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RESUMO

No presente trabalho, determinou-se a prevaléncia de patdgenos em pacientes com diarréia
na populacdo infantil de Ouro Preto, Minas Gerais, no periodo de Julho/2006 a
Margo/2007 utilizando técnicas bacterioldgicas e tipagens sorolégicas rotineiras. Os
patdgenos bacterianos isolados dos pacientes, em ordem decrescente foram: sorotipos
diarreiogénicos de Escherichia coli e Salmonella sp. O Patdgeno isolado em maior
freqliéncia foi E. coli enteropatogénica classica (EPEC) (76%), seguida por E. coli
enteroinvasiva (EIEC) (44%) e E. coli enterohemorrégica (EHEC) (12%). Detectou-se 24
% de Giardia sp. nos exames parasitologicos. Além disso, rotavirus foi detectado em 18%
dos casos diarréicos. Para avaliar a significancia estatistica desses resultados utilizou-se o
teste y2 (qui-quadrado), além do teste exato de Fischer comparando os grupos de pacientes
testados e grupos controle. O valor de p<0.005 foi considerado por ser significativo. A
resisténcia a antibidticos foi observada em alguns dos sorogrupos de E. coli obtidos de
amostras clinicas. Recentemente, realizou-se investigacdes da qualidade microbiolégica da
agua na cidade de Ouro Preto. Os agentes etiologicos de maior destaque, detectados nas
amostras clinicas, assim como o perfil de resisténcia bacteriana a antibioticos, no presente
trabalho foram semelhantes aos resultados obtidos na investigacdo de qualidade de agua na
mesma localidade. Os fatores sdcio-econdmicos, condi¢es de moradia, presenca de fossa,
tipo de agua, indice de bens de consumo ou renda per capta foram relacionados com o tipo
de agua consumida. Os dados sugerem uma relacdo entre tipo de fonte de agua, condicdes
sanitarias e a ocorréncia de doencas usualmente transmitidas pela 4gua. A analise conjunta
de todos os dados obtidos possibilitou concluir que os consideraveis indices de
contaminagdo previamente detectados em Ouro Preto parecem estar contribuindo para a
prevaléncia das diarréias infecciosas. O presente estudo, assim como outros nesta linha,
oferecem subsidios para os planejamentos da administracdo municipal de Ouro Preto
guanto ao saneamento e saude coletiva.

Palavras-chave: Diarréia infantil, Escherichia coli, sorotipos, agua



ABSTRACT

The prevalence of bacterial, parasitic and viral pathogens in infantile patients with diarrhea
in community from July/2006 to March/2007 in Ouro Preto, Minas Gerais state, was
determinated using routine bacteriology and serotyping assay techniques. Bacterial
pathogens isolated from patients were, in decreasing frequency: diarrheogenic Escherichia
coli serotypes and Salmonella sp. Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) was the most
frequent (76%) pathogen isolated, followed by Enteroinvasive E. coli (EIEC) (44%) and
Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) (12%). Parasitc examination of diarrheic samples
resulted in 24% positives to Giardia sp. Morever Rotavirus (18%) was also detected . Chi-
square test and Fischer’s Exact Test were used to compare differences between the tests
and control groups. A p-value of < 0.005 was considered to be significant. Antimicrobial
resistance was observed among some E. coli serotypes isolated from clinical samples.
Previously, in Ouro Preto city, it has been done a study about the microbiology water
quality, at the same community. The results of the present study from clinical samples
were similar to this previously study, regarding the ethiological agents and antibiothic
resistence profile. The socioeconomic factors, house quality, latrine ownership, type of
water source were correlated with water use. Implications of these simple household water
correlated with water sources and more deficient sanitary facilities for potencial water
borne disease transmition were briefly discussed. Finaly, it could be concluded that data
obtained from community-based study correlated with the high degree of contamination of
drinking water in households previously studied will enable the justification of Ouro Preto
to plan relevant studies on diarrhea and other diseases transmitted by contaminated water
route.

Key-words: Infantile Diarrhea, Escherichia coli, sorotypes, water
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1 - INTRODUCAO
1.1 — Agua, diarréia, saneamento e salde.

Os ambientes aquéaticos sdo utilizados em todo o mundo com distintas
finalidades, entre as quais se destacam o abastecimento de dgua, a geracdo de energia, a
irrigacdo, a navegacdo, a aquicultura e a harmonia paisagistica. Além disso, a agua
representa o principal constituinte de todos os organismos vivos.

No entanto, nas Ultimas décadas, esse precioso recurso vem apresentando forte
influéncia da urbanizacdo, atividades industriais e agropecuérias e sendo ameacado
pelas acdes indevidas do homem. Isso acaba resultando em prejuizo para a propria
humanidade devido a varios efeitos como os desmatamentos e outros dentre 0s quais se
destaca a grande quantidade de despejos isentos de controle langados nos corpos
receptores (Semenza et al., 1998; Borges et al., 2002; Meirelles-Pereira et al., 2002;
Moraes & Jorddo, 2002). Esses despejos provocam sérias consequéncias para a saude
dos homens como a ocorréncia de varias doencas provocadas pelo consumo da agua néo
tratada (Teixeira et al., 2006).

Atualmente sabe-se que a cada 14 segundos, morre uma crianga vitima de
doencas de veiculacdo hidrica. Estima-se que 80% de todas as moléstias e mais de um
terco dos dbitos dos paises em desenvolvimento sejam causados pelo consumo de dgua
contaminada e, em média, até um décimo do tempo produtivo de cada pessoa € perdido
devido a doencas relacionadas & agua (Moraes & Jorddo, 2002; Albert et al., 1995;
Echeverria et al., 1993).

Das moléstias referidas, uma das mais importantes é a diarréia, doenca que € a
maior causa de mortalidade e morbidade de criancas de até cinco anos (Benicio et al.,
1987; Albert et al., 1995; Andrade et al., 1999; Benicio & Monteiro, 2000; Sabra, 2002;
Pontual et al., 2006). Embora as possibilidades de veiculagdo dos agentes causadores da
diarréia ja estejam fortemente definidas por consumo de alimentos (Tomasi et al., 1994;
Venkateswaran, et al., 1997; Silva, 2001) e a manipulacdo de portadores assintomaticos
(Sales & Goulart, 1997; Tomasi et al., 1994), a transmissdo hidrica constitui a de maior
importancia na abordagem epidemioldgica das diarréias ao longo da histdria da
humanidade (Tomasi et al., 1994; Semenza, et al., 1998; Moraes & Jordao, 2002).



1.2 — Conceito de diarréia

A diarréia consiste no aumento do numero de evacuacles (fezes ndo
necessariamente liquidas) e/ou a presenca de fezes amolecidas ou até liquidas. Variam
de leves até as graves, duram de dois a quatorze dias e possuem etiologia
presumivelmente infecciosa (viral, bacteriana ou parasitaria) (Solarte et al., 2006). A
diarréia é a mais importante causa clinica de morte infantil e os agentes mais
frequentemente isolados das fezes das criancas com diarréia sdo: Shigella sp.,
Salmonella sp. (Presterl et al.,, 2003; Kapoor et al.,, 2006), Escherichia coli
enteroagregativa (EAggEC ou EAEC), E. coli enteropatogénica classica (EPEC) (Oliva
et al., 1997; Afset et al., 2004;), E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Abu-Elyazeed et al.,
1999), Giardia lamblia (Franco et al., 2001), Cryptosporidium sp. (Mangini, 1992;
Oshiro, 2000; Carvalho-Almeida, 2006) e Rotavirus (Lanna, 1993).

A freqliéncia de isolamento dos diferentes agentes varia de acordo com a
distribuicdo geogréafica, a faixa etaria e a condicdo socio-econémica da populagédo
estudada e o periodo sazonal (Tomasi et al., 1994; Franca et al., 2001; Souzal et al,
2002). Diversos estudos realizados em centros urbanos de paises em desenvolvimento
tém mostrado a E. coli enteropatogénica classica (EPEC) como o principal agente
isolado em criancas menores de dois anos e, em especial, naquelas pertencentes as
classes socio-econémicas menos favorecidas (Oliva et al., 1997).

Na diarreéia, a perda de liquido pode levar a formas graves. A desidratacdo e 0s
distarbios eletroliticos determinam a maior letalidade, principalmente quando
associadas a desnutricdo prévia. A perda de liquido resulta em redugdo do volume do
liquido extracelular, do volume intravascular e diminuicdo da pressdo arterial. Além do
colapso circulatoério, outros distarbios estdo relacionados aos eletrélitos perdidos pelo
corpo no liquido diarréico como a acidose metabdlica hipervolémica ou hipocalemia
(Constanzo, 1999). Dentre os mecanismos de diarréias, conforme apresentado por
Rodrigues, 2002, pode-se citar: diarréia exudativa, diarréia motora, diarréia osmética e

diarréia secretora, descritas a seguir:

Diarréia exudativa



Ocorre devido a lesdes inflamatdrias ou exudativas da mucosa do intestino
delgado ou grosso causadas por bactéria invasoras, a exemplo da Salmonella sp. e

parasitas, bem como por doencas de origem néo infecciosa.

Diarréia motora
Resultante da alteracdo da motilidade intestinal, com mais intensidade nas

causadas pelo Rotavirus, podendo também aparecer em casos ndo infecciosos.

Diarréia Osmotica

E a diarréia causada pela presenca em excesso de solutos osmoticamente ativos
na luz intestinal. A doenca por Rotavirus e a giardiase podem ser alguns dos motivos
para o surgimento de casos diarréicos deste tipo. Além desses patdgenos, esta forma de
diarréia pode ocorrer devido a outros fatores de natureza ndo infecciosa como anomalias

bioquimicas congénitas.

Diarréia secretora

E a forma de diarréia mais comum de ocorrer devido a infeccdo por
microrganismos. Também pode se dar devido a agentes ndo infecciosos como
prostaglandina, neurotransmissores colinérgicos, hormdnios gastrointestinais e

medicamentos.

1.3 — Principais fatores de risco associados a doenca diarréica

A prevaléncia e morbidade das diarréias sdo determinadas pelo grau de
saneamento local, situacdo socio-econémica da populacdo e distribuicdo dos agentes
etioldgicos e seu potencial patogénico (Sabra, 2002).

1.3.1 — Influéncia do saneamento e situacdo socio-econdmica sobre a prevaléncia

das diarréias

A diarréia é um dos mais importantes problemas de salude enfrentados por todo o
mundo, principalmente pelos paises em desenvolvimento (Benicio & Monteiro, 2000;
Sabra, 2002) levando-se em conta aspectos locais na sua prevaléncia e patogenicidade.
Nas regibes carentes, onde é baixo o poder aquisitivo, onde as condi¢Ges de saneamento



sdo precarias, a poucos quildmetros dos centros urbanos, ou nas favelas, a mortalidade
infantil € superior a 100, e a diarréia € responsavel por mais de 50% destes dbitos,
causada principalmente por bactérias. Por outro lado, nas regiGes urbanas, com agua
encanada e esgoto sanitario, regido habitada por populagdes educadas e de alto poder
aquisitivo, onde a mortalidade infantil é inferior a 20, a diarréia € responsavel por
menos de 1% dos ébitos, prevalecendo como principal agente causal o virus (Sabra,
2002). Apesar dos numeros de mortalidade por diarréia ainda serem criticos, houve
reducdo substancial nas décadas de 80 e 90 com o advento da terapia da reidratacéo
oral, implantada desde 1980, por meio do Programa de Controle da Doenca Diarréica da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Pontual et al., 2006).

O Brasil é um pais continental, com regi@es ricas e industrializadas cercadas por
bolsdes de extrema pobreza. Lado a lado convivem individuos educados e que dispGem
de todo o conforto disponivel do século XXI, com populagfes carentes sem nog¢des
minimas de higiene e sem &gua encanada a seu dispor. Se para 0 primeiro grupo a renda
per capita ultrapassa a 20 salarios minimos, e suas residéncias, em zona urbana, tém o
conforto do saneamento basico, para o0 segundo grupo nédo se fala em renda per capita,
pois a maioria ndo ganha sequer o salario minimo (Sabra, 2002). Dados do Ministério
da Salde indicam que a diarréia ocupa o0 segundo lugar entre as causas de morte
(DATASUS, 2007) e de hospitalizacdo no Brasil. (Pontual et al., 2006).

1.3.2 — Distribuicdo dos Enteropatdgenos

A qualidade da agua esta proximamente relacionada com a saude humana
(Semenza et al.,1998). Sdo 0s esgotos e 0s excrementos humanos uma das principais
causas da deterioracdo da qualidade das aguas, visto que muitos patdgenos humanos sao
veiculados pelas fezes que contaminam aquiferos. Esses patdgenos sdo agentes de
importantes doencas como hepatites, poliomielites e diarréias.

Salmonella typhi e Vibrio cholerae sdo as bactérias patogénicas mais
frequentemente transmitidas por via hidrica (Moore, 1994; Angulo et al., 1997). O V.
cholerae, além da agua, pode ser transmitido pelo consumo de mariscos contaminados.
Estas bacterias podem sobreviver por até 87 dias na dgua de abastecimento publico
(Rivera & Martins, 1996).

Uma outra espécie de bactéria, normalmente inofensiva, mas que possui

determinados sorogrupos que podem causar doenca intestinal € a Escherichia coli.



Além dessa infeccdo, essa espécie bacteriana também pode se encontrar associada a
infecgdes urinarias e meningites de recém-nascidos (Robbins-Browne, 1987).

Os virus, em geral, ndo sdo habitantes normais da microbiota intestinal, eles s
sdo excretados por individuos infectados. Porém, os virus ndo envelopados (como 0s
virus transmitidos pela 4gua) possuem maior estabilidade frente aos fatores ambientais e
aos tratamentos de 4gua em comparagdo com outros virus e bactérias (Payment et al.,
1995). Esse € um dos fatores que fazem com que alguns autores como Mehnert (2001)
queiram incluir os virus como indicadores bioldgicos de qualidade das aguas. Dentre 0s
virus transmitidos por via hidrica se incluem os Poliovirus, o Virus da Hepatite A, além

de outros virus associados as gastroenterites.

Nas tabelas 1, 2, e 3, que se seguem, estdo apresentados, respectivamente, 0s
patdgenos parasitarios, bacterianos e virais mais comuns de provocarem infec¢des
diarréicas, mundialmente distribuidos (Moraes & Jorddo, 2002). Esses quadros
mostram, para cada agente etioldgico, a faixa etaria dos pacientes de maior prevaléncia,
bem como os sinais clinicos, periodo de incubacdo e duracdo da doenca, além do modo
de transmissdo mais freqliente de cada patdgeno. Segundo Moraes e Jordao (2002), a
combinacdo desses dados possibilita uma avaliagdo comparativa de modo a estabelecer

0 panorama de agravamento da doenca diarréica associada a cada enteropatogeno.



Tabela 1 — Caracteristicas dos casos associados aos principais parasitas (BRASILIA, 2006)

Agente Grupo etério Clinica Periodo de Duracdo da Modo de
dos casos Diarréia Febre Abdbémen incubacéo Doenca Transmissao
Balantidium coli Ignorado Eventual com Rara Dor Ignorado Ignorado Fecal-oral,
muco ou alimentos, agua
sangue
Cryptosporidium Criangas e Abundante e Eventual Céaimbra 1 a2 semanas 4 diasa 3 Fecal-oral,
adultos com aguosa eventual semanas alimentos,
AIDS agua, pessoa a
pessoa,
alimentos
domeésticos
Entamoeba Todos, Eventual com Variavel Colica 2 a 4 semanas Semanas a Fecal-oral,
histolystica principalmente muco ou meses alimentos, agua
adultos sangue
Giardia lamblia Todos, Incoercivel Rara Céimbras 5a 25 dias Semanas a anos Fecal-oral,
principalmente  fezes claras e Distencdo alimentos, agua
criangas gordurosas
Isospora beli Adultos com Incoercivel Ignorado Ignorado 2 a 15 dias 2 a 3 semanas Fecal-oral
AIDS




Tabela 2 — Caracteristicas dos casos associados aos principais tipos bacterianos (BRASILIA, 2006)

Agente Grupo etério Clinica Periodo de Duracdo da Modo de
dos casos Diarréia Febre Abddmen incubacéo Doenca Transmissao
Bacillus cereus e Todos Geralmente Rara Comum 1 a6 horas < 24 horas Alimentos
Staphylococcus pouco
aureus importante
Campylobacter Todos Pode ser Variavel Variavel 1a7dias 1 a4 dias Fecal-oral,
desinterica alimentos,
agua, animais
domesticos
E. coli Todos Aquosa, pode Variavel Eventual 12 a 3 dias 3abdias Fecal-oral,
enterotoxigénica ser profusa alimentos,
agua, pessoa a
pessoa
E. coli Criancas Aquosa, pode Variavel Variavel 2 a7dias 1 a 3 semanas Fecal-oral,
enteropatogénica ser profusa alimentos,
agua, pessoa a
pessoa
E. coli Adultos Pode ser Comum Eventual 2 a 3 dias 1 a2 semanas Fecal-oral,
enteroinvasora desintérica alimentos,
agua, pessoa a
pessoa
E. coli Todos Inicia aquosa Rara Comum 3 abdias 1a12 dias Fecal-oral,
enterohemorrégica com sangue a alimentos,
seguir pessoa a pessoa
Salmonella néo Todos, Pastosa, Comum Eventual 8 horas a 2 dias 7 a5 dias Fecal-oral,
tifoide principalmente aquosa, as alimentos, agua
criangas vezes com
sangue




Continuacao da Tabela 2

Agente Grupo etario Clinica Periodo de Duragdo da Modo de
dos casos Diarréia Febre Abddmen incubacdo Doenca Transmissdo
Shigella sp. Todos, Pode ser Comum Eventual 1la7dias 4 a7 dias Fecal-oral,
principalmente  desintérica alimentos, agua,
criancas pessoa a pessoa
Yersinia Todos Mucosa, as Comum Eventual 2 a7dias ldiaa3 Fecal-oral,
enterocolitica vezes com semanas alimentos, agua,
sangue pessoa a pessoa,
animais
domeésticos
Vibrio cholerae Todos, Pode ser Geralmente Comum 7 horasab 3 abdias Fecal-oral,
principalmente profusa e afebril dias alimentos, gua
adultos aguosa




Tabela 3 - Caracteristicas dos casos associados aos principais tipos virais (BRASILIA, 2006)

Agente Grupo etério dos Clinica Periodo de Duracéo da Modo de
casos Febre Vomito Incubacéo Doencga transmisséo e
principais fontes
Astrovirus Criancas pequenas Eventual Eventual 1 a 14 dias 1 a 14 dias Fecal-
e idosos oral,alimentos,
agua

Calicivirus Criancas e adultos Eventual Comum em 1 adias 1 a3dias Fecal-oral,
criancas alimentos, agua,

nosocomial

Adenovirus Criancas pequenas Comum Comum 7 a 8 dias 8 a 12 dias Fecal-oral,

entérico nosocomial

Norwalk Criangas maiores Raiva Comum 18 horasa2dias 12 horas a 2 dias Fecal-oral,
e adultos alimentos, agua,
pessoa a pessoa

Rotavirus do Criancas pequenas Comum Comum 1a3dias 5a7dias Fecal-oral,

grupo A nosocomial,
alimentos, agua,
pessoa a pessoa
Rotavirus do Criangas e adultos Rara Variavel 2 a 3dias 3a7dias Fecal-oral, agua,
grupo B pessoa a pessoa

Rotavirus do Criancas e adultos Ignorado Ignorado 1 a2 dias 3a7dias Fecal-oral

grupo C




1.4 — A etiologia das diarréias mais prevalentes no Brasil

As diarréias mais prevalentes no Brasil até agora listadas, sdo associadas
principalmente ao Rotavirus do tipo A, aos tipos diarreiogénicos de E. coli e os
parasitas, destacando os protozoarios (Medeiros et al, 2001). A semelhanca dos demais
paises em desenvolvimento as maiores frequéncias se associam as E. coli

diarreiogénicas seguidas pelo Rotavirus (Fagundes-Neto & Skaletsky, 2000)

1.4.1 — Caracterizacao dos diferentes tipos de Escherichia coli

A Eschericha coli, espécie bacteriana pertencente a familia enterobacteriaceae é
encontrada comensalmente no intestino de animais de sangue guente. Porém, eventos de
transferéncia horizontal de genes permitiram a modificagdo de algumas E. coli de
comensais para patogenos intestinais (Clarke, 2001). Essas E. coli patogénicas
provocam, principalmente a diarréia, doenca que pode ser provocada por Varios outros
patdgenos.

Todos os membros dessa espécie podem crescer rapidamente em condigdes
aerobias e anaerdbias (anaerobios facultativos) numa variedade de tipos de meios de
cultura, pois apresentam exigéncias nutricionais muito simples. Sdo bactérias que
possuem a capacidade de fermentarem a glicose, reduzirem nitrato a nitrito, como
caracteristica dos demais da familia, serem catalase positivas e produzirem indol a partir
de triptofano. Atualmente sdo descritos seis tipos de E. coli: Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC ou STEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC),
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) e Escherichia coli de aderéncia difusa
(DAEC) (Guth, 2000; Clarke, 2001; Sabra, 2002; Campos et al., 2004; Kaper et al.,
2004).

1.4.2 - Os diferentes grupos patogénicos de Escherichia coli

A E. coli enteropatogénica classica (EPEC) é o principal agente etioldgico
causador da diarréia aguda em menores de 2 anos de idade nos paises pobres (Oliva et

al., 1997; Nataro & Kaper, 1998; Afset et al., 2004) e, freqlientemente, estd associada a
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casos de diarréia persistentes. Varios estudos tém demonstrado que as EPEC s&o
responsaveis por mais de 30% dos casos de diarréias no Brasil (Gomes et al., 1991;
Toledo et al., 1983) e resultados semelhantes foram observados em outras regides como
na Cidade do México e no Chile (Cravioto et al., 1991; Levine et al., 1993).

A doenca ocorre devido a aderéncia de bactérias a membrana plasmatica do
enterdcito, causando destruicdo das microvilosidades intestinais (Afset et al., 2004;
Clarke, 2001), resultando na perda das propriedades absortivas das células infectadas,
provocando diarréia aquosa, as vezes com sangue, acompanhada por febre, célicas e
vOmito, sendo na maioria dos casos necessario o acompanhamento médico (Oliva et al.,
1997). A aderéncia é mediada por uma proteina da membrana externa, a intimina
(Phillips et al., 2000). N&o foi encontrada toxina como mecanismo de viruléncia da
bacteria (Clarke, 2001).

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) teve a sua importancia reconhecida como
agente causador de diarréia na década de 1970 e, a partir dessa data, grande quantidade
de informacdes sobre a epidemiologia e patogénese das ETEC tem sido acumuladas
(Clarke, 2001). As linhagens de ETEC causam diarréia aguda em humanos e animais
em todo o mundo (Guth, 2000; Kaper et al. 2004; Nardi et al., 2005), sendo a causa
mais comum de diarréia em criancas nos paises subdesenvolvidos e em viajantes dessas
areas (Cravioto, et al., 1991; Echeverria et al., 1993; Gastra & Svennerholm, 1996).
Nos animais, estudos revelam que ETEC é o agente causador de cerca de um tergo das
diarréias em leitdes (Bequsoleil et al., 2002) e estdo associadas com baixas condicGes de
higiene e saneamento (Clarke, 2001)

Como a maioria dos agentes enteropatogénicos, as ETEC sdo de transmissdo
fecal — oral pela ingestdo de &gua ou alimento contaminados e tambem por meio do
contato pessoal. Possui seu mecanismo de viruléncia mediado por suas fimbrias que
auxiliam sua fixacdo a mucosa intestinal, como também pela elaboracdo de dois
diferentes grupos de toxinas (Echeverria et al., 1993; Clarke, 2001): as enterotoxinas
termo labeis (LT-1 e LT-11) de alto peso molecular, as enterotoxinas termoestaveis (Sta
ou STI e STb ou STII) de baixo peso molecular (2 e 5 KDa, respectivamente) que séo
capazes de resistir ao tratamento térmico, a 100° C por 30 minutos (Alderete &
Robertson, 1978).

Os genes de LT e ST sdo encontrados em plamidios transferiveis que também
podem transportar os genes das adesinas CFA/l e CFA/II. As toxinas STa e LT-I, séo

produzidas por linhagens de E. coli isoladas de casos humanos, ja as toxinas STh e LT-
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Il por linhagens de E. coli isoladas de animais ou alimentos de origem animal, mas
atualmente ja existem relatos do isolamento de linhagens E. coli produtoras destas
toxinas em seres humanos (Echeverria et al., 1993).

As células bacterianas de ETEC LT e ETEC ST fixam-se a mucosa intestinal e a
toxina penetra no enterécito perturbando o metabolismo hidrossalino da mucosa
(Altmann,1987; Pereira et al., 2002), havendo, em seguida, saida de agua para a luz
intestinal, produzindo assim a diarréia aquosa e isenta de leucdcitos. Ndo se observam
alteracGes histoldgicas na mucosa intestinal, nem inflamacéo (Clarke, 2001). A diarréia
secretdria causada pela ETEC assemelha-se aos sintomas da diarréia causada pelo
colera com dores abdominais, nausea e febre regular, porém mais leves. A producdo de
toxina ndo estd associada a sorotipos especificos, exigindo a realizacdo de culturas de
tecidos ou de ensaios de modelos animais para a atividade da toxina com a finalidade de
detectar cepas toxigénicas. Também sdo utilizadas sondas de &cido nucléico para
detectar os genes da toxina (Clarke, 2001).

As Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC) constituem as linhagens mais
comuns que produzem doenca nos paises desenvolvidos com estimativas de 20 mil
casos anualmente nos Estados Unidos (Wallace et al., 1996; MacRae et al., 1997). A
doenga é mais comum nos meses quentes, e a maior incidéncia é observada em criancgas
com menos de cinco anos de idade (Mead & Griffin, 1998). Apresenta mais de 50
sorotipos, mas o principal é o0 O157 que é o mais importante em doencas humanas
(Kaper et al., 2004). Este sorotipo € um habitante ocasional do intestino de animais,
especialmente do gado, onde ndo tem efeito patogénico. Quando causa doenca, este
sorotipo pode provocar a denominada sindrome urémica hemolitica (HUS) (Wallace et
al., 1997; Kaper et al., 2004) que ocasiona falha cronica dos rins e ou complicacdes
neuroldgicas. Em algumas situacfes um pequeno nimero desta linhagem é suficiente
para provocar a doenca (Mead & Griffin, 1998).

A bactéria possui como mecanismo de patogenicidade a capacidade de produzir
grandes quantidades de citotoxinas (verotoxina ou shigatoxina) que causam morte
celular e lesBes destrutivas no intestino, 0 que medeia a diarréia sanguinolenta e o
aumento da dor abdominal. Porém a gravidade da doenca causada por EHEC varia
desde diarréia leve até colite hemorragica, com dor abdominal intensa, diarréia
sanguinolenta e pouca ou nenhuma febre (Clarke, 2001; Murray et al. 2000).

As E. coli enteroinvasivas (EIEC) sdo importantes agentes causadores de

diarréia em criancas e adultos principalmente em paises subdesenvolvidos e apresentam
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varias semelhancas com a Shigella tanto nas suas caracteristicas bioquimicas quanto nas
propriedades da doenca. A bactéria invade, prolifera no interior dos enterdcitos e destroi
o0 epitélio do colon e produz uma doenca caracterizada por febre, diarréia e célica com
presenca de sangue e leucécitos nas fezes (Hart et al., 1993). A doenca é geralmente
observada em paises em desenvolvimento, sendo a causadora de indices significantes de
mortalidade em criangas de baixa idade (Clarke, 2001).

A E. coli enteroagregativa (EAEC ou EaggEC) também ¢é relacionada aos casos
de diarréia e é o tipo mais recentemente registrado que os outros sorotipos de E. coli.
Seu fator de viruléncia é mediado por uma fimbria delgada (fimbrias GVVPQ) cujos
genes estdo presentes em plasmidio. Foi descrito também uma toxina que estaria
relacionada ao mecanismo, mas seu papel na doenca ndo foi estabelecido (Phillips &
Frankel, 1997; Clarke, 2001). A diarréia causada por esse grupo de E. coli possui como
caracteristica a presenca de fezes aquosas persistentes, com vOmitos e provoca
desidratacdo em lactentes de paises em desenvolvimento.

As E.coli enteroaderente difusa (DAEC) sdo uma categoria de bactérias que tem
sido associada a diarréias em criangas em varios estudos epidemioldgicos (Levine et al.,
1993; Gomes et al, 1991), porém existem trabalhos que correlacionam as DAEC a
pacientes assintomaticos. E um grupo bastante heterogéneo possuindo varias estruturas
envolvidas na viruléncia relatadas o que faz com que esse grupo apresente resultados
discrepantes a respeito de seu envolvimento na doenca. A importancia da categoria
DAEC nas infec¢des do trato urinério também tem sido descrita uma vez que estudos
demonstram que algumas linhagens carreiam fatores de viruléncia encontrados em E.
coli uropatogénica (Mead & Griffin, 1998; Johnson & Stell, 2000). Uma nova
classificacdo para E. coli que aderem difusamente em células foi proposta recentemente
(Servin, 2005). Nesta nova classificacdo, as DAEC podem ser divididas em tipicas e
atipicas. A classe tipica inclui linhagens que carregam adesinas da familia Dr enquanto
a classe atipica englobaria linhagens que possuem, além das adesinas Dr outros tipos

gue promovem aderéncia difusa.
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1.4.3 — Perfil de resisténcia das Escherichia coli diarreiogénicas aos antibiéticos no

agravamento das diarréias

A grande disseminacgdo do uso de antibioticos foi na Segunda Guerra Mundial
(Tavares, 1985). A partir de entdo esse uso tem crescido significativamente para o
tratamento de infecgbes humanas e tem se tornado abusivo fazendo com que as
populacbes de microrganismos se tornem resistentes e multirresistentes (Mckeon et
al.,1995). As bactérias adquirem resisténcia aos antibidticos rapidamente, sendo assim,
a demanda por novos antibidticos tem aumentado acentuadamente (Pecota et al., 2003),
desse modo os resultados dos testes de sensibilidade a antimicrobianos, in vitro, sio
fundamentais para a selecdo de agentes quimioterapicos ativos contra 0 microrganismo
infectante.

O método mais difundido e adotado para tais testes seguem 0s principios
preconizados por Kirb & Bauer (1996), conhecido como antibiograma. Os antibioticos
possuem diferentes mecanismos de acao para a inibicdo do crescimento bacteriano tais
como: inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese de proteinas, alteracdes
das membranas celulares, inibicdo da sintese de acidos nucléicos e antimetabdlitos.

Os genes que codificam a resisténcia adquirida aos antimicrobianos surgem por
mutacdo ou por recombinacdo pela transmissdo dos plasmideos, principalmente durante
processos de conjugacdo. Alguns plasmideos podem acumular véarios genes de
resisténcia determinando a resisténcia multipla a drogas (Pereira et al., 2002).

1.5 — Outros patdgenos envolvidos na etiologia das diarréias no Brasil

A alta incidéncia de E. coli diarreiogénicas no Brasil é seguida pelo Rotavirus

(Cauas et al., 2006), e de semelhante importancia aparecem bactérias como

Campylobacter jejuni, Salmonella sp., Shigella sp., seguidos pelos protozoarios Giardia

sp, Entamoeba sp. e Cryptosporiduim sp.
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Rotavirus e outros virus

Rotavirus € um tipo de virus da familia Reoviridae, do género Rotavirus que
causa infecgOes no trato digestivo. S&o classificados sorologicamente em grupos,
subgrupos, sorotipos e tipo eletroforético (Montgomery et al., 1988). Até o momento,
sete grupos foram identificados: A, B, C, D, E, F e G, sendo que os grupos A, Be C
estdo associados a doenga no homem.

O Rotavirus vem sendo considerado, em todo mundo, um dos principais
responsaveis pela diarréia em criangas menores de cinco anos e tem sido a principal
causa de surtos de diarréia em hospitais, bercérios, creches e pré-escolas devido ao fato
de ser transmitido principalmente pela via respiratoria.

Criancas prematuras ou com deficiéncia imunol6gica estdo sujeitas a
manifestacdo da doenca com maior gravidade, podendo levar até a morte sendo
considerado como uma importante causa de mortalidade infantil tanto em paises
desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento (Cukor & Blacklow, 1984; Cardoso et
al., 2001). Adultos também podem ser infectados, mas a doenca tende a ser mais
moderada, porém causando grande mal-estar. Vomitos freqlientes (até 10 vezes no dia),
dor abdominal, diarréia liquida e febre (que pode ser alta e geralmente dura dois a trés
dias) sdo as queixas mais comuns, mas obstrucdo nasal, coriza, dor de garganta, tosse
seca também podem acontecer. Como o0s vomitos podem ocorrer, a desidratacdo
também surge com certa freqliéncia.

A crianga ou adulto pode ser contaminado mais de uma vez devido a existéncia
de mais de um sorotipo de Rotavirus. Grandes epidemias de gastroenterites virais tém
sido causadas pelo virus conhecido como Agente Norwalk (Lara et al., 1995). Na
infeccdo causada por este tipo de virus, ap6s um periodo de incubacdo de dois dias, 0s
infectados sofrem nauseas, célicas abdominais e vomitos, além da diarréia, por cerca de

um a trés dias.

Parasitas Intestinais

Nos paises em desenvolvimento os principais parasitas associados a diarréia
aguda infantil sdo Giardia lamblia e a Entamoeba histolytica e outros como o
Cryptosporidium vém ganhando importancia, devido a sua elevada viruléncia (Motta &
Silva, 2002). Porém, sdo considerados agentes menos freglientes nas diarréias agudas,
quando comparados com as enterobactérias ou 0 Rotavirus, apesar de varios inquéritos

coproparasitologicos demonstrarem que, nas regibes com infra-estrutura urbana
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deficiente, metade das criancas la residentes encontram-se parasitadas (Costa-Macedo,
1998).

A Giardia lamblia é um protozoério flagelar que é capaz de se fixar firmemente
a parede intestinal humana e provocar a doenga conhecida como Giardiase, que é uma
doenca diarréica prolongada, as vezes persistindo por semanas. A Giardiase €
caracterizada por mal-estar, nauseas, flatuléncias, fraqueza, perda de peso e colicas
abdominais. As fezes, ou até mesmo o halito podem ficar com um odor distinto de
Sulfeto de Hidrogénio. A maioria dos surtos é transmitida por suprimentos de agua
contaminada uma vez que o estagio de cisto do protozoério € insensivel ao cloro.

As disenterias provocadas por espécies do género Entamoeba sdo denominadas
disenterias amebianas ou amebiase e, esse tipo de disenteria é disseminado,
principalmente, por alimentos ou 4gua contaminados com cistos deste protozoario.

Embora o &cido do estomago (HCI) possa destruir os trofozoitos, os cistos ndo
sdo afetados. No trato gastrintestinal a parede do cisto € digerida e os trofozoitos séo
liberados. Sendo assim, ocorre uma multiplicacdo destes nas células epiteliais da parede
do intestino grosso ocorrendo, com isso, uma disenteria grave com presenca
caracteristica de sangue e muco. A espécie mais comum de provocar essa disenteria é a
Entamoeba histolytica.

Os representantes do género Cryptosporidium sdo agrupados, atualmente, em 10
espécies, porém existe a possibilidade da existéncia de outras espécies. A fase de
oocisto é de suma importancia por causa do seu potencial de dispersdo, sobrevivéncia,
infecciosidade e para a identificacdo. A maioria dos oocistos mede de 4 a 6
micrémetros, possui aparéncia quase esférica e tem estruturas internas nao distinguiveis,
ha pouca ou nenhuma caracteristica morfoldgica para diferenciar espécies e o cultivo in
vitro diferencial ndo fornece dados como para bactérias. Sendo assim, existe uma
combinacdo de dados de trés ferramentas: morfoldgica, técnicas moleculares, e
especificidade de hospedeiro. J& se sabe que 152 espécies de mamiferos podem ser
infetadas com C. parvum ou por outro organismo indistinguivel. Dentre 0os mecanismos
de transmissdo estdo 0 consumo de &gua contaminada ou mesmo o contato com &guas

destinadas a recreacéo e lazer.
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1.6 - O quadro das diarréias no municipio de Ouro Preto

O municipio de Ouro Preto esta localizado na Zona Metallrgica Mineira a
1061 m de altitude e é composto por 12 distritos rurais: Amarantina, Antnio Pereira,
Cachoeira do Campo, Engenheiro Correia, Glaura (Casa Branca), Miguel Burnier,
Rodrigo Silva, Santa Rita de Ouro Preto, Santo Antdnio do Leite, Sdo Bartolomeu,
Santo Antdnio do Salto e Lavras Novas abrangendo uma area de 1.245 Km?, com a
populacdo atual de 64.440 habitantes, sendo que 13% sdo menores de 6 anos (IBGE /
2001).

O clima predominante no municipio € o tropical de altitude apresentando
inverno seco e verdo brando. A média de temperatura anual oscila em torno dos 18° C,
ocorrendo maior pluviosidade no semestre mais quente, de outubro a abril. A regido é
dotada de nascentes de duas grandes bacias: a bacia do Rio Sdo Francisco (nascente do
Rio das Velhas) e bacia do Rio Doce (nascente do Rio Gualaxo do Sul). A sede é
banhada pelo Ribeirdo do Funil, sendo o Cérrego Tripui um dos seus afluentes
historicos.

Ouro Preto ndo possui bairros definidos por documentacédo oficial da prefeitura,
dessa forma, existem locais, confundidos com bairros, cujos nomes populares se
seguem: Bairro Nossa Senhora do Carmo, Lagoa do Gamb4, Vila Aparecida, Vila dos
Engenheiros, Bairro Tavares, Saramenha, Bauxita, Morro do Cruzeiro, Alto das Dores,
Bairro Alto da Cruz, Bairro caminho da Fabrica, Bairro Santa Cruz, Bairro Antdnio
Dias, Bairro Sdo Sebastido, Bairro S&o Jodo, Vila Sdo José, Pilar, Bairro do Rosario,
Centro, Barra, Antbnio Dias, Bairro Terceira, Santa Efigénia, Cruz das Almas, Bairro
Agua Limpa, Padre Faria, Taquaral, Sdo Cristovdo, Nossa Senhora de Lourdes, Jardim
Alvorada, Morro Santana, Piedade e Morro da Queimada e Cabecas.

Algumas dessas regides ndo dispbem de &gua canalizada, apresentando
condicdes de saneamento béasico bastante precarias considerando os padrdes adequados
para tratamento de &gua de abastecimento conforme registrado, em investigacéo
realizada em 2002 (Neves, 2003). Essa pesquisa foi motivada pela consideravel
prevaléncia de diarréia viral, bacteriana e parasitaria detectada primeiramente por Lanna
(1993).

17



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Investigar os principais fatores determinantes da alta prevaléncia da diarréia infecciosa

na populacdo de zero a seis anos na cidade de Ouro Preto.

2.2- Objetivos Especificos
Determinar:
e Os fatores sdcio-econdmicos relacionados com as diarréias.
e Os fatores de saneamento bésico relacionados com a presenca de diarréias.
e Os principais patdgenos associados as diarréias infantis em Ouro Preto.
e Os patdgenos bacterianos multirresistentes associados as diarréias infantis em

Ouro Preto.

Correlacionar:

e Os patogenos detectados nas diarréias infantis com aqueles previamente
detectados na agua de consumo em Ouro Preto.

e As Escherichia coli diarréiogénicas multirresistentes detectadas nas diarréias
infantis com aquelas previamente detectadas na agua de consumo em QOuro

Preto.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Periodo e area de estudo

O trabalho foi realizado no periodo de julho de 2006 a Margo de 2007 na cidade
de Ouro Preto — MG em amostras coletadas aleatoriamente. Os pontos principais de
coletas foram as 14 creches da sede, trés escolas de Educacdo infantil, a principal
Unidade de Pronto Atendimento Municipal (UPA) e a Santa Casa - Hospital Geral do
Municipio.

Itabira

Riado L4,

—— Rodovia Pavimentada
Estrada de Ferro

enda
g s Drenagem
0 10 20 km
P e el

Fonte: Pimentel, 2001.

B Capital do Esﬁda N

@ Cidade _+__
<3 Area de Municipio
., Area de Estudo

Figura 1: Localizagdo do municipio de Ouro Preto e suas fronteiras.
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Ouro Preto possui atualmente 13 sistemas de distribuicdo que cobrem quase que
a totalidade da populacdo da sede de Ouro Preto.

Futuramente os sistemas 15 de agosto, IX — Piedade, VII - Encardideira e VIII -
S80 Jodo serdo eliminados e o sistema Jardim Boténico ficara responsavel pelo
abastecimento da regido assistida pelos sistemas excluidos.

Os sistemas de distribui¢do, bem como as respectivas areas de abrangéncia estdo

listadas a seguir:

Sistema Jardim Botanico

Area de abastecimento: Jardim Botanico, Camping, Cadeia Publica, Sdo
Cristdvéo, Calcada, parte alta da Rua Alvarenga (Cabecas), Nossa Senhora de Lourdes,
Jardim Alvorada, parte alta da Rua Albino Sartori, Vila S&o José, Morro Santana, Rua
15 de Agosto, Rua 13 de Maio.

Essa agua também abastece a Rua Padre Rolim, terminal Rodoviario e Cruz das

Almas juntamente com a agua do Sistema III.

Sistema 15 de Agosto
Area de Abastecimento: Regido abaixo da Rua 15 de Agosto, Bairro Alto da

Cruz.

Sistema IX — Piedade

Area de Abastecimento: Bairro Alto da Cruz, Taquaral, Padre Faria, regido
localizada abaixo da Rua Chico Rei até a Rua do Bardo, Escola Estadual Marilia de
Dirceu, Ladeira Santa Efigénia e Rua Dr. JodoVeloso. (Sistema Encardideira)

Sistema VIII
Area de Abastecimento: Misturada com o sistema IX, abastece os bairros Alto
da Cruz e Padre Faria.

Sistema 11

Area de Abastecimento: Bairro Agua Limpa e Rosario, parte baixa da rua
Alvarenga e area de lazer ao lado da Rua Alvarenga.
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Sistema 111

Area de Abastecimento: Parte do Bairro Rosario, Rua Getulio Vargas, Rua S&o
José, Praca Reinaldo Alves de Brito e Rua Parana, parte da Rua Padre Rolim, Rua Sao
Miguel Arcanjo, Rodoviéria, Cruz das Almas, Rua das Flores, Rua Direita, Ruas da
Regido da Igreja do Carmo e Escola de Farmécia, Largo do Coimbra, Praca Tiradentes,

Rua do Jibu até Proximidades da Prainha (Bairro Barra).

Sistema IV

Bairro do Rosario, Pilar, Centro (Rua Xavier da Veiga), Barra (Rua Washington
Dias, Praca Vicente Botelho), Antonio Dias (Rua Felipe dos Santos, Adro da Matriz de
Nossa Senhora da Conceicdo, Largo Marilia de Dirceu), Bairro Terceira, Santa Efigénia
(Parte da Rua do Bardo)

Sistema V - Banheira
Area de Abastecimento: Imdveis situados abaixo do Reservatério da Vila Sdo
José e Rua Albino Sartéri, regido da Escola Dom Veloso, Pilar, Prefeitura, Praca

Cesario Alvim até a travessia para Saramenha.

Sistema Sdo Joao

Area de Abastecimento: Todo o bairro Sdo Joao.

Sistema XII - S0 Sebastido
Area de Abastecimento: Bairro sdo Sebastido, Ladeira Jodo de Paiva até
proximidades do Mirante.

Sistema Pico do Amor
Area de Abastecimento: Regido do Palacio Velho e parte do Bairro Antonio
Dias.

Sistema Saramenha de Cima

Area de Abastecimento: Comunidade préxima ao portdo da Empresa Vermelhdo
e escola René Gianetti e Avenida René Ganetti.
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Sistema Estac&o de Tratamento de Agua — Itacolomi

Area de Abastecimento: Bairro Nossa Senhora do Carmo, Lagoa do Gambd,
Vila Aparecida, Vila dos Engenheiros, Bairro Tavares, Saramenha, Bauxita, Morro do
Cruzeiro, Alto das Dores, parte do Bairro Alto da Cruz (da rua Desidério de Matos até o

Bairro caminho da Fabrica) e Bairro Santa Cruz.

3.2 — Amostragem do material clinico e da agua de consumo de Ouro Preto

Realizou-se o estudo em 50 criangas menores de seis anos que apresentavam
diarréia e 10 criancas sadias (sem apresentar diarréia, também menores de 6 anos). O
segundo grupo de criancgas foi considerado como grupo controle.

As fezes coletadas foram colhidas das criangas diariamente em creches, escolas,
Unidade de Pronto Atendimento e a Santa Casa, todos localizados em Ouro Preto.
Algumas amostras foram colhidas em domicilio atendendo ao chamado das familias
motivadas por cartazes divulgadores do projeto afixados por toda a cidade.

As amostras foram colhidas nas préprias fraldas das criancas ou em frascos
coletores utilizando meio Carry & Blair modificado como meio de transporte. Essas
amostras foram imediatamente transportadas ao Laboratorio de Microbiologia e
devidamente processadas.

No ato da coleta, questionarios clinicos e epidemioldgicos foram entregues para
serem preenchidos pelos responsaveis, para a obtencédo de dados.

As amostras de agua para este trabalho foram coletadas em diferentes pontos da
sede do municipio para realizacdo de um diagnostico presuntivo da contaminacao fecal
das aguas servidas para a populacdo. A andlise foi realizada utilizando a técnica de
tubos multiplos padronizada pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1998).

3.3 = Inquérito clinico e epidemioldgico dos pacientes e criangas controle

O inquérito para a obtencdo dos dados clinicos e epidemioldgicos utilizou os

questionarios cujos modelos estdo apresentados a seguir:
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Modelo de Questionario Epidemioldgico
Universidade Federal de Ouro Preto — Laboratério de Microbiologia Geral
Ficha epidemioldgica
Data: / /

Procedimento do Material:

Nome do Paciente:

Endereco:
Bairro:
Sexo: ( )M ( )F Idade:
Cor: ( )Parda ( )Branca ( )Negra ( )Amarela
Filiacdo: Pai:
Mae:

Escolaridade dos pais

No de irmaos Renda familiar

Condicg6es da habitacdo () Apartamento () barraco de Madeira

() favela () Casa de Alvenaria

() Outro especificar

Tipo de comodos:

Condicg0es Sanitarias:

Abastecimento de agua () Rede Geral () Pogo ou nascente
() outra fonte

Instalacédo Sanitaria () Fossa Rudimentar () Néo tem
() Rede Geral () Fossa Séptica
() Acéu aberto () Outra

Lixo Destino: () coleta Publica () Enterra/ Queima
() com tampa () sem tampa
() dentro de casa () Forade Casa

Peso do paciente
Estado de nutrig&o:

Tipo de aleitamento

Aspecto das Fezes:
Historico

N AN N /N

) Normal (
) Desnutrido de grau
) Materno (
) Misturado

) Desnutrido

) Artificial
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Modelo de Questionario Clinico

Universidade Federal de Ouro Preto - Laboratorio de Microbiologia Geral

Procedimento do Material:

Nome do Paciente:

Endereco:

Bairro:

Sexo: ( )M

Origem do caso ()
Esporadico
() Outros

No de dias da doenca

VVOmito

Febre:

Queixa Respiratoria
Dor Abdominal
Dermatite:

Diarréia:

Tratamento:

Orientacdo ()
Medicamento antidiarréico
Antitérmico

Antibidtico

Antiemético

Ficha Clinica

( )F
() Epidémico

() lgnorado

) Sim dias
) Sim

) Sim

) Sim

) Sim

) Sim dias
Muco ( )Sim
Sangue ( )Sim

AN AN AN AN N N

Consisténcia

Orientacdo + soro oral (
() Sim
( )Sim
( )Sim
( )Sim

Data: [/ [/

Idade:
() Investig. Espec.

( )Néo
() Nao
( ) Néo
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
( ) Néo

Liquida ()

Semi-solida ()

Pastosa ()

)

() Néo

() Nao

() Nao

() Néo
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3.4 — Encaminhamento laboratorial das amostras fecais

Assim que as fezes eram colhidas em frascos contendo meio de transporte de
fezes Cary & Blair modificado (Anexo 1) ou nas fraldas as amostras eram
encaminhadas ao Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de Ouro Preto
onde foram realizados todos os experimentos para isolamento e identificacGes. As
amostras fecais foram aliquotadas para a realizacdo dos exames parasitoldgico,

bacterioldgico e Virologico.

3.5 — Pesquisa dos principais patogenos diarreiogénicos

3.5.1 — Enterobactérias patogénicas

A pesquisa das enterobactérias das amostras fecais seguiu metodologia sugerida
por Bailey & Scott descrita em Baron (1994). Essa metodologia foi realizada seguindo
as seguintes etapas.

e Enriquecimento da amostra

Foi inoculada uma alcada direta da aliquota propria para este exame em meio de
enriquecimento TSB (Tryptic Soy Broth) e incubada (24h / 37° C). O crescimento
continha uma cultura mista.

e Isolamento das coldnias

O crescimento do meio TSB foi semeado por esgotamento em agar EMB (Agar
Eosina Azul de Metileno) e, novamente, incubado (24 h / 37° C) para a obtencdo de
colonias isoladas.

e Obtencéo de cultura pura

Com o crescimento de colbnias isoladas em Placa de Petri, pescou-se quatro
colbnias Lac + (lactose positivas — colénias avermelhadas) e duas colbnias Lac —
(lactose negativas — col6nias claras), quando havia a presenca destas ultimas. As
col6nias foram transferidas para meio de enriquecimento TSB para obtengéo de cultura
pura. As culturas puras eram incubadas por 24 h a 37°.

e Identificacdo dos géneros e espécies
Apobs o crescimento da cultura pura em TSB estas foram inoculados em Meio

Rugai (modificado por Pessoa e Silva) para identificacdo bioguimica. As provas
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bioquimicas identificaveis neste meio sdo: Reacdes fermentativas de carboidrato
(glicose), Reacdo para verificacdo da utilizacdo da uréia como Unica fonte de nitrogénio,
Pesquisa da producdo de géas sulfidrico (H,S) a partir da utilizacdo de aminoacidos
sulfurados, Producdo do Indol a partir da utilizacdo do aminodcido triptofano e,
complementarmente, testes adicionais foram realizados como: Reacdo para verificacdo

da utilizacdo do citrato de sdédio como Unica fonte de carbono.

3.5.1.1 — Sorotipagem das Linhagens de E. coli isoladas de material clinico

As amostras de E. coli isoladas e identificadas passaram por processo de
sorotipagem, gque consiste na busca de sorogrupos patogénicos de E. coli. A técnica foi
realizada pelo método de aglutinacdo em ldmina com a utilizacdo de soros polivalentes
comerciais da marca PROBAC que contém anticorpos contra antigenos reconhecendo,
dessa forma, os sorogrupos de E. coli.

Foram realizadas sorotipagens utilizando-se 0s seguintes soros:

e Soro anti E. coli enteropatogénica classica A (EPEC A)

e Soro anti E. coli enteropatogénica classica B (EPEC B)

e Soro anti E. coli enteropatogénica classica C (EPEC C)

e Soro anti E. coli enteroinvasora classica A (EIEC A)

e Soro anti E. coli enteroinvasora classica B (EIEC B)

e Soro anti E. coli enterohemorragica (Anti E. coli 0157) (EHEC)

3.5.1.2 — Investigacao do perfil de resisténcia aos antibidticos dos isolados de E. coli

Os sorogrupos patogénicos de E. coli isolados e identificados foram submetidos
aos testes da avaliacdo de susceptibilidade aos antibidticos por meio do método de
difusdo em agar, conhecido por antibiograma, segundo Kirby & Bauer (1966).

Para a realizacdo dos testes foram utilizados discos Gram negativos | e 1l
comerciais da marca PROBAC. Esses discos contam com 0s seguintes antibidticos nas

respectivas concentragoes:
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Tabela 4: Antibioticos, Sigla e Concentracdes com respectivo perfil de sensibilidade

fornecido pelo fabricante.

Antibidtico  Concentragéo Sigla Padréo de Sensibilidade/Resisténcia (mm)

Resistente Intermediario Sensivel

Cefoxitina 30ung CFO 14 ou - 15a17 18 ou +
Amplicilina 10p g AMP 13 ou - 14a16 17 ou +
Cefuroxima 30ug CRX 14 ou - 15a22 22 ou +
axetil (oral)

Ceftriaxoma 30ng CRO 13 ou - 14a20 21ou+

Cefalotina 30 ug CFL 14 ou - 15a17 18 ou +
Amoxilina + 20/10 pg AMC 13 ou- 14a17 18 ou +
Clavulanato
Amicacina 30 ug AMI 14 ou - 15a16 17 ou +
Sulfazotrin 25 ug SUT 10 ou - 11a15 16 ou +
Ceftazidima 30ug CAZ 14 ou - 15a17 18 ou +

Cefepime 30ng COM 14 ou - 15a17 18 ou +
Gentamicina 10 ug GEN 12 ou - 13a14 15 0u +

Ciprofloxacin 5ug CIP 15 ou - 16a20 2lou+

A leitura do experimento foi realizada com a leitura dos halos de inibi¢do do
crescimento ao redor dos discos com o0s antibiéticos impregnados. Os resultados foram
comparados com a tabela 4 fornecida pelo fabricante dos discos, que relaciona
sensibilidade e diametro das zonas de inibicdo de crescimento. Tais resultados
permitiram a interpretacdo e classificacdo das culturas em: Sensiveis, Resistentes ou
Sensibilidade Intermediaria. Foi realizado um controle de qualidade com uma linhagem
padréo de E. coli (ATCC 25.922).

3.5.1.3 - Fermentacdo do sorbitol e diferenciacdo dos isolados de Escherichia coli

enterohemorragica O157: H7
Para identificacdo fenotipica do sorotipo O157: H7 de EHEC, 193 linhagens de
E. coli isoladas dos pacientes com diarréia e 40 linhagens isoladas das criangas controle

(sem diarréia) neste trabalho foram analisadas para fermentacdo do sorbitol.
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Inicialmente os isolados foram enriquecidos em caldo TSB por 24 h a 37° C. Na
seqiiéncia as culturas foram semeadas em placas de Agar base MacConkey Sorbitol
(Agar SMAC) por 18 h a 37° C. A interpretacdo dos resultados para verificar a
fermentacdo do sorbitol é baseada nas caracteristicas fenotipicas das colbnias. O
fenotipo “coldnias rosas” indica fermentacdo positiva do sorbitol, j& o fendtipo
“coldnias brancas” indica fermentacdo negativa desse agucar (March & Ratnam, 1986;
Chapman et al., 1991)

3.6 — Pesquisa Parasitoldgica

A aliquota destinada para exame parasitologico foi processada segundo o
método convencional de Lutz ou de Hooffman, Pons e Janer, conhecido como
Sedimentacdo Espontanea. As laminas foram visualizadas em microscopio éptico

Olympus BX41, no aumento de 40 x.

3.7 — Pesquisa do Rotavirus

A pesquisa virologica consistiu no uso da técnica de Latex que consiste de uma
suspensdo de latex de tamanho uniforme sensibilizadas com inumoglobulinas
especificas contra antigenos de grupo obtidos da cepa AS — 11 de Rotavirus Simio.
As particulas de latex reagem prontamente formando a reagdo antigeno — anticorpo e
devido a presenca de antigeno de Rotaviirus na suspensao de latex, perde seu aspecto
uniforme, formando-se imunoglobulinas especificas unidas as particulas de latex,
iniciando a formacdo de uma malha entre as mesmas, ocorrendo a aglutinagédo, que é

macroscopicamente visivel.

3.8 - Determinacdo da significancia estatistica dos enteropatdgenos isolados das

amostras clinicas

Para verificacdo da significancia estatistica dos dados obtidos dos pacientes e

controles estudados, foram utilizados os testes do Qui-quadrado e o Exato de Fischer.
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3.9 — Listagem de dados previamente obtidos para a determinacdo da Agua de
consumo de Ouro Preto como fonte dos Enteropatdgenos

Realizou-se o levantamento das linhagens de E. coli consideradas patogénicas
tanto pela determinacdo dos genes (Ribeiro, 2006) como de fendtipos indicativos de
viruléncia (Neves, 2003), previamente isolados da dgua de abastecimento dos bairros da
periferia de Ouro Preto para posterior comparacdo com os indices de E. coli patogénicas
dos isolados dos casos de diarréia da populagdo infantil que habita bairros abastecidos
pelas mesmas fontes de 4gua do estudo anterior.

3.9.1 - Amostragem e testes com &gua de consumo

No presente trabalho, foram considerados os dados gerados nas analises da &gua
de consumo de Ouro Preto previamente investigados no Laboratorio de Microbiologia
DECBI / ICEB — UFOP (Neves, 2003) e Departamento de Microbiologia da UNICAMP
em trabalho técnico cientifico associativo (Ribeiro, 2006).

3.9.1.1 - Isolamento e identificacdo de enterobactérias e patdgenos entéricos da
agua de Consumo

As amostras de &gua foram coletadas no ano de 2002 nas mesmas regifes onde
0s pacientes do atual trabalho residem.

Para isolamento e identificacdo das enterobactérias encontradas seguiu-se a
metodologia sugerida por Bailey & Scott (Baron et al., 1994), como descrito

anteriormente.

3.9.1.2 — Sorotipagem das bactérias E. coli isoladas de 4&gua

A partir dos isolados de E. coli obtidos foram realizados testes de sorotipagem
para a investigacdo da patogenicidade, utilizando soros anti E. coli polivalente da marca
PROBAC. Os soros testados foram os seguintes: E. coli enteropatogénica classica A, E.
coli enteropatogénica classica B, E. coli enteropatogénica classica C, E. coli

enteroinvasora A, E. coli enteroinvasora B e E. coli enterohemorragica.
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4 — Resultados

4.1 Analise da agua de diferentes pontos do municipio de Ouro Preto

A analise da agua dos diferentes pontos amostrados no municipio de Ouro Preto
revelou a presenca de Coliformes termotolerantes em niveis acima dos estabelecidos

pela legislacéo vigente (Brasil, 2005), conforme pode ser observado na Tabela Y:

Tabela 5: Valores do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes por

sistemas de abastecimento de dgua e pontos de coleta.

Sistema de Abastecimento Ponto NMP /100 mL
Itacolomi Montante da Captacdo da ETA 240
Itacolomi Torneira de domicilio 0
Itacolomi Torneira de Unidade de Educagéo 0

Saramenha Filtro de domicilio 240
Jardim Boténico Torneira de domicilio 0
Piedade Chafariz 240

Valores limites de referéncia: Portaria 518 / 04 MS: Ausente em 100 mL (BRASIL,
2004).

Resolugdo CONAMA 274 / 00: Limite de 1000/100mL
para recreacdo (BRASIL, 2000).

4.2 — Avaliacdo dos questionarios clinicos e epidemioldgicos da populagdo estudada

Os 50 pacientes e 10 controles preencheram questionarios clinicos e
epidemioldgicos que forneceram informacgdes sobre a situacdo de saneamento das
residéncias, status social e sintomatologia do episodio diarréico.

Setenta e cinco por cento dos pacientes e controles residem em locais assistidos
por fornecimento de &gua, coleta de lixo e esgoto publicos (promovido pela prefeitura).

Dos 50 pacientes, 16 afirmaram ter feito uso de tratamento para controle da
diarréia, sendo que trés pacientes faziam uso de terapia com antibidticos, um uso de
medicamento antidiarréico e nove faziam somente reidratacdo oral. Dos 16, trés fizeram

mais de um dos tratamentos concomitantemente.

30



4.2.1 - Distribuicéo dos casos diarréicos em faixas etarias

A diarréia foi observada em todos 0s grupos etarios investigados entre as
criancas de zero a seis anos de idade e conforme apresentado na figura 3, a seguir, nota-

se a incidéncia diferenciada em algumas faixas etarias.
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Figura 2: Apresentacdo da incidéncia de diarréias nas diferentes faixas etarias em

criancas de zero a seis anos em Ouro Preto nos anos de 2006 e 2007.

4.2.2 — Renda familiar e escolaridade dos pais dos pacientes

A renda familiar e escolaridade dos pais foram dados que muitos dos pacientes
tiveram restricGes para informa-los. Dentre os 50 pacientes com diarréia, 26 (52%)
revelaram a renda familiar e 32 (44%), o nivel de escolaridade. A grande maioria (37%
do total dos 50 pacientes) apresentava renda familiar inferior a dois salarios minimos e
26% dos pais dos 50 pacientes ndo tinham ensino fundamental completo, conforme

observado nas figuras 3 e 4, respectivamente.
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Figura 3: Renda familiar dos Pacientes expressa em numero de salarios minimos.
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Figura 4: Escolaridade dos Pais dos Pacientes
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4.2.3- Sintomatologia dos episodios clinicos dos casos diarréicos investigados

Quanto as reincidéncias, na populacdo infantil investigada, 23 (46%) pacientes
apresentaram mais de um dos sintomas clinicos durante o episodio da diarréia. Também
foi de extrema importancia os casos de recidivas de episodios de diarréia, verificados

em 6 (12%) dos pacientes.

46%

1% 11%

‘IVﬁmito B Febre ODor Abdominal OPresenca de Muco B Presenca de Sangue @ Reincidéncia ‘

Figura 5: Apresentacdo da freqiiéncia de recidivas e dos sinais clinicos associados as
diarréias estudadas.

33



4.2.4 — InfecgBes multiplas associadas ao Rotavirus, enterobactérias e protozoarios
nos casos diarréicos estudados.

Do total de amostas analisadas (60), tanto de pacientes com diarréia, quanto dos
controles foi verificado ampla variedade de infecgdes multiplas. EPEC ou EIEC

aparecem na quase totalidade das infeccdes.
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Figura 6: Freqliéncia dos enteropatdgenos nas infec¢es multiplas detectadas.
EIEC: Escherichia coli enteroinvasora
EPEC: Escherichia coli enteropatogénica

EHEC: Escherichia coli enteroemorragica

4.3 — Principais enterobactérias isoladas

Em quatro amostras do total dos 50 pacientes foi verificada a presenca do género
Salmonella na pesquisa bacterioldgica. Em 86% das amostras de fezes analisadas, foram
encontradas linhagens patogénicas de E. coli. Os demais géneros isolados e
identificados sdo de pouca relevancia, uma vez que fazem parte da microbiota normal

intestinal e ndo ha relatos na literatura de sorotipos patogénicos.
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4.4 — Sorotipos patogénicos de E. coli isolados de material clinico

As 193 linhagens de E. coli isoladas e identificadas foram submetidas ao teste de
aglutinagédo em lamina e verificou-se que 82% delas pertenciam a pelo menos um dos
sorotipos patogénicos testados, conforme verificado na Figura 7.

Numero de Positivos

EPEC EIEC EHEC

Sorotipo

Figura 7: Namero dos Sorotipos identificados de E. coli pela técnica de aglutinagcdo em
lamina

EIEC: Escherichia coli enteroinvasora

EPEC: Escherichia coli enteropatogénica

EHEC: Escherichia coli enteroemorragica
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4.5 — Perfil de susceptibilidade aos antibioticos das linhagens patogénicas de E. coli

isoladas

Para todos os antibioticos testados havia, pelo menos, uma linhagem de EPEC

resistente a eles, como verificado na Figura 8.

Das 67 linhagens positivas para EPEC houve resisténcia com indices
significativos para os antibioticos AMP, CFL, AMC e SUT.

A maioria das linhagens de EPEC isoladas (66,67%) apresentou resisténcia a

mais de um dos antibioticos testados.
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Figura 8: Porcentagens dos perfis de sensibilidade de cada antibiético contra amostras
de EPEC positivas

CFO: Cefoxitina;

AMP:  Amplicilina;

CRX: Cefuroxima axetil

(oral);

CRO:

Ceftriaxoma; CFL: Cefalotina; AMC: Amoxilina; AMI: Amicacina; SUT: Sulfazotrim;
CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacin.
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Das 6 linhagens de EHEC positivas, a grande maioria foi sensivel aos
antibioticos. Para AMP, CRX, CFL, AMC e SUT houve resisténcia com indices
significativos.

Apesar da sensibilidade ter sido apresentada por quase todos os antibi6ticos
testados, o perfil de multi-resisténcia pode ser verificado pela maior parte das linhagens
de EHEC (71,46%) (Figura 9).
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Figura 09: Porcentagens dos perfis de sensibilidade de cada antibiético contra amostras
de EHEC positivas

CFO: Cefoxitina; AMP: Amplicilina; CRX: Cefuroxima axetil (oral); CRO:
Ceftriaxoma; CFL: Cefalotina; AMC: Amoxilina; AMI: Amicacina; SUT: Sulfazotrim;
CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacin.
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Das 27 linhagens EIEC positivas a resisténcia foi significativa para 0s

antibidticos AMP, CRX e CFL, como pode ser verificado na Figura 10. Apesar da

sensibilidade ter sido apresentada por varios dos antibioticos testados, o perfil de multi-

resisténcia pode ser verificado pela maior parte das linhagens (74,07%).
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Figura 10: Porcentagens dos perfis de sensibilidade de cada antibiotico contra amostras
de EIEC positivas.

CFO: Cefoxitina; AMP: Amplicilina;
Ceftriaxoma; CFL: Cefalotina; AMC: Amoxilina; AMI: Amicacina; SUT: Sulfazotri;
CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacin.

CRX: Cefuroxima axetil
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CRO:
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A Figura 11 apresenta o perfil de multi-resisténcia apresentado pela Amostra 2
colénia C. Verifica-se que uma mesma amostra apresenta resisténcia a varios

antibidticos.

Figura 11: Perfil de Multi-resisténcia apresentada na amostra 2 colonia C

1) CFO: Cefoxitina, (2) AMC: Amoxilina, (3) CFL: Cefalotina, (4) CRO:
Ceftriaxoma, (5) CRX: Cefuroxima axetil (oral), (6) AMP: Amplicilina, (7) AMI:
Amicacina, (8) CIP: Ciprofloxacin CIP, (9) GEN: Gentamicina, (10) CPM: Cefepime,
(11) CAZ Ceftazidima, (12) SUT: Sulfazotrin.
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A amostra 14 col6nia B, linhagem EPEC positiva apresentou perfil de multi-
resisténcia, uma vez que foi resistente a 6 dos 6 antibioticos testados, conforme pode ser

verificado na Figura 12.

Figura 12: Perfil de Multi-resisténcia apresentada na amostra 14 colénia B
(1) CFO: Cefoxitina, (2) AMC: Amoxilina, (3) CFL: Cefalotina, (4) CRO:
Ceftriaxoma, (5) CRX: Cefuroxima axetil (oral), (6) AMP: Amplicilina.
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A Figura 13 apresenta o perfil de multi-resisténcia da amostra 17 colonia A. Na
figura verifica-se que, dos 12 antibioticos testados, esta linhagem apresentou resisténcia

a nove deles.

Figura 13: Perfil de Multi-resisténcia apresentada na amostra 17 colénia A

(1) CFO: Cefoxitina, (2) AMC: Amoxilina, (3) CFL: Cefalotina, (4) CRO:
Ceftriaxoma, (5) CRX: Cefuroxima axetil (oral), (6) AMP: Amplicilina, (7) AMI:
Amicacina, (8) CIP: Ciprofloxacin CIP, (9) GEN: Gentamicina, (10) CPM: Cefepime,
(11) CAZ Ceftazidima, (12) SUT: Sulfazotrin.

4.6 - Confirmacdo bioquimica das linhagens de EHEC pela auséncia de

fermentacé&o do sorbitol

O teste negativo da fermentacdo do Sorbitol como indicacdo bioquimica das
linhagens EHEC foi obtido em 26 dentro as 193 linhagens isoladas de E. coli.
Entretanto, somente trés desses isolados puderam ser verdadeiramente considerados
como pertencentes ao sorogrupo EHEC por terem sido os Unicos que aglutinaram
especificamente o soro anti-EHEC no teste de aglutinacdo em lamina. As Figuras 14 e
15 mostram o teste negativo para fermentacdo do sorbitol indicativo de EHEC para a
Amostra P 09 (com o controle) e o teste positivo para fermentacdo de sorbitol que

exclui biogquimicamente o sorotipo EHEC, respectivamente.
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Figura 14: Teste negativo da fermentagdo do sorbitol, indicativo de E. coli
Enterohemorrégica (EHEC).
A. Isolado da Amostra P 09

B. Linhagem padréo de referéncia de E. coli enterohemorragica

\

Figura 15: Teste positivo da fermentacdo do sorbitol que bioquimicamente exclui o
sorotipo EHEC.
A. Resultado negativo do Isolado da amostra
B. Resultado do padrdo de referéncia de E. coli ATCC 25.922, negativo para
EHEC.
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4.7 — Pesquisa parasitologica

Na pesquisa parasitologica foram identificados 12 pacientes portadores de
parasitas, sendo que oito eram portadores de Giardia sp. e quatro pacientes portadores
de Entamoeba coli. Nos controles ndo foi identificado nenhum portador de Giardia sp,.
mas um dos controles apresentou cistos de Entamoeba coli nas fezes.

Os pacientes portadores de Giardia sp. sdo residentes nos bairros Saramenha de
Cima (2), Cabecas (2) e Nossa Senhora do Carmo (4).

4.8 — Frequéncia do Rotavirus detectada nas amostras investigadas
Conforme verificado na Figura 16, oito (16%) dos 50 pacientes testados

apresentaram resultado positivo no teste de aglutinacdo Latex para Rotavirus. Os

pacientes controles foram negativos na totalidade.

‘D Presenca de Rotavirus B Auséncia de Rotavirus ‘

Figura 16: Porcentagem de Amostras positivas na deteccdo de Rotavirus
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4.9 — Andlise estatistica

4.9.1 - Comparacdo entre as amostras de fezes (estudo atual) com dados de

amostra de agua (estudo anterior).

A comparacdo entre os dados do atual estudo com os dados do estudo realizado
anteriormente revela a maior prevaléncia do sorotipo de EPEC tanto nas amostras de
diarréia quanto nas amostras de agua. Para a realizacdo dessa correlacdo ndo foi
aplicado nenhum teste estatistico uma vez que a periodicidade dos experimentos nao

coincide.

4.9.1.1 - Identificados de sorotipos de E. coli pela técnica de aglutinacdo em lamina

A sorotipagem das linhagens isoladas das fezes diarréicas foi comparada com as
linhagens isoladas de agua de estudo anteriormente realizado na mesma area, objeto de

estudo desta pesquisa. Os resultados encontram-se apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Frequéncia dos sorotipos patogénicos de Escherichia coli das fezes (estudo

atual) e da dgua (Neves, 2003) (estudo anterior).
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4.9.1.2 — Padréo de resisténcia dos sorotipos patogénicos aos antibidticos por

sistema de distribuicdo da cidade de Ouro Preto.

Conforme verificado nas Figuras 18, 19, 20 e 21 houve semelhanc¢a no padrdo de

resisténcia das linhagens patogénicas de E. coli.
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Figura 18: Comparacdo da resisténcia aos antibi6ticos dos patdgenos encontrado na

agua (estudo anterior) e fezes diarréicas (estudo atual) no Sistema de Distribuicéo

Saramenha.
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Figura 19: Comparagdo da resisténcia aos antibioticos dos patdgenos encontrado na

agua (estudo anterior) e fezes diarréicas (estudo atual) no Sistema de Distribuicdo

Itacolomi.
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Figura 20: Comparacdo da resisténcia aos antibi6ticos dos patdgenos encontrado na

agua (estudo anterior) e fezes diarréicas (estudo atual) no Sistema de Distribuicdo
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Figura 21: Comparagdo da resisténcia aos antibiéticos dos patdgenos encontrados na

agua (estudo anterior) e fezes diarréicas (estudo atual) no Sistema de Distribuicdo

Jardim Botanico.
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4.9.2 — Verificacdo da significancia estatistica

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores obtidos por meio dos testes de
significancia estatistica. Nas analises realizadas pode-se verificar que houve correlacéo
entre a ocorréncia de diarréias e a presenca de EPEC e EIEC. Para EHEC, Salmonella

sp., parasitas e Rotavirus ndo foi verificada tal relacéo.

Tabela 6: Andlise estatistica das freqliéncias de isolamento dos enteropatégenos nos 50
casos de diarréia e 10 controles.

Enteropatogeno Teste Diarréias Controles Valores da Andlise Significancia
utilizado Estatistica Estatistica
EPEC Qui- 38 4 X2=5,14; df=1; Sim
quadrado p=0,0233
EIEC Qui- 22 1 X2=4,07521, df=1, Sim
quadrado p=0,043520
EHEC Qui- 6 1 X2=0,032345, Né&o
df=1, p=0,857273
quadrado
Salmonela sp. teste 4 0 p=0,47228 Néo
exato de
Fisher
Parasitas Qui- 8 1 X2=0,235294, Nao
df=1, p=0,627627
quadrado
Rotavirus Qui- 8 0 X2=1,84615, Né&o
df=1, p=0,174234
quadrado
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5 - DISCUSSAO

5.1 - A agua e demais componentes do saneamento de Ouro Preto como

Patrimonio Nacional

A abundéncia e qualidade dos aquiferos de um pais compdem o quadro de sua
soberania territorial e reflete a politica basica de uma nacdo. Segundo Moraes & Jordao,
2002; Albert, 1995, Escheverria, 1993, pelas estatisticas mundiais a cada 14 segundos,
morre uma crianga vitima de doenca de veiculagdo hidrica. Além dos indices de
mortalidade, a alta taxa de moléstias decorrentes do consumo de agua contaminada
remete as perdas econdmicas de um pais, uma vez que, em média, até um décimo do
tempo produtivo de cada pessoa é perdido devido a doencas relacionadas a gua.

Os dados obtidos dos inquéritos epidemiol6égicos do presente trabalho
comprovam que o saneamento basico de Ouro Preto, na atualidade, é precario. Nos
bairros observados, representativos de aproximadamente 33% da populacdo, menos de
60% das casas tem coleta sisteméatica de lixo regular, além das habitagcbes serem

inadequadas ao abrigo de nimero de componentes familiar.

5.2 - O Saneamento basico de Ouro Preto

Ouro Preto aparece como uma das primeiras cidades brasileiras providas de rede
de esgoto, implementado a eépoca do império. A falta de manutengéo ao longo do tempo
resultou no precario sistema atual.

Compondo o quadro atual do saneamento basico de Ouro Preto, a rede publica
de abastecimento de agua dispde de uma Unica estacdo de tratamento de 4gua, a ETA —
Itacolomi, que abastece apenas uma pequena area da cidade referente aos bairros Nossa
Senhora do Carmo, Vila Aparecida, Vila dos Engenheiros, Bairro Tavares, Saramenha,
Bauxita, Morro do Cruzeiro, Alto das Dores, parte do Bairro Alto da Cruz, Caminho da
Fébrica e Bairro Santa Cruz.

Os demais segmentos da rede publica ttm como forma de tratamento da agua a
cloracdo sistematica nos reservatorios distribuidores. Uma parcela consideravel da
populacdo de Ouro Preto habita bairros da periferia localizados nos morros ao redor da
cidade que ndo tem acesso a volume da &gua adequado e nem tratada. Para suprir essa

falta, esses moradores, por iniciativa propria, criaram uma forma alternativa, pela
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capitacdo de agua de minas abandonadas utilizando um sistema precario de
abastecimento. Neves, 2003, estudando o potencial patogénico da dgua consumida pela
populacdo de Ouro Preto analisou a 4gua de pontos representativos de todas as citadas
formas de abastecimento, incluindo aqueles de agua cloradas do mesmo municipio e
verificou que as amostras de dgua avaliadas em sua quase totalidade, apresentaram-se

improprias ao consumo.

5.3 — A correlacdo entre saneamento basico e diarréia

A investigacdo de fatores de risco para uma doenga infecciosa, como € o caso de
diarréias, envolve a coleta de um numero consideravel de variaveis (Fuchs et al., 1996),
tais como, condi¢des sanitarias e fatores socio-econémicos. Embora nos ultimos anos
tenham aumentado os conhecimentos sobre epidemiologia, transmissdo e patogenia da
diarréia infecciosa em lactentes e pré-escolares, e, apesar dos esforcos realizados no
campo da prevencdo, esta enfermidade ainda persiste como problema de salde muito
freqlente e importante, especialmente, nos paises em desenvolvimento onde as
deficiéncias no saneamento ambiental sdo alarmantes (Benicio & Monteiro, 2000).

Nos paises industrializados, durante os ultimos cem anos, com a aplicacdo de
melhores métodos de saneamento, a importancia da doenca diarréica como problema de
salde publica tem diminuido (Rodrigues et al., 2002). As provaveis causas responsaveis
por este declinio estdo ligadas, essencialmente, pelo aumento do acesso a gua tratada e
ao saneamento ambiental (Teixeira & Guilhermino, 2006) e pelo estado nutricional da
crianca. Estes fatores, por sua vez, estdo fortemente ligados a renda familiar e pela
forma racional que a familia tém de alocar tais recursos, capacidade que poderia ser
indicada pela escolaridade materna (Benicio & Monteiro, 2000).

Consequentemente, a maior parte dos individuos que vivem nestes ambientes
relativamente saneados sdo altamente suscetiveis a algum tipo doenca diarréica quando
visitam paises em desenvolvimento, pois ndo desenvolvem imunidade necessaria que
resultaria de contatos anteriores com a maior parte dos agentes patogénicos intestinais.
Porém, a doenca diarréica continua a se manifestar em paises desenvolvidos, onde
surge, frequentemente, sob a forma de surtos relacionados a contaminacdo fecal da

agua, do leite ou de outros produtos lacteos, das aves e da carne de gado (Oyofo, 2002).

49



5.3.1 - Indicadores culturais, sdcio-econbmicos e das condi¢es sanitarias na

prevaléncia das diarréias em Ouro Preto

A cidade de Ouro Preto é provida de muitas nascentes devido ao seu relevo
montanhoso. Os habitantes locais tem o habito cultural, centenario da utilizacdo dessas
fontes fornecedoras de &gua para consumo, alheios a realidade atual de sua
contaminacdo microbiologica decorrente da ocupacdo crescente e desordenada nas
ultimas décadas. Os dirigentes municipais alegam que o adiamento & implantacdo de
tratamento de 4gua em Ouro Preto se deve, em parte, a falta de aceitagcdo desse sistema
pela populacdo, que tradicionalmente acredita na abundancia e pureza da agua das

minas de Ouro Preto (Fonseca, 2004).

O componente socio-econdmico como ja foi verificado em outras regifes
(Nanan et al. 2003) parece ser também, em Ouro Preto, um dos principais fatores de
risco para as diarréias infantis. A maioria das comunidades envolvidas no presente
estudo é originaria dos bairros peri-urbanos da cidade de Ouro Preto vivendo em
condicBes de pobreza, em habitacBes precarias com saneamento basico e condicdes de
higiene deficientes. O restante da populacdo corresponde aqueles residentes no centro

urbano.

Para ampliar as discussfes sobre as condigdes sanitarias como indicadores da
prevaléncia de diarréias, McMichael (2001) comentou a analise de varios especialistas
sobre a influéncia das alteracbes dos ecossistemas terrestres dos ultimos anos, a
exemplo as alteragBes climaticas, sobre a saude publica mundial. Comentam que 0s
suprimentos de agua tém sido um dos principais alvos dessas alteragdes influindo,
consideravelmente, na incidéncia das doencas de carater epidémico, como as diarréias
humanas. Esse é mais um motivo para se dispensar maior vigilancia ao saneamento
bésico que atende as populagdes.

Uma localidade com sistema precario de &gua e esgoto vem, portanto,
aumentando suas chances de endemias cada vez mais incidentes e de maior gravidade.
Isto é critico numa cidade como Ouro Preto, de populacdo em crescimento e variavel
devido ao intenso fluxo turistico.

Ouro Preto possui vérias localidades suprimidas de sistema de abastecimento de

agua da rede publica, ou seja, realizam a canalizacdo de agua de minas pela utilizagédo
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de mangueiras, por iniciativa particular (Neves, 2003). Nas regides servidas pelo
sistema convencional de abastecimento pela Prefeitura, cujo tratamento é feito
unicamente pela adicdo de cloro a 4gua canalizada, este pode ser pouco satisfatério para
a eliminacdo de microrganismos patogénicos principalmente no que se refere aos cistos
dos protozoéarios que sdo notadamente resistentes a cloracao.

Estudos realizados por Lanna (1993) e Neves (2003) sugerem que a condi¢do da
agua consumida pela populacéo é de origem duvidosa e o esgoto € lan¢ado no Rio Funil
sem tratamento. Neves (2003), analisou a qualidade microbioldgica da agua de consumo
de Ouro Preto e concluiu que a maioria dos bairros amostrados recebem &gua fora dos
padrdes de potabilidade estabelecidos pela legislacdo vigente. Apesar da constatagdo
destes trabalhos, o problema persiste e tem se agravado cada vez mais. No presente
trabalho realizou-se a analise da qualidade microbioldgica da agua em alguns pontos da
rede abastecedora a qual se mostrou imprépria ao consumo humano pelo indice de
Coliformes termotolerantes. Esta agua abastece a maioria dos bairros investigados
quanto a prevaléncia dos casos diarréicos. A agua servida continua, portanto, de ma
qualidade, esta tem-se deteriorado com o crescimento da populacdo e certamente

veicula enteropatégenos como enteroparasitas, enterobactérias e virus.

5.3.2 — Enteropat6genos como fatores de risco das diarréias em Ouro Preto

A maior parte dos agentes enteropatogénicos que causam diarréia aguda
penetram no organismo por via oral e colonizam o intestino antes que se produza a
sintomatologia da doenca diarréica. Na tentativa de diminuir a mortalidade por diarréia,
além dos conhecimentos j& adquiridos quanto a fisiologia hidreletrolitica, séo
necessarios novos avancos a respeito da epidemiologia e da interacdo entre os agentes
enteropatogénicos e o hospedeiro tem sido objetos de estudo (Andrade et al, 1999).
Também, a determinacdo dos agentes etiologicos da diarréia sdo importantes para o
desenvolvimento de uma terapia racional e otimizagdo de planos efetivos de controle
(Albert et al., 1995).

Estudos epidemioldgicos em varios paises, nos ultimos anos tém indicado
declinios da mortalidade infantil por diarréia, mas ndo da sua incidéncia (Benicio &
Monteiro, 2000). Benicio & Monteiro (2000), estudando a tendéncia secular da doenga
diarréica em S&o Paulo, mostraram que o declinio na prevaléncia da diarréia pdde ser

associado as melhorias na cobertura da rede publica de abastecimento de agua.
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5.3.2.1 - Os parasitas na etiologia das diarréias em Ouro Preto

As enteroparasitoses sdo um importante indicador das condi¢des de saneamento
em que vive uma populacdo. Segundo a UNICEF (1995), a populagdo menor de 5 anos
reflete 0 grau de contaminacdo de uma regido por tratar-se de individuos com pouca
capacidade de deslocamento e maior vulnerabilidade, espelhando, assim, as condicdes
sociais da comunidade onde habitam (Costa-Macedo et al., 1998).

Neste trabalho, as Giardias foram identificados em 26% dos casos de diarréia e
ndo foram verificados nos controles indicando a relagdo positiva entre a presenca de
diarréia e este parasita. Ballester (2003), em trabalho realizado com criancas do Pronto
Socorro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo encontrou
resultados semelhantes. Nesse trabalho, foram encontrados 28,1% das criangcas com
parasitas.

No atual estudo, dos 50 casos de diarréia infantil observados, em 44 casos (88%)
foram identificados, pelo menos, um enteropatdégeno. A maioria dos trabalhos, como o

de Lanna (1993) observou 69,7% de casos positivos na mesma regido estudada.

5.3.2.2 — Rotavirus na etiologia das diarréias em Ouro Preto

Nos paises em desenvolvimento o Rotavirus figura entre os principais patdgenos
associados a diarréia infantil. A partir de 1973, quando o Rotavirus foi definido como
um enteropatdgeno importante, um dos agravantes para a sua deteccao era a dificuldade
de diagndstico laboratorial, cujas técnicas usuais eram restritivas como é préprio para a
identificacdo dos virus. Entretanto, atualmente ja existem técnicas mais acessiveis ao
diagndstico rotineiro, como o teste de aglutinacdo de latex que, segundo Al-Yousif
(2001), consiste em um método seguro e rapido para a deteccdo dos Rotavirus em
amostras fecais.

Em criancas, o Rotavirus é a causa principal de infeccdo hospitalar sendo este o
Unico agente para o qual as fezes de criangcas com diarréia desenvolvida no hospital
devem ser rotineiramente pesquisadas. Rodrigues (2002) revelaram que no ambiente
hospitalar a incidéncia do Rotavirus pode chegar até a 40% dos casos de diarréia. Esses
mesmos autores em estudo de prevaléncia em S&o Paulo observaram a incidéncia do
Rotavirus em 13,4% das diarréias em criancas de comunidades de baixo nivel socio-

econémico. No presente estudo detectou-se a taxa de 18% e anteriormente, também em
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Ouro Preto, incidéncia semelhante, de 17,4%, foi detectada por Lanna (1993).
Possivelmente esta maior incidéncia em Ouro Preto seja explicada pela consideravel
contaminagdo da &gua servida que ndo condiz com o padrdo de potabilidade exigido
pela legislagdo vigente. Por outro lado a populagio observada em S&o Paulo apresentou
menor indice deste agente considerando que recebe agua devidamente tratada (Benicio
& Monteiro, 2000). indices elevados de Rotavirus (37,5%) foram observados em estudo
prospectivo de diarréias em regides da Indonésia com baixo nivel de saneamento
publico (Oyofo et al., 2002).

5.3.2.3 — Enterobactérias na etiologia das diarréias em Ouro Preto

As principais Enterobactérias patogénicas detectadas nos casos diarréicos do
presente trabalho foram do género Salmonella e sorotipos da espécie Escherichia coli.
Identificou-se Salmonella sp. em aproximadamente 10% dos casos, 0s quais foram
detectados em um mesmo bairro, sendo reincidente em um dos pacientes e esses casos
apareceram tanto em meses secos como nos chuvosos. Resultados semelhantes a esses

foram observados por Oyofo (2002) na Indonésia.

Na presente investigacdo, ao lado dos 38 isolados de EPEC encontram-se as
EIEC em 22 das linhagens analisadas. Depois das EPEC, foram as EIEC o agente mais
importante nos episodios diarréicos.

As EHEC foram verificadas por teste de aglutinacdo em lamina em seis casos e,
em seguida, procedeu-se o teste da fermentagdo de sorbitol como pardmetro
confirmatdrio. Porém a fermentacdo do agUcar sorbitol mostrou ser pouco eficiente para
a deteccdo dos tipos enterohemorragicos de E. coli, uma vez que somente trés dos
isolados apresentaram concordancia entre os resultados de fermentacao e a sorotipagem
realizada. Outras 26 amostras apresentaram auséncia de fermentacéo, porém ndo houve
a aglutinacdo em lamina para este antisoro.

Embora as E.coli diarreiogéncas tenham sido também detectadas em criancas do
grupo controle, seu achado nos pacientes foi estatisticamente significativo (qui-
quadrado= 5,14; df= 1; p= 0,0233) pela utilizacdo do teste qui-quadrado de Pearson,
comprovando a relagdo da ocorréncia das EPEC e diarréias. O mesmo pode ser
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comprovado para EIEC. Esse sorotipo foi encontrado nas criangas controle, mas a
avaliacdo estatistica revelou uma correlacdo entre a presenca deste patdgeno nas fezes
das criancas e a presenca dos episédios de diarreia.

Em estudo prospectivo, semelhante a este, realizado em Ouro Preto por Lanna
(1993), incidéncia consideravel de E. coli diarreiogénica também foi encontrada e
estatisticamente significativa em pacientes diarréicos de 0 a 5 anos de idade. Dando
continuidade a esta linha de pesquisa, em 2000, avaliou-se a qualidade microbioldgica
da &gua de consumo em Ouro Preto e os resultados foram contrarios ao padrdo de
potabilidade da mesma compativel com o sistema precério de tratamento de dgua em
Ouro Preto.

Naquela ocasido foram obtidos 150 isolados da espécie E. coli que foram
posteriormente submetidos a investigacdo dos principais fatores de viruléncia de E. coli
diarreiogénicas no Departamento de Microbiologia e Imunologia — IB - UNICAMP,
coordenado pelo professor Tomomasa Yano e co-orientado por Maria Célia da Silva
Lanna. Para a investigacdo deste fator de viruléncia procedeu-se a pesquisa dos genes de
viruléncia.stxl, stx2, eltlA, eltllA, stl, stll, cdtB, cnf-s, hlyA, Enhly, sat, pic, pet, astA,
bfp, eae, EAF, INV, icuD, fimH, aagA, aafA, papC, papGl, papGll, papGllil, K 88,
987p e kpsMTII além de fendtipos compativeis tanto em experimentos investigados em
cultura de células in vitro como em ensaios in vivo em camundongos neonatos.

Essa investigacdo dos fatores de viruléncia nos isolados de E. coli da agua de
consumo de Ouro Preto mostraram resultados surpreendentes. Dos 97 casos estudados,
pelo menos 82 mostraram algum fator de viruléncia associado a doenca diarréica. O
destague maior deve ser feito para as linhagens que apresentaram o0 gene eae
caracteristico de EPEC, os quais foram detectados em indice importante no presente
trabalho em 76% dos pacientes. Relevante também foi a deteccdo do gene icuD,
caracteristico de EIEC em 11,3% dos isolados de E. coli da agua de Ouro Preto que
mostra possivel relacdo causal com casos diarréicos detectados no presente trabalho,
visto a atual incidéncia deste patdgeno em 44% dos pacientes investigados.

No trabalho anterior a avaliacdo das caracteristicas microbiolégicas em termos
de potabilidade da agua consumida pelos moradores da maioria dos bairros de Ouro
Preto, além da proveniente dos chafarizes que também servem os turistas visitantes do
centro histérico, devido aos altos indices de contaminacdo microbiana encontrados
colocam-na fora dos padrdes permitidos pela legislacdo (Neves, 2003). A quase

totalidade de linhagens de E. coli circulante na 4gua de Ouro Preto tem algum fator de
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viruléncia. Pelo menos 39 (40,62%) dos 96 isolados de E. coli obtidos dessa agua
analisada, apresentaram associacdo dos fatores de viruléncia positivos pela PCR
(Reacdo da Polimerase em Cadeia) e do padrdo de adesdo em célula Hep-2 com as
amostras de E. coli produtoras de citotoxina. Ou seja, quase metade dos isolados de E.
coli que circulam na &gua de Ouro Preto estdo cientificamente comprovados que sdo de
alta viruléncia pelo nimero de fatores de viruléncia combinados e além dessas detectou-
se 43 tendo algum fator. Nessa inspecdo observou-se que dentre essas 82 linhagens
(85,41%) patogénicas de E. coli, 24 sdo do grupo EPEC, 36 EAEC, 13 DAEC e 13
EXPEC. Pelo menos (31,57%) das amostras isoladas de pacientes, no presente trabalho,
sdo de sorotipos patogénicos que tem correlacdo com esses grupos patogénicos isolados
da &gua. No trabalho prospectivo anterior, com pacientes da mesma localidade, a

correlacdo desses patdgenos também foi evidente (Lanna, 1993).

5.3.3 — Multi-resisténcia a antibioticos como fator de risco das diarréias em Ouro

Preto

Altas freqliéncias de resisténcia a antibioticos tem sido reportadas para bactérias
isoladas de areas onde os antibidticos tem sido usado extensivamente por humanos e
animais em ambientes aquéticos e terrestres sujeitos a intensa produgdo animal (Baldini
& Cabezali, 1991; Bloon, 1998). Esta resisténcia aos antimicrobianos vém aumentando
0s problamas médicos por todo o mundo (Meirelles-Pereira et al., 2002).

No atual estudo, dos 50 pacientes dois, logo no inicio do episodio diarréico,
faziam uso de antibioticos ejetaveis adicionados ao soro, no processo de terapéutica
hospitalar e outros dois tratavam-se com antibidticos por via oral.

O uso continuo de antimicrobianos tem aumentado a resisténcia de varias
bactérias a antimicrobianos comuns (Cyrino et al., 2003).

No presente trabalho das 67 linhagens identificadas como EPEC 66,67 foram
resistentes a mais de um antibidtico. Entre as sete linhagens identificadas como EHEC,
71,46% foram resistentes a pelo menos dois antibioticos e nas 27 linhagens
identificadas como pertencentes ao sorotipo EIEC, 74,07 foram resistentes a mais de um
antibidtico. Esses dados sugerem que na regido estudada o uso indiscriminado de
antibidticos parece convencional e, além disso, o perfil de multi-resisténcia ¢ um

indicativo de regides com baixo nivel de saneamento.
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Os antimicrobianos menos eficazes para as linhagens isoladas foram AMP
(Ampicilina) e CFL (Cefalotina) que apresentaram baixa eficiéncia para os trés
sorotipos estudados.

A limitagdo do consumo de antibidticos s6 reduz a resisténcia microbiana
quando é suficientemente ampla e se prolonga por tempo suficiente, ja 0 emprego de
medidas de saude pablica (vacinacdo, saneamento, cuidados com a agua de uso) podem
levar a reducdo da disseminacdo das infeccdes por bactérias resistentes (Cyrino et al.,
2003).

Outro agravante para os episodios diarréicos e também um indicativo de regiGes
com baixo nivel de saneamento é o aparecimento de infec¢cbes multiplas. No presente
trabalho, infecgbes multiplas estiveram presentes na maioria dos episodios de diarréia e,

eventualmente a infeccdo era ocasionada por mais de dois patdgenos.

5.3.4 — Intervencdes no sistema de saneamento em Ouro Preto nos ultimos 14 anos

Nos ultimos 14 anos, periodo a que se refere os dados coletados na regido de
Ouro Preto abordando a potabilidade da agua consumida bem como o estudo
prospectivo de casos diarréicos da populacao infantil, observou-se que a agua servida a
populacdo de Ouro Preto continuou nos mesmos padrdes de potabilidade (NMP de
Coliformes termotolerantes em varios pontos da cidade igual a 240 / 100 mL), o que nos
permitiu validar a combinacao dos dados clinicos com o grau de saneamento local nesse
mesmo periodo e afirmar que a agua isenta de processo convencional de tratamento
seria impropria para consumo e até mesmo para atividades recreativas de contato fisico
primério, uma vez que o limite estabelecido pela Resolucgdo CONAMA 274 / 00 para
este fim é 200 Coliformes Termotolerantes / 100 mL.

Tal estudo poderd servir de base para a administracdo municipal, quanto a
politica de agdes em prol do saneamento e satde coletiva de Ouro Preto. Além disso, o
presente trabalho vem, de modo inédito em Minas Gerais, mostrar a associagdo de
linhagens patogénicas de E. coli circulantes na agua de consumo de uma populacdo e

casos clinicos de diarréia.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Analisando os dados do presente trabalho pode-se concluir que:

A diarréia infantil continua prevalente em Ouro Preto.

O Rotavirus e 0s sorotipos patogénicos de E. coli continuam como principais
agentes etioldgicos da diarréia em Ouro Preto.

O principal fator de risco para a prevaléncia da diarréia em Ouro Preto refere-se
a veiculacdo hidrica de enteropatdgenos com destaque aos sorotipos de E. coli que além
de patogénicos sdo multirresistentes aos antibioticos.

Outros fatores de risco para a prevaléncia da diarréia infecciosa em Ouro Preto
estdo associados as situagdes que dificultam o saneamento, como: Ocupacdo
desordenada na area urbana, tipo precario de moradia, renda salarial familiar baixa e
resisténcia cultural da populacdo a implantacdo de estagcbes de tratamento de agua
adequadas em Ouro Preto.

O presente trabalho poderd oferecer subsidios para a politica local incentivar a
populacao resistente a aceitacdo de novas técnicas para o saneamento da cidade
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