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RESUMO: Foi realizado diagndstico etioldgico de casos de diarréia aguda
em 121 pacientes internados na Clinica Pedidirica do Hospital da Santa Casa
de Sdo Paulo, Brasil. Foram utilizados os métodos bacterioldgico cldssico e
de reagdo de imunofluorescéncia direta para a identificagdo de cepas de Esche-
richia coli enteropatogénicas: para estudo da sensibilidade das cepas de Esche-
richia coli isoladas, a diferentes antibidticos, foi usado o método de Concen-
tragdo Inibitéria Minima (CIM). Dos 56 casos positivos, 89,3% correspondiam
a diferentes sorotipos enteropatogénicos de Escherichia coli, quando utilizada
a técnica de imunotluorescéncia direta. O método bacterioldgico cldssico revelou
ainda, nos 121 casos exarunados, 4 cepas de Salmonella e 2 de Shigella. No
estudo da CIM verificou-se maior sensibilidade das cepas de Escherichia coli
enteropatogénicas estudadas a Gentamicina e Amikacina, do que aos outros

Pereira *

antibicticos.

UNITERMOS: Escherichia coli. Reagdo de imunofluorescéncia direta. Técnicas

bacteriologicas.

INTRODUCAO

Em trabalhos publicados nos ultimos
anos, varios autores 7.8 mostraram a apli-
cagdo do método de imunofluorescéncia
direta na pesquisa de cepas de Escherichia
coli enteropatogénicas, obtendo resultados
satisfatérios do ponto de vista de especi-
ficidade, maior sensibilidade que a copro-
cultura e bons resultados quanto & facili-
dade e rapidez de execugio da técnica.
Estes ultimos fatores sdo importantes, tanto
pelo nimero de exames solicitados, como

pelo rapido diagnéstico e isolamente pre-
coce do paciente 4.

O presente estudo visa a verificagdo da
etiologia de casos de diarréia aguda, na
Clinica Pediatrica do Hospital da Santa
Casa de Sdo Paulo, e a determinacdo da
sensibilidade a antimicrobianos, de cepas
de Escherichia coli dos sorotipos tidos co-
mo enteropatogénicos. O estudo da sensi-
bilidade das cepas nio enteropatog2nicas
de Escherichia coli foi realizado em traba-
lho anterior 5.

* Do Departahento de Microbio'ogia e Imunologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa

Casa de Sao Paulo (FCMSCSP) — Rua Dr. Cezirio Motta Jinior, 112 — 01221 — S#&o Paulo,
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MATERIAL E METODOS

— Pacientes — Foram colhidas amostras

de fezes de 121 criangas com até 3 anos
de idade, internadas na Clinica Pedia-
trica do Hospital da Santa Casa de
Sdo Paulo, apresentando quadro de
diarréia aguda.

Colheita do material — Foram utiliza-
dos, para colheita de fezes, “swabs”
devidamente acondicionados em tubos
de ensaio esterilizados por autoclavagao.

Reagdo de imunofluorescéncia direta pa-
ra pesquisa de Escherichia coli entero-
patogénica (RIFD). — Foi realizada se-

— Determinagdo da concentragdo inibitdéria

minima (CIM) — As cepas de Escheri-
chia coli isoladas foram mantidas em
meio “Stock” (Difco), por um periodo
de 2 meses, sendo posteriormente testa-
das frente a 5 antimicrobianos, a saber:
Kanamicina, Cloranfenicol, Neomicina,
Gentamicina e Amikacina. Essas cepas
do estoque foram posteriormente repi-
cadas em caldo nutriente e a partir deste
determinou-se a CIM segundo técnica de
Steers e Graves 6, por meio de diluigdes
seriadas em placa com os antimicro-
bianos incluidos no meio de cultura
(Agar Miiller Hinton). As concentra-

¢Oes usadas dos diferentes antimicrobia-
nos foram: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56,
0.78 mcg/ml de meio de cultura.

gundo técnica ja anteriormente padro-
nizada e descrita3.  Utilizamos soros
conjugados com fluoresceina anti-Esche-
richia coli enteropatogénicas, preparados
pelo laboratério Difco, que sdo forne-
cidos comercialmente. Estes soros sio
agrupados em 3 “pools” contendo anti-
corpos anai-Escherichia coli dos seguin-
tes sorotipos 1;

RESULTADOS

Nas Tabelas 1 e 2 estdo expressos os
resultados obtidos pela RIFD e aqueles

obtidos pelo método bacterioldgico cléssico.
“Pool” A — 026:B6, 055:B5, 0111:B4,

0127:B8.

“Pool” B — 086:B7, 0119:B14,
0124:B17, 0125:B15,
0126:B16, 0128:B12.

“Pool” C — 018:B21, 020:B7,
020:84(B), 028:B18,

TABELA 1

Agentes etiolégicos encontrados nos casos de
diarréia aguda

Numero de

Agente etiolégico * 8508 Percentagem
044:K74, 0112:BI11.
— Isolamenta e identificagdo bacteriologica ~ BScherichia coli 80 89,3
— Foi feita semeadura do material obti-  Salmonella ** 4 7,2
do em duas placas de Petri, uma com Shigella ** 2 '35
meio de MacConkey(MC) e outra com
Total 56 100,0

com meio SS; procedeu-se i identifica-
¢do bioquimica, a partir do meio de
MC de no méximo 12 coldnias lactose
positivas, servindo o meio SS para a
identificagdo de outros agentes etiold-
gicos. As coldnias de Escherichia coli
isoladas foram testadas novamente por
imunofluorescéncia, visando, deste for-
ma, a confirma¢do da RIFD.

* Escherichia coli identificadas por método
de imunofluorescéncia; Salmonella e Shigel-
la identificadas por cultura

** Salmonella paratyphi B (2)
Salmonella typhimurium (1)
Salmonella sp (sem identificacdo) (1)

*** Shigella sonney (1)
Shigella flexnery (1)
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TABELA 2

Comparacdo entre os resultados encontrados na Reacgdo de imunofluorescéncia gireta
para pesquisa de Escherichia coli enteropatogénica (RIFD) e coprocultura para
Escherichia coli,

Coprocultura ’
!
RIFD ! — - ! Total
| positivos negativos |
‘ ne % ne % 1 ne %
1
positivos 48 39,7 2 1,6 50 41,3
negativos 0 0 1 58,7 71 58,7
Total 48 39,7 73 60,3 121 100,0

Na Tabela 3 e na Fig. 1 pode-se veri-
ficar os resultados da determinagdo da
CIM, em 45 cepas de Escherichia coli ente-
ropatogénicas estudadas, frente aos seguin-
tes antimicrobianos: Kanamicina, Cloranfe-
nicol, Neomicina, Gentamicina e Amikac.na.

DISCUSSAO E CONCLUSGES

Dos 121 casos estudados de diarréia
infantil, obtivemos 56 casos positivos para
determinado agente etioldgico, o que repre-
senta uma positividade de 46,3%. Deste
total de 56 pacientes, foi identificada a
Escherichia coli enteropatogénica em 50 ca-
sos, Salmonella em 4 casos e Shigella em
2 casos, o que concorda com os dados da
literatura 24, Comparando o método bacte-
riolégico classico com a RIFD, na identifi-
cagdo de Escherichia coli, a correlagio entre
os dois foi boa, dado que s6 houve 2
casos de discordancia.

Observamos uma predominédncia de cepas
de Escherichia coli enteropatogénicas dos
sorotipos que constituem o “pool” A; dois
pacientes apresentaram cepas correspon-
dentes aos sorotipos incluidos no “pool” B
e “pool” C.

Considera-se assim, recomenddvel o em-
prego, em rotina de laboratério, do exame
de imunofluorescéncia direta, para a identi-
ficacdo de Escherichia coli enteropatogéni-
ca 378, j4 que esta reacdo permite obter
resultados preciosos num curto espago de
tempo. Esta caracteristica é importante
ndo s6 em termos de numero de exames
laboratoriais, mas também bastante util
quando se considera a necessidade do isola-
mento dos pacientes portadores de Esche-
richia coli enteropatogénica, visando evitar
que a infec¢do se dissemine por contégio.

De acordo com os resultados do estudo
da CIM por nés obtidos, podemos observar
que as cepas de Escherichia coli entero-

patogénicas estudadas mostraram-se sensi-
veis principalmente 4 Gentamicina e Ami-
kacina e, em menor proporgdo, a Neom.-
cina, Cloranfenicol e Kanamicina. Segundo
estes resultados e os obtidos em trabalho
anterior 6, concluimos nio haver diferencas
significativas quanto a sensibilidade a estes
antimicrobianos entre as cepas de Escheri-
chia coli consideradas enteropatogénicas e
as consideradas ndo-enterupatogénicas.
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Figura — Resultados acumulativos da sensibilidade de Escherichia coli a diferentes antibi6ticos
por Concentrag@o Inibitéria Minima.
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ABSTRACT: A study of 121 patients with acute diarrhea was made at the
Pediatric Clinic of the Santa Casa de S. Paulo (the S. Paulo Charity Hospital).
Etiological diagnosis of 121 cases was carried out through the classical bacteri-
ological method and direct fluorescent antibody tests for the identification of
E. coli. The antibiotic sensitivity of these bacteria to different antimicrobials
was determined by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method.
Fifty-six positive cases were found; 89.3% of which corresponded to different
serotypes of enteropathogenic E. coli (89.3%), when the direct fluorescent anti-
body test was used. The classic bacteriological method bared four Salmo-
nella strains and two Shigella. The MIC showed the E. coli to be more sensi-

IdentificacBo de cepas de Escherichia coli enteropatogénicas em amostras
Rev. Sande publ.,, S. Paulo, 14:199-204,

tive to Gentamicin and Amikacin than to other antibiotics.

UNITERMS: Escherichia coli.
technics.

Fluorescent antibody technic. Bacteriological
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