Doc 1000
(BioRad). As amostras que apresentaram fragmentos especificos de 449 pb,
319 pb e 331 pb, foram consideradas positivas para HAstVs, NoVs e SaVs,
respectivamente. Amostras positivas para HAstVs e HuCVs e agua Milli-Q
estéril foram incluidas em todas as reagbes como controles positivos e
negativo, respectivamente. Algumas amostras que apresentaram baixa
concentracdo de produto (bandas fracas) com os iniciadores para HuCVs
também foram testadas com os iniciadores Mon 432/434 e Mon 431/433
(regido da RNA polimerase), especificos para os NoVs dos genogrupos Gl e

GlI, respectivamente."®

Sequenciamento dos Amplicons de HAstVs, HUCVs E NoVs obtidos por

RT-PCR

Os produtos foram purificados com o "kit" de extracdo de gel
QiaQuick® (QIAGEN), conforme orientacdo do fabricante, e quantificados em
gel de agarose a 1% com o marcador de peso molecular "Low DNA Mass
Ladder" (Invitrogen). As sequéncias de nucleotideos foram determinadas por
ciclo direto usando o "Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit" (Applied Biosystems) com os iniciadores Mon 269 e Mon 270 para HAstVs,
p289 e p209 para HuCVs e Mon 431/433 e Mon 432/434 para NoVs. Os

fragmentos amplificados foram purificados por precipitagdo com isopropanol
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(60 e 70%). Os produtos foram analisados no sequenciador automatico

"3130X/Genetic Analyzer" (AB Applied Biosystems/Hitachi).

2.6 Analise Estatistica

Para determinar a significancia estatistica entre os grupos estudados foi
utilizado o teste do Qui-quadrado (X2) e o Teste Exato de Fischer através do
programa estatistico BIOSTAT versao 5.0. O nivel de significancia adotado foi

de 5%.
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Do total de 320 amostras previstas para analise, houve um retorno de
100 amostras fecais, sendo 50 no grupo controle e 50 alunos que
apresentaram material fecal com aspecto compativel a clinica diarreica. Nao
houve diferenca quanto ao género entre os dois grupos, com maior frequencia
do sexo feminino 52 (52,0%). A faixa etaria variou de seis meses a sete anos
de idade (média de 1,6 anos de idade).

A Tabela 1 sumariza indicadores sociais, de higiene e os habitos
alimentares da populacdo de criancas avaliadas em uma creche da rede
publica de ensino do municipio de Sdo José do Rio Preto, Estado de Sé&o
Paulo. A maioria das criangas utilizava 4gua tratada (88%) e apresentava rede
de esgoto em suas residéncias (98%). Nenhuma associagdo significante foi
observada entre estas variaveis e a diarreia (grupos caso e controle) ou mesmo
quanto ao consumo de alimentos crus e a presen¢a de animais domeésticos.
Associacao significante foi observada quanto ao consumo de alimentos fora da
residéncia e da creche e a ocorréncia de diarreia (p = 0,0053).

Do total de amostras fecais estudadas, 99% resultaram no isolamento de
bactérias. De um total de 246 bactérias, 129 pertenciam ao grupo diarréico e
117, ao grupo controle. Desse total, 44 criancas apresentavam uma bactéria
isolada, 37 criancas apresentavam 2, 17 criangas apresentavam 3 e uma crianca
apresentava 4 bactérias. Foram encontrados 73 cepas E. coli, 19 cepas de
Enterobacter (19,1%), uma cepa de Alcaligenes (1,01%) e Proteus (1,01%) na
populagdo estudada. Houve também 14 casos de colonizagdo mista de
Enterobacter e E. coli (14,1%). Foram isolados 3% de virus das amostras fecais

do grupo estudado, com duas cepas de Norovirus (2%) e uma de
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Astrovirus (1%), ambos em criangas com manifestacdo clinica sugestiva de
diarreia. A presenca dos virus detectados foi exclusiva entre as criangas que

residem na area urbana (p < 0,0001).

Os individuos participantes foram classificados em faixas etarias de: <2
anos (n=86), 3 a 5 anos (n=11) e 6 a 7 anos (n= 3). A ocorréncia de bactérias
segundo agrupamento da faixa etaria esta apresentada na tabela 2. A maior
incidéncia foi encontrada nas criangas entre 3 a 5 anos de idade e a menor, na

faixa etaria acima de cinco anos de idade.

Tabela 1. Indicadores sociais, de higiene e os habitos alimentares da
populacdo de criancas avaliada em uma creche da rede publica de ensino

do municipio de Sdo José do Rio Preto, Estado de S&o Paulo.

Grupo Caso Grupo Controle

Variaveis (n=50) (n=50) Valor de P
Fonte de Agua na
residéncia -
Reservatério Publico 44 44
Qutras 6 6
Animal Doméstico
Sim 22 25 0,6886*
N&o 28 25
Rede de Esgoto na
residéncia
Sim 50 48 0,4751**
N&o 0 2
Consumo de
alimentos crus
Sim 35 30 0,4017*
Néao 15 20
Alimentacdo fora da
residéncia e creche
Sim 23 09 0,0053*
Nao 27 41

*Qui-Quadrado; ** Teste Exato de Fischer
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Tabela 2 - Frequéncia de micro-organismos detectados nas fezes de 100
criangas de uma creche da rede publica de ensino do Noroeste paulista, de

acordo com a faixa etaria.

Faixa Etéria
Bactérias e Virus
<2anos 3-5anos 6-7 anos P
n = 86 % n=11 % N=3 %

Acinetobacter 1 1,17 - - - - 0,2204
EPEC* 12 13,9 8 72,7 - - <0,0001
EIEC** 1 1,17 3 27,2 - - <0,0001

E. coli 0:157 - - 3 27,2 - - <0,0001

Pseudomonas 1 1,17 5 45,4 - - <0,0001

Astrovirus 1 1,17 - - - - 0,2204
Norovirus 1 1,17 1 9,09 - - 0,5381
*E. coli classica poli A, poli B e poli C Teste Exato de Fischer

**E. coli invasora poli A e invasora B

Na estratificacdo das amostras em grupos diarreicos e ndo diarreicos foi
investigada a relagdo entre o aspecto fecal e a presenca de enterobactérias ou
virus entéricos, entretanto, nenhuma significancia estatistica foi encontrada

(Tabela3).
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Tabela 3 - Associagdo entre a presenca de bactérias e virus segundo aspecto

fecal.
Nao
Bactérias e Virus Diarréicas Rlijrsrgiz;? Valor de
N= 50 (%) p*
Acinetobacter - 1 1,0000
EPEC 12 8 0,4533
EIEC 3 1 0,6098
E. coli 0157 1 2 1,0000
Pseudomonas 2 4 0,6737
Norovirus 2 0 0,4751
Astrovirus 1 0 1,0000

*Teste Exato de Fischer
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Os agentes bacterianos que mais comumente causam diarreia, no
Brasil, sédo E. coli (linhagens diarreiogénicas), Shigella spp., Salmonella spp.,

Campylobacter jejuni e a Yersinia enterocolitica. 4%

Os resultados obtidos mostraram a presenca de EPEC, EIEC, E. coli
0157 e Pseudomonas em ambos 0s grupos, no entanto, nenhuma associagao
com a diarreia foi observada. Curiosamente, resultados similiares foram
observados em estudo de caso-controle prévio com a populagéo infantil HIV-1
positiva da regido, onde foi observado a presenca de EPEC e EIEC em ambos
os grupos.® Entretanto, a diarreia esteve associada a presenca dessas
enterobactérias em uma populacdo infantil atendidas no Ambulatério de
Pediatria do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto — SP.®” Por outro
lado, estudo realizado por Goncalves e colaboradores® demonstraram em
uma populacdo adulta para HIV-1 positiva de Sdo José do Rio Preto, que a
presenca de EPEC nédo esteve associada com o aspecto fecal. Este fato nos
faz acreditar que perfis diferentes destas bactérias circulam na populagéo e,
portanto, as mesmas podem representar risco de diarreia nesta populacdo. De
fato, a literatura demonstra que a EPEC é um importante agente causador de
diarreia nos grandes centros urbanos de paises subdesenvolvidos, tanto no
Brasil®*"¢7"78 como em outros paises."*%? Esta auséncia de associacdo com
o0 aspecto fecal aqui observada pode estar relacionada com o tamanho
amostral avaliado, bem como com a viruléncia dos isolados detectados.

As infec¢des intestinais provocadas por E. coli enteroinvasora (EIEC)
sdo raras, sendo mais frequentes em criangas maiores de dois anos de idade e

em adultos,®” fato observado em nosso estudo. Embora ndo muito frequente
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esta bactéria € definitivamente patogénica, e seus fatores de viruléncia sao
praticamente idénticos aos de Shigella.®” Os resultados obtidos sublimam a
necessidade de um estudo mais aprofundado de fatores de viruléncia, tais
como adesdo, invasao e toxinas, seguido pela genotipagem das bactérias.
Apenas uma cepa de Acinetobacter foi detectada no grupo né&o
diarreico. Realmente, sdo escassos 0s dados na literatura que associam esta
enterobactéria com gastroenterites. Estudo realizado na Venezuela® sugere
que o Acinetobacter pode representar um mecanismo patogénico na populacao
infantil. No entanto, esta bactéria tem sido mais associada a com bacteremia,
infecgbes pulmonares e outras infecgdes nosocomial.®
Com relacdo aos agentes virais, foram encontrados somente 3% no
grupo diarreico, sendo 2% Norovirus e 1% Astrovirus. A taxa de deteccao do NV
tem variado de 6% na China a 23% no Japdo, sendo o Gll/4 o mais
frequentemente detectado mundialmente.®*®® Em um estudo retrospectivo
realizado em uma creche no Rio de Janeiro, com criangas menores de cinco
anos de idade e apresentando quadro de gastrenterite aguda, a ocorréncia
variou de 23% a 67%. Além disso, evidenciou-se o NV(GIl) como responsavel
por trés dos quatro surtos estudados com a ocorréncia variando de 23% a
67%®7, Alguns estudos na Argentina, Brasil, Vietnd e Peru tém demonstrado
que apos os RV, os HAstV e NV se alternam como os mais importantes agentes
etiolégicos da gastroenterite infantil aguda.("*%¢-9?
De fato, os NV causam surtos de gastroenterite em locais fechados
como restaurantes, clinicas, navios, militares, creches e hospitais afetam

individuos de todos os grupos etarios e variam de extensédo atingindo pequenos
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grupos ou resultando em epidemias com mais de 6000 pessoas infectadas.
(¢1.99) Apesar de ndo termos conseguido associar a presenca destes virus com
a diarreia, sua presenca se fez evidente na populagéo estudada. Cabe salientar
gue a transmissdo do NV é muito eficiente, com rapida dispersdo durante
surtos, principalmente devido a alta infecciosidade deste virus ja que um
inoculo contendo de 10 a 100 virions é suficiente para causar uma infecgao.
Pessoas infectadas podem transmitir o virus apds sua recuperagdo, pois
continuam a eliminar particulas por até trés semanas.®*°) A contaminacéo da
agua utilizada para consumo ou para atividades recreacionais pode servir como
fonte priméria de surto, uma vez que os NV s&o resistentes ao tratamento com
cloro, podendo permanecer infecciosos por prolongados periodos neste

ambiente.®®

No Brasil, alguns estudos demonstram que a ocorréncia do HAstV varia
de 3% a 11% em criancas de até cinco anos de idade com gastroenterite
aguda.®®? A ocorréncia de 1% de HAstV observada no estudo encontra-se
abaixo da faixa de deteccdo observado no pais, bem como a verificada nos
paises desenvolvidos que varia de 2 a 11%, e de 2% a 26% naqueles em
desenvolvimento.®”2%) A incidéncia dos HAstVs nos quadros de gastroenterite
aguda foi registrada a partir de diversos estudos conduzidos em paises
asiaticos e na Oceania (4% a 11%), Africa (2% a 9%), Continente Europeu (3%
a 7%), América Latina (4% a 17%) e Estados Unidos (3% a 10%).%%Y Além
disso, estudos demonstraram diferencas na taxa de deteccdo de HAstV em
S.(100,102,103) e}

infeccdes esporaridas na comunidade e criangas hospitalizada

virus tem sido associado com diarreia em individuos imunodeprimidos, diarreia
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s.104109  Eica entdo, um

persistente e surtos diarreicos em escolas e hospitai
alerta para esta comunidade, que pode estar diante de casos de portadores
assintomaticos para estes dois enteropatégenos virais e, assim, desenvolver
surtos de gastroenterite futuros. Cabe ressaltar, que a presenca destes virus
apresentou associacdo significante com a populagdo residente em area
urbana, fato que deve ser investigado com maior propriedade.

O rotavirus ndo foi detectado na amostra estudada. Esse virus é
amplamente conhecido pelos profissionais da salde como agente causador de
diarreia, com relagcdo aos demais virus. O fato de ndo ter sido detectado nenhum
caso pode ser explicado pela alta cobertura vacinal (99%), segundo dados do
painel de monitoramento de S&o José do Rio Preto de 2010.%° De fato, os
estudos sobre os agentes etioldgicos associados a diarreia mostram que a
importancia relativa dos diferentes enteropatégenos varia grandemente
dependendo da estagdo do ano, area de residéncia (urbana ou rural), classe
sécioecondmica, localizagdo geografica e especialmente com a idade do
hospedeiro.%"119

As diferencas observadas com os nossos resultados podem ser devido
ao fato da ampla diversidade das caracteristicas geograficas, social, econdmica
e climatica no Brasil, reportadas como fatores criticos na modulacdo da
freqiiéncia dos diferentes enteropatégenos.®®?® Outro fator importante foi em
relagdo ao pequeno nimero de amostras coletadas para o estudo, as quais nao
deram resultados significantes. Sem mencionar que a creche estudada é

considerada modelo no municipio de Sdo José do Rio Preto, pelo baixo indice
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de patologias acometidas pelas criancas, alimenta¢do de qualidade, ensino de
qualidade e boas préticas de higiene e limpeza.

Se de um lado a diarreia é reconhecida como uma importante causa no
quadro de morbi-mortalidade do pais, do outro, a implantacdo de um sistema
para sua vigilancia encontra vérias dificuldades. Primeiramente, sua incidéncia
elevada impde desafios concretos para seu registro; em segundo lugar, a
inobservancia da obrigatoriedade de notificagdo de surtos e a aceitagao tanto de
parte da populagdo como de profissionais de salde de que a ocorréncia da
diarreia é fato "normal" tém contribuido para o insucesso em seu controle e para
a instalacéo de surtos inesperados de grandes propor¢des.™*? Associado a esta
situacdo, os episodios de diarreia podem estar relacionados a outras doencgas
ndo infecciosas ou até mesmo por infeccdo de outros enteropatdgenos, tais
como parasitos, ou até mesmo por outros patdégenos ndo investigados neste

estudo.
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5. CONCLUSAO
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As bactérias mais frequentes na populacdo sédo 38 cepas de E. coli, sendo
detectadas EPEC, EIEC, E. coli 0157 e Pseudomonas em infecgbes
simples e mistas.

Os enterovirus circulantes nas criangas da creche estudada sé@o o
Norovirus e o Astrovirus.

A presenca de Norovirus e Astrovirus estd associada com a populagdo
residente em area urbana.

O consumo de alimentos fora da creche e do domicilio foi indicativo de
presenca de enteropatégenos.

Os agentes bacterianos e virais detectados ndo estéo associados aos

casos de diarreia na populagéo estudada.
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Apéndice 1 - Parecer favoravel do CEP

O Protocolo CEP n° 6332/2009 sob a responsabilidade de kﬁdréd
Regina Baptista Rossit, com o titulo “Etiologia da diarréia infantil no Noroeste
Paulista” estd de acordo com a Resolugdo do CNS 196/96 e foi aprovado por esse
CEP:
Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) deverd
receber relatdrios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem como a
qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevéncia, além do envio
n dos relatos de eventos adversos, com certeza para conhecimento deste Comité.

Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 14 de dezembro de 2009.

F >
B \N\MWM
Dr® Maria Angélica Benes Teixeira Lemos
Secretdria do CEP/FAMERP
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Apéndice 2 — Termo de Participacdo e Consentimento

FACULDADE REGIONAL DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
FAMERP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando seu filho (a) a participar de uma pesquisa chamada “Prevaléncia de
Parasitos Intestinais em Criancas de uma Creche Publica na Cidade de Sdo José do Rio Preto-SP”. Esse
projeto, coordenado pelo pesquisador Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado, pretende estudar os
germes causadores da diarréia em criancas. Se vocé concordar, profissionais do Centro de Investigacédo
de Microorganismos (CIM) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto-SP, coletardo parte das
fezes de seu filho (a) em um frasco coletor. Depois disso, faremos uma avaliagdo em laboratério do
material colhido. Essa coleta ndo trara desconforto, ou alteragdo no quadro clinico da crianga.

Portanto, trata-se de um estudo que ndo coloca em risco o participante, e podera trazer
beneficios futuros na prevencao de diarréias em criangas.

Queremos deixar claro que o nome do seu filho (a) nunca sera divulgado, nem a origem das
informagdes que vocé nos fornecer. Se durante a pesquisa vocé desejar, por qualquer motivo que seu
filho (a) n&o participe mais, poderéa fazé-lo, sem que isto traga quaisquer prejuizos para a continuidade do
seu tratamento. A qualquer momento vocé podera tirar quaisquer ddvidas que possam surgir, entrando
em contato com o coordenador do mesmo, Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado, no telefone 017- 3201-
5736, na Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto. Vocé, nem seu filho (a) receberdo qualquer
pagamento por participagdo, como também néo terdo nenhuma despesa com essa pesquisa. O material
por vocé cedido destina-se apenas a andlise cientifica e ndo pode ser comercializado ou fornecido como
resultado de andlise clinica.

Caso tenha duvidas sobre esse acordo ou alguma questéo que ndo tenha sido esclarecida, vocé
ainda podera entrar em contato com a Comiss&o de Etica da FAMERP (0xx17 — 3201-5700 R. 5813).

Apbs ter recebido com clareza todas as informagdes contidas neste Termo, concordo com a participagéo
do meu filho (a) como sujeito da pesquisa.

Nome do Participante da pesquisa

Nome do responsavel Legal

Assinatura do Responsavel Legal

Sé&o José do Rio Preto, / /

PS. - Este Termo foi elaborado em duas vias, sendo uma entregue para o responsavel legal do
participante e a outra ficando em poder do pesquisador.

Pesquisadora Responsavel

Prof.Dr Ricardo Luiz Dantas Machado

FAMERP - Centro de Investigagio de Microrganismos

FONE: (0xx17) 3201-5736

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila Sdo Pedro — CEP 15090-000

“Prevaléncia de Parasitos Intestinais em Criangas de uma Creche Publica na Cidade de S&o José do Rio
Preto-SP”.

Apéndice 3 - Ficha Epidemiolégica Individual

“Prevaléncia de Parasitos Intestinais em Criangas de uma Creche Publica na Cidade de Sédo
José do Rio Preto-SP”.
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Ficha Epidemioldgica

Nome:

Sexo: ( )F ( )M Idade:

Endereco: no:

Bairro:

N° do Prontuario; Telefone para
contato:

N° da amostra: Data da

Coleta: / /

Amostra : ( ) Diarréica () Nao Diarréica

SIM | NAO | NAO SEI | OBSERVAGCAO

Mora em éarea rural?

Frequenta creche?

Viajou recentemente? Para onde?

A agua é tratada?

Tem caixa d’agua em sua casa?

O esgoto é tratado?

Convive com animais? Quais?

Consome alimentos crus? Quais?

Comeu em local diferente na ultima semana?

Esteve internado antes por diarréia?

Fez uso de antibidtico nos ultimos 30 dias?
Qual?

Consumo da agua para beber é de:

( )poco ( )caixadéagua ( )fitrada ( )fervida ( )mineral
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ASPECTOS CLINICOS

SIM

NAO

NAO
SEI

OBSERVACAO

Teve febre na UGltima semana?

Teve diarréia na ultima semana?
Quantas vezes por dia?

Observou presencga de sangue
nas fezes na dltima semana?

Apresentou dor abdominal na
ultima semanal?

Apresentou vomito na udltima
semana?
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Apéndice 3 — Artigo publicado

Am I, Trop. Med Hyg, S1{31.2009. pp. 463456
Copyight © 209 by The American Society of Tropical Mediine and Hygiene

Short Report: Calicivirus and Giardia lamblia are Associated with Diarrhea in Human
Immunodeficiency Virus-Seropositive Patients from Southeast Brazil

Ana Carolina M. Gongalves, Yvone B. Gabbay. Joana D'arc Mascarenhas, Marcela B. Yassaka, Luciana C. Moran,
Valéria D. Fraga, Edna Castro, Célia Franco, Ricardo Luiz D. Machado, and Andréa Regina B. Rossit*
University Cemer of Rio Prero (UNIRP), 8o José do Rio Preto, Sio Paulo; Virology Section, Evandro Chagas Instinue, Ananindeua, Pard;
Center for Microorganism Invesigations, Deparmment of Dermarology, Parasitic and Infectious Diseases, Medicine School in
Sao José do Rio Preto (FAMERP), Sao Pawlo; Infectious and Parasitic Diseases Service of Hospital de Base, Regional
Medicine School in Sio José do Ria Preto (FUNFARME), Sao José do Rio Preto, Sdo Pawlo, Brazil

Abstract.  Tostudy enteropathogens, 100 fecal samples were collected from a Brazilian human immunodeficiency virus
(HIV)-seropositive population, with or without diarrhea. Giardia lambiia and calicivirus were significantly associated
with diarthea as were severe immunosuppression and the presence of at least one enteropathogen. No sample was posi-
tive for rotavirus and only one asymptomatic individual carried the astrovirus. We concluded that there is a great diversity
of pathogens and opportunistic infections in the studied population, with a high prevalence of mixed colenization/infec-
tion. Our findings pave the way for future molecular studies related to the expression of virulence factors and to the pos-
sibility of pathogen-pathogen interactions, especially between G. lamblia and calicivirus. These findings are relevant to

the improvement of therapies and controlling diarrhea in the HI'V-seropositive population.

INTRODUCTION

In Latin America one-third of all human immunodeficiency
virus { HIV}-positive individuals reside in Brazil, a country that
mirrors the international trend in the increase in prevalence of
this infection. Sixty percent of all cases are concentrated in
Southeastern Brazil, an area which also leads in the absolute
number of deaths by the disease! and in percentage (90%) of
people living 5 years after diagnosis.? Among the clinical man-
ifestations consequent to immunosuppression by HIV, diar-
rhea is of concern because of the considerable reduction in
immunologic response in the intestinal mucosa, making local
unspecific defense difficult and. thus, accentuating its sever-
ity.* Moreover, traditionally non-pathogenic microorganisms
and opportunistic infections have played an important role in
the etiology of this disease

The aim of this work was to conduct a case-controlled study
to evaluate the potential role of bacterial, yeast, parasitic,
and viral enteropathogens in an adult HIV-infected group
from Southeastern Brazil and also to study the correlation
of these microorganisms with clinical and sociodemographic
characteristics.

MATERIAL AND METHODS

Patient enrollment and sample collection. The study was
conducted from April 2006 to June 2007 by the staff of the
Center for Microorganism Investigations (CIM), Southeastern
Brazil. Sample collection and clinical evaluation was
performed by the physicians of the regional center of acquired
immunodeficiency syndrome (AI1DS) treatment of Hospital de
Base (HB), catering for a large population. Viral analysis was
conducted at Evandro Chagas Institute (Virology Section),
North Brazil. Patients were enrolled during hospitalization,
after outpatient clinic evaluation at HB because of HIV. One
fecal sample was collected from “cases™ (clinical signs of

*Address correspendence to Andréa Regina B. Rossit, Center for
Microorganism Investigation, Av. Brigadeiro Faria Lima. 5416, Vila
Sio Pedro, 15090-000, Sio José do Rio Preto, SP-Brazil. E-mail:
andrea@famerp.br
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diarrhea—three or more daily episodes of unformed stools)
and from “controls™ (without any gastrointestinal symptoms
for more than 30 days before hospitalization). They were
recruited from all individuals with the presence of anti-HIV
antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and Western blot, in any HIV risk category.® These were
excluded if they were pregnant, less than 18 years of age,
signs of non-infectious diarrhea {drug-associated diarrhea),
or mental disorders. Clinical data including drug therapy,
previous hospitalizations, viral load (VERSANT HIV-1 RNA
3.0 Assay bDNA, Siemens, Bayswater Victoria, Australia), and
immune status (TriTEST CD4 FITC/CD8 PE/CD3 PerCP,
Becton Dickinson, CA) were obtained from medical records
according 1o a protocol approved by the Research Ethics
Board of the Medicine School in Sio José de Rio Preto.
Epidemiologic data were collected by a standard interviewer-
administered questionnaire (Table 1).

Laboratory analysis. Stool samples were transported in
Cary-Blair transport media for bacterial and veast analysis.
Two clean containers were used for fecal collection and stored
at —70°C for parasites and viruses studies. All specimens were
immediately sent and examined at CIM according to standard
bacteriologic and mycologic procedures’™ Enteric protozoan
were studied by immunoenzimatic assays.” To detect viruses,
molecular methods were applied as recommended. with
madifications.”*

Statistical amalysis. To obtain independence among
proportions, we applied the %* test or the Fisher's exact test
and for odds ratio (OR) we considered a 95% confidence
interval (CI) (Epi Info, version 6.0, CDC, Atlanta, GA). The
relationship between the studied variables was assessed using
the Wilcoxon rank sum test. The adopted significance level for
statistical inference was 5%.

RESULTS

Forty diarrheicand 60non-diarrheic HI'V-seropositive/ AIDS
patients were included. As summarized in Table 1, approxi-
mately half of them were men and the difference between
mean ages and genders did not show significant differences,
indicating a well-matched population. The sociodemographic
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TasLE 1
Sociodemographic and clinical characteristics of 100 HIV-seropositive/
AIDS patients in respect to the presence {cases: N = 40) or absence
{controls: N = 60) of clinical signs of diarrhea®

Cases Controls Significance
(N=dDp % (N=8)) % fal

Age meand: 379 0.3
Genderd

Female 19 475 29 483

Male 21 525 3 5le
Rural Area

Yes 1 275 14 233
Water Source§

Treated 0 TS 53 883
Sewerage system§

Yes 37 925 56 033

Water consumption
Public reservoir or water well{ 27
1

OthersL E) 25 13 216
Cohabiting with animals
Yes 30 7500 39 65D
Raw food consumption§
Yes 38 950 58 067
Under antiretroviral therapy
Yes i1 75 45 T5
Under antibacterial therapy
Yes 36 G0 49 81T
Under antifungal therapy
Yes 20 5000 220 350
Previous hospitalization
Yes 20 50 19 318
Viral load
= 100.000 HIV-1/mL 2 ol 47 783
= 100,000 HIV-1/mL 16 40 13 217
Immunosuppression®*
Severe 33 85 ¥ 51
None or moderate o7 175 29 483 0.0055
Enteropathogens
Yes 18 45 11 184 0.008

(5% ).and E. histolytica (2%). Protozoan carriers were at stron-
ger risk of diarrhea, however G. lambiia was the only parasite
significantly associated (P = 0.0087; Fisher's exact test). No sig-
nificant associations were observed between the presences of
blood or mucous in stools, fever, abdominal pain, and vomiting
with infection by G. lamblia or calicivirus (Table 2).

DISCUSSION

Sociodemographic features in our study population were
equivalent to those described in the Brazilian AIDS epidemic.?
Environmental exposure does not seem to play a role as a risk
factor for diarrhea in the studied population. However, severe
immunosuppression was associated with this manifestation,
as was previously verified in other HIV-positive populations,
including infants. 24

Within the 100 stool samples, 137 microorganisms were
detected with G. imnblia and calicivirus significantly associ-
ated with diarrhea. Enterobacteria were isolated in 25% and
11.7% of diarrheic and non-diarrheic individuals, respectively,
repeating the percentage found in diarrheic HI'V-seropositive
children from the same region.” In different HIV-pasitive adult
populations results varied from failure to detect any enter-
obacteria,®® low positivity!? to high positivity rates!*® Two of
the isolated EPEC serotypes 0111:H- and 026:H11 were pre-

TapLe2
Absolute and relative incidences of the different enteropathogens
detected in stools of the 100 HIV-seropositive/AIDS patients in
respect to the presence (cases; N' = 40) or absence (controls: N = 60)
of clinical signs of diarrhea*

Controls Significance
% Fal

Cases
Enteropathogen (N=d40) % (N=80)

*HIV = human immrunedeficiency virus: AIDS = aquired immuncdefice acy syndrome.
+Comparisans are shown only for differences approaching statistical significance.
+Estimative of the difference between mean ages (-2.89 52405 76% C199% ) and genders

(P= 08977 Test).

§Fisher s exact test.

1 Provided by the city administration or taken from @ water well

1 Mineral. bottkd or not {boiled or not).

**Mean TCD4- cell count in the case group was 14367 + 177 11 cellsmm? {ranging from

2 o 638 cells'mm®), whereas the same parameter in the control group was 2467 £ 32416

(ranging from 4 o 1433 cells/mm?).

and clinical characteristics were not associated to diarrhea,
except for severe immunosuppression and the iselation of at
least one enteropathogen (P = 0.0055 and 0.008, respectively).
The cases, all presenting non-severe diarrhea, were more com-
meonly infected andfor colonized by two or more enteropatho-
gens (8/40) compared with controls (1/60; P = 0.0026; Fisher's
exact test). The simultaneous presence of Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, Salmonella Gallinarum, and Shigella
flexneri was detected in one diarrheic patient. The clinical
signs studied, such as abdominal pain, vomiting, and fever, and
the presence of mucous and/or bleed in stools, were more fre-
quently observed in the case group (P < 0.05).
Enteropathogenic Eschierichia coli{EPEC) was the common-
est bacteria (22.5%) and 12.5% of them produced extended-
spectrum beta-lactamase (ESBL), as well one enteroinvasive
E. coli (EIEC) strain. One-third of all E. coli were multiresis-
tant. Candida albicans was isolated in more than half of the
patients, whereas the remaining were “non-albicans” species.
No patient carried rotavirus, only one the astrovirus and the
calicivirus, detected in 10% of the cases, was associated to diar-
rhea (P = 0.0233; Fisher's exact test). The following parasites
were detected: Cryptosporidiam parvam (9%), G. lamblia

Bacteria
EPEC 9 225
Salmonelfa spp.d 2 5
Shigella spp. - -
Shigella bovdii - -
Shigefla flexneri polivalente 1 25
Fungus
Candida albicans 23
. parapsilosis§ 1
C. tropicalis 4
C. krusei 4
2
1
2

[ R
|

a

e b b s e b e 0

C. dubliniensis

C. glabrata

C. guillermondii

C. inconspicua

Geatrichum sp. - -

Geatrichum klebahnii - -

Trichosporon asahii - -

Rhadorerula nucilaginosa - -

Saccharomyces cerevisac

Unidentified mold§
Virus

Astrovirus - - 1 1.7

Calicivirus§ 4 10 - - 00233

Rotavirus - - - -
Parasitesq

Entamacha histolityea 1

Crypiosporidium parvim$ L] 5 0.08%

Giardia lamblia§ 5 5 - - D007

*HIV = human immuncdeficiency virs; AIDS = acquired immunodeficiency syndrame;
EPEC= enteropathogenic Eschenchia colt.

+Comparisens by analysis of variance or Fischer's Exact Test are shown only for differ
ences approaching statistical significance.

Ome strain of 5. Galltrarim was detected in each group.

§Fisher's exact test.

q Protozoan camiers were at stronger misk of diarrhea (OR, 53. P = 0010, 95% C1
LE-18.15).

[P}
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|

|
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viously reported as prevalent among diarrheic children® and
cattle feces? in Sdo Paulo state. Ciprofloxacin ESBL produc-
ing? or quinolone-resistant** EPEC Q102 serogroup strains
were isolated before from hospitalized adults. Interestingly,
the O102:H30 EPEC isolated in our study proved to be an
ESBL quinclone-resistant strain. Even though serogrouping
itself (O antigen only} must not be taken as an EPEC diag-
nostic method the results obtained highlight the need for
further study on virulence factors, such as those encoded by
the Stx and eae genes, to define their relevance. Another limi-
tation we acknowledge is the absence of molecular method-
ology for EAggEC detection, previously recognized as an
important enteropathogen in HIV-seropositive patients.*
Higher frequencies of Shigella spp. isolation were reported in
HIV-seropositive Africans,* Indians® and Peruvians® com-
pared with our results, whereas the frequencies of Salmonella
spp. were found to be similar. In Brazil, these two species
were not important in an infantile HI'V-seropositive diarrheic
population.”

Undoubtedly. the major endogenous reservoir of Candida
spp. is the gastrointestinal tract.” source of microbial trans-
location and fungemia ?* however there is a controversy
about its rele as a diarrhea-causing enteropathogen.”* As for
C. albicans, the isolation in stools of HIV patients from dif-
ferent countries™ - yielded prevalence rates of 2.86% to
39.1%. Our results are the highest reported levels (53% ).

Our present data on rotavirus and astrovirus reinforce
the previously reperted possibility of low circulation of both
viruses in the studied region.” This is the first report of calicivi-
1us as a causative agent of diarrhea in HIV-seropositive adults.
In Brazil, norovirus was detected in 60% of a non-HIV popula-
tion during an outbreak of diarrhea in the southwestern region
(Rio de Janeiro State)™ and in 8.6% of the infant population
from the West Central region of the countrv.* In fact, Sapovirus
and Norovirus have already been detected in hospitalized and
non-hospitalized children, both in outbreaks of diarrhea and
isolated cases, with an occurrence compared with rotavirus.
In HIV-seropositive adults, calicivirus was detected in a fre-
quency of 7% in North Americans® whereas in Venezuelans
it ranged from null* to a 9.4% isolation frequency.®

Crysptosporidium parvum revealed a high prevalence in
asymptematic HIV-seropesitive/AIDS patients in the same
Brazilian region 5 years ago, although not associated with
diarrhea®" Similar to the other Brazilian studies, here E. hys-
tolitica was not associated to diarrhea.”2* Giardia lamblia pos-
itive association to diarrhea in our study® corroborates data
from Sao Paulo city (450 km apart from the study area). In
Brazilian distinct regions, a large difference in its frequency has
been observed with several reports of significant associations
with diarthea in HIV-positive patients.’7#- A wide variation.
ranging from 3% to 14%, was also detected in other countries,
making comparisons difficult ®*#4% Our results are comparable
to the lowest national rates (4% ), repeating those obtained
4 years before in the same population.* The mechanism by
which G. lambiia causes diarrhea and low intestinal absorp-
tion remains controversial, but one possible explanation is the
involvement of multiple factors such as the age of eysts, the host
immune status, and the parasite genetic variability.* Another
possibility could be concurrent gut infections with calicivirus
because in our study three patients shared this combination.

There is a great diversity of pathogens and opportunistic
agents in HIV individuals, with a high prevalence of mixed

colonization/infection, which is a concern because they act
as reservoirs. These data are relevant in the improvement of
therapies and controlling diarrhea in the HIV-seropositive
population and highlight the need for study on pathogen-host
interactions.
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