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A opiniflo de Czerny e sua Escola de que as diarréias infantis
teriam os erros dietéticos como causa principal levou oz pediatras
das primeiras décadas déste século a se orientarem nesse sentido
por muitog anoa. Todavia, as investigacles mals recentes de
HORMAECHE e col. (1936), BRAY (1945), KAUFFMANN (1954} e de
muitos outros pesquisadores serviram para demonstrar de maneira
clara e irretorquivel que a etiologia infecciosa deve ser considerada
em primeiro lmgar quando nos encontramos face aos processos
diarréicos do recém-nascido e do infante.

Ao planejar a presente investigecfo, tivermos em mira prineci-
palmente verificar a participacio etiolégica dos germes do grupo
coli na génese das infecebes entéricas agudas da inféncia, inciden-
talmente assinalando a eventual ocorréncia das enterobactérias dos
géneros Shigelle e Salmonelln e isto porque a importidncia etiopa-
togénica destas j4 estd sobejamente comprovada.

No tocante ao grupo coli, a soma das pesquisas empreendidas
nos dltimos dez ancs em virios palses autoriza afirmar a existéneia
de certos tipos de colibaeilos (grupoe G-E-1. = gastrenterite infan-
til} certamente palogénicos para criangas e mesmo para adulios
(FERGURSON e col, 1952; Kova e col, 1954), nesie caso quando
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ingerides em grande ndmero. Assim, a diarréia epidémica do
recém-nagcido, que tem sido o terror dos hospitais infantiz. em
muitos casos 86 feve sua eticlogia esclarecida depois do emprégo
de téenicas apropriadas capazes de identificar aquéles tipos espe-
clais de colibacilos patogénicos. Por outro lade, aldm de nas fezes
de criancas e adultos com distlrbiog intestinais, o achado de tais
enferobactérias tem sido assinalado com fregiiéneia no ambiente
hospitalar [RogErRs (1851)] bem eomo nos objetos de uso dasg
eriancas (Hditorial J. A. M. A., 1954}, nas mios e na rinofaringe
de enfermeiras, assim demonstrande a facilidade com que se podem
infetar as criangas de tenra idade, justamente ag mais sensivels 4
enterite provoeada pelo eoli G, E. L

No guadro I estdo reproduzidos os tipes mails importantes de
E. eoli G.E.1. até hoje descritos, sua constituicfio antigénica, a
sinonimia, os nomes dos autores que primeiro os assinalaram e o
ano corregpondente.

QUADRO 1
Antigenos
S— Sindnimoas Autores Ano
¢ K H

i b A B4 | 212,21 B. coli negpolitanum | Bray 1945

oul imével
B. coli Hips A Ciles e Sangster | 1648
Tipo I3 433 Payior e eol. 1949
BB ..., BE 2,8, 7 B. coli tips B Griles e col. 1849

ou imdvel
26 ..., BG | 11 ou imodvel | E, coli 6 28 Qrskoy 1951
1i2a, 1i2c ¢ Bl Sh. guanabarg Assis 1948
36 ..., BT 8, 8, 10, 11 Tipc B 900 Charier e Taylor | 1952
Z5 ..., Bi5 | 18 Canioni Vincent Charter e Tavior | 1952
126 ,..... Bi6 | 2 E, 611 ! Charter e Taylor | 1952
i SN | B8 B, ocoli § 127 B8 I Bwing e col 1968

De todos os tipos de B. coli acima catalogados, apenas o8 per-
tencentes aos grupos somdticos 111, 55, 26 e 86 tém sido agsina-
lados pela generalidade dos pesquisadores em palses diferentes
[Clement e col. (1953); Buitiaux e col. (1951} ; Le Minor e col.
(1954) ; Spillmann e col. {1954); Shanks (1952); Modica e col.
(1952) ; Graber e col. (1954); Wright e col. (1953) ; Gronroos
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(19564 e 1957); Belnap (1956} 1, de tal modo que oz podemos con-
siderar como os mals importanies do ponic de vista da freqiiéneia.

Também sm nosso meio, TAUNAY e col (1956) rvelataram o
achado désses germes, com fregiiéneia bastante alta, em casos de
enterites agudas de recém-nascidos internados em hospital, motivo
por que julgamos de grande inierésse empreender a presenie inves-
tigac8o no sentido de verificar sua incidéncia no ambiente hospitalar
e exira-hospitaiar.

A par da verificacio gue realizamos sbbre a incidéneia de coli-
bacilos patogénicos, damos conta de uma série de investigacdes
visando a comparar itécnicas de colheita de material para copro-
culiuras e métodos bacteriolégicos diversos.

Fizemos fambém provas de sensibilidade “in vitro” dos refe-
ridos germes a antibidticos, verificamos a presenca de anticorpos
especificos no sdro, pesquisamos portadores de germes (homens)
e realizamog tentativas de infecciio experimental em cobaios e ca-
mundongos.

I — TECNICAS DE COLHEITA DAS FEZES PARA
COPROCULTURA

Até hoje nio existe acbrde perfeito sbbre se ha ou nfo vania-
gem em examinar fezes passadas naturalmente ou colhidas dive-
tamenie na ampola retal (o chamado métode do “swab” retal).
Entre og pesguisadores nacionals, sfo partidirios do zegundo pro-
cesgo ASSIS (1935), TAunAy (1951) e Mamoia (1956). Enire-
tanto, mais recentemente TAUNAY e col. (1958}, comparando mé-
todos de colheita de material em adulios portadores de enterocolites
crdnicas, obtiveram melhores resuliados quando examinaram fezes
passadas naturalmente.

TroMmas (1954) indica vérias falhas do “awab’ retal e Harpy
(1955) (um dog preconizadores do métode por nés empregado),
estudando 2 incidéncia de salmonelas em fezes de porcos, acentua
que a colheita pelo “swab” feita logo apds a morte do animal —
com o esfineter relaxado — permite o ddbro de isolamentos posi-
tivos, em confronto com a celheita no animal vivo. Doz mesmos
animails, conseguin resuliados ainda melhores cultivando fezes
obtidas no ceco,

Nog casos objeto do presente estudo (processos intestinais

agudos) é natural que o nimero de germes das fezes seja muito
grande, mofivo por que resolvemos adotar o método do “awab”
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preconizado por HARDY ¢ WATT (1944), em virtude de sua simpli-
cidade e da grande facilidade que oferece por permilir realizar a
qualquer iempo a colheita do material para coproenltura. Neces-
sédrio se fazia compari-lo com o exame das fezes passadas normal-
mente para nos eertificar de que o método podia ser aplicado com
seguranca. Com essa finalidade, examinamos um grupo de 40
eriancas da Clinica Pedidtrica do Hospital das Clinicas de S#o
Paulo, de idade varidvel entre 1 més e 5 anog, td6das padecentes de
enterites agudas, de quem semeamos fezes colhidas naturalmente
e pelo método do “swab”, sendo que para a maioria delas o exame
fol feito mals de uma vez. Ao itodo realizamos 74 coproculiuras
para cada tipo de coltheita (toial 148). Tanto o “swab” como as
fezes eolhidag naturalmente foram semeados nos mesmos terrenos
de euliivo (Agar 5. 8., meio de Holt-Harris-Teague e Agar-sangue)
e déles foi isolado igual nimero de ecoldnias. Os resultados estao
esquematizades no gquadro 1L

QUADROC 1II
ENTEROBACTERIA : CEWARY PEZES COLHIDAS
ISOLADA NATURALMENTE
Pos. Neg, % Pos. Pos. j Neg. % Tos.

E ecli G.E.1. 15 59 21,4 18 j 56 24,3

|
Chrupo Shigella 10 64 1356 10 ; 64 13,5

i
Grupo Salmonelle (%) 1 w3 i3 1 i T3 1.3

i ' %

{*} Das fezes semeadas em meio de selenito, isolamos mais 4 salmonglas apos

enriguecimento de 5 dias em estufa a 37 C.

Por al ge vé que as diferencas de positividade observadas para
os germes do grupo coli G.E.IL rio s8o significantes no sentido
de indicar como melhor tal ou qual método de colheita, ficando
finicamente comprovadaz a necessidade de empregar um meio de
enriquecimento para salmonelas.

II -~ METODOS BACTERIOLGGICOS

0 emprégo de meios de cultura seletivos para o isolamento de
enterchactérias patogénicas tem sido de tal modo estudado que
julgamos fastidicso ingistir no assunto. "Tedavia, o problema me-
rece debatido no caso particular do colibacilo e isto porgue a maioria



INVESTIGACDES LAEORATORIAIS SOBRE A ENTERITE INFANTIL 49

dos melos empregues para & coprocultura contém em sua compo-
sicAo substdncias impedientes para bactériss do grupe eoli, o gue
dbviamente nos obrigou a utilizar também terrencs de cultive isen-
tos das referidas sobstincias {&gar-sangue). Por eutro lado, os
bacilos c¢oli do grupo G. E. I nfo possuem gualguer caracteristica
morfoldgica que os permita diferencar dos ouiros tipos de E. coli
e até hoje nao se conhece qualquer método deserifc para fal fim.

Recentemente GERBEAUX (1955) desereven meio liguido desti-
nado a promeover o enriquecimento de F. coli G. E. 1. em detrimento
da flora habitual. Resolvemos, por isso, controlar a utilidade do
citado meio de enriquecimento e, ao mesmo tempo, comparar alguns
dos terrenos de cuitivo habituaimente empregues na selecho de
enterchactérias. Para ésse fim, fizemos 59 coproculturas (corres
pondentes a 31 ecriancas do grupo precedentemente estudado) com
fezes eolhidas pelo métode do “swab” e semeadas ac mesmo fempo
nns seguintes meios de cultura: Agar 8.8, Holt-Harris-Teague,
Agar-sangne e meio de Gerbeaux. Apds 24 horas de incubacBo em
estufa, o erescimento do meio de Gerbeaux era semeado em placas
de Holt-Harris-Teague e agar-sangue.

Para controlar a possibilidade de o meio de enriguecimento
ser prejudicado pela passagem prévia do estilete pelas placas
(3.8. e . I T.), colhemos fezes gue foram emulsiocnadas em go-
hicio tamponada de glicerina-cloreto de sédio e meio de Gerbeaux
e dai semeadss nos mesmos ferrenos de cultive, usando sempre a
mesma téenica e isolando de t8das asg placas igual nimero de col-
nizs., No quadro TII estlo esquematizados os resultados obtidos.

Analisando agora, glebalmente, os quadros 11 e III, pedemos
concluir que a colheita das fezes pelo método “swab” pode ser
empregue com seguranca, restriclo feita para a pesguisa de sal-
monelas.

Com relacio aos meios de cultura, nossas verificacdes permitem
coneluir: 1) nfo hé gualquer vantagem am usar o meio de enri-
quecimento de Gerbeaux para K. coli G. E.1.; 2) melhores resul-
tados s8o obtidos mediante a associacio de dgar 8.8. e meio de
Holt-Harris-Teague; 3) terrenos de cultura altamente seletivos
{como ¢ Agar 3.8.) ndo devem ser utilizados isoladamente quandoe
também se pretende o izolamento de F. eoli G E. 1,

Diante désses resultados, estabelecemos a seguinte técnica, que
fol usada para todas as eriangas cujas fezes examinamos bacte-
rioldgicamente na presente pesquisa.
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QUADRO III
Enterohactéria H*SWAR” ENRIQUECIDO M
isofada “SWARY DIRETO MEIO DE GERBEAUX
§ e e _
; AGAR 5.8, | H.H.T, AGAR-BANGUE H.H.T. AGAR-BANGUE
i i { e
Pos Neg. | %pos. | Pos. jl Neg. | %pos. | Tos. f Neg. | %pos. Pos. Neg. |{gpos. | Pos. Neg., | 9%pos.
i i
% | ! e
E. eoli G.Y, 1. 53 54 8.4 12 47 20,8 4 50 18,2 7 1 B2 131 5 53 19,1
B ...__._‘— SR PE————
ShigeHa ap. ....... 7 52 12.1 3 56 5,0 9 3 59 9,0 0 4 59 0.0 0 59 3 0,0
Satmonella sp. .... ¢ 58 .9 [ 1 58 1,5 €] 59 0.4 H ] f 59 2,0 G 59 i 0.4
Enterobaciéria | FEZES ENRIQUECTDAS FM
jzolada FEZES EM GLICERINA MEIO DE GERBEAUX
AGAR 5.8. E H.&.T. AGAR-SANGUER If H.H.T. AGAR-SANGUE
Pos Neg. i%pos. Fos. IJ Nag, E%pos. Pos 1 Meg. | Zhpos. | Pos, | Neg. | %hpes,| Pos. | Neg. | Gopos.
i i i ]
i !
E. coli G.E.L B b4 | 84 ;8 50 l 15,2 ’ ‘F 10 49 14,9
: : :
Shigells ep. ....... T @ os2 | 124 3 56 | B3 o | 58 0.6
Salmonelle sp. 1 | o8 1.5 9 | 59 t 0.0 o 1 30 | o0

09
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3) -~ Semeadura das fezes que restam na cinula (assim como
do restante que impregna o algodio do estilete) em meio de selenilo,
cujo crescimento, apds incubacio de & dias, seré transplantado
para meios de dgar S. 8. e verde brithante de Christensen-Jurgens-
Kanffrmann.,  Isolar uma média de 15 colénias, “pescando” as fer-
mentadoras e as nio fermentadoras da lactose. Todas as coldnias
sfo isoladas em meio de triplice aciicar modificado (RUGAID) que,
além da viragem cldssica, nos informa quanto & capacidade do
germe na producio de hidrogénic snlforado e no desdobramento
da uréia.

Quando a viragem do triplice nos indica tratar-se de Salmonelln
sp. ou Shigella sp., procedemos & identificacdo e tipagem de acdrdo
com. as normag preconizadas por TAUNAY (1951) e NOvAES e col
{1850}, Nos tubos com viragem tipica de bacilo do grupo coli-
forme, emypregamos métodoa que, por serem pouco usados, merecem
deseritos detalhadamente,

Identificacdo propriamente dite — A todos os tubos de triplice
acicar modificado onde ha producio de dcido e gés na base e no
dpice: 1) juntar aproximadamente 0,5 cm?® de solucdio fisiolégiea
estéril; 2) colocar dentro do tubo uma pequena porcic de algodio
hidréfilo; 8) com pipeta estirads, suspender o crescimento micro-
biano da parte inclinada do tubo, raspando a superficie do édgar
com o algodfio; 4) emulsionar os germes do algodfio na soluclo
fisiologica; 5) aspirar a suspensfo afravés do algodio: 6) colocar
sbbre o8 quadrados de uma placa de vidro tipo Huddleson tantas
gotas dessa emulsdo quantos forem os soros usados; T) depositar
gbbre cada gbhta da emulsfio 1 gbta de sbro préviamente titulado;
8) misturar bem e proceder & leftura.

”»

Quando positiva, a aglutinacio é quase instantinea e difieil-
mente verificamos reacdes cruzadas entre oz varios soros (quando
estas ocorreram, as verificacles sucessivas mostraram nio se tratar
de bacilo ¢oli G. E. L), Em todos os tubos em que hi aglutinacio,
procedemos aoc reisolamento do germe em placas de Holt-Harris-
-Teague a partir do restante das emulsfes bacterianas existentes
nos tubos de triplice aglicar. Novamente procedemos & aglutinaco
em lamina, tomando o cuidado de evitar qualguer contaminaecfio da
cultura,

Tal maneira de proceder zd6 tem o inconveniente de obrigar
o reisolamento do germe; todavia, nem uma 86 vez deixamos de
recuperar nas placas de Holt-Harris-Teague a bactéria identificada
na primeira aglutinacfio, apesar de usarmos uma s6 pipeta estirada
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para agpirar todas as emulsdes, assim demonstrando nZo haver
possivel contaminagdo que nos indicasse a necessidade de mudar de
téenica. KEsta, por sua simplicidade e rapidez, permite examinar
dezenas de tubos em tempo muito limitado e nisto consiste sua
primordial vaniagem.

py

Procede-se finalmente & identificacdo sorolégica empregando
dois antigenos, um de germes vivog e outro de bactérias mortas
pelo aguecimento a 100° ¢ durante 1 hora. As provas de aglati-
nacio sdo feitas em tubo em diluicBes sucessivas correspondentes
aos titulos dos soros, permanecendo as reagdes em estufa a 37° C
para leitura apdés 24 horas. Na maloria dos cazos ainda se faz
uma prova de confirmacio: aglatinacdes com sbre O usando eomo
antigeno emulstes autoclavadas & 120° C por meia hora. Procede-se
ulteriormente & identificacfio dos antigenos flagelares.

As reacgbes positivas eram econfirmadas mediante aglatinaches
em tubo até o titulo do mesmo sbro que féra positivo em lamina.
Somente os germes que superavam ftédas essas provas eram con-
siderados pertencentes ao grupo G.E. L

Procedemos uwlteriormente 4 identificacio dos antigenos flage-
lares e como néo dispomoes de uma colecido completa de amostras
padrdes de E. eoli, 30 pudemos preparar 4 soros flagelares (H 2 —
H 12 — H 11 — H 6), que foram usados para complementar a
identificacfio, uma vez que o germe pode ser identificado pelos seus
antigenos O-K, havendo interésse em diferencé-los pelo antigeno H
sdmente quande se procede a investigaces epidemicldgicas.

A razfo de asgim procedey decorre do fato de gue os bacilos
do grupo coli podem possuir trés tipos de antigencs: 1) somético
0, especifico do grupo, caracterizado por sua fermo-resisténeia e
nio gser degradado pelo dleocl; 2) as formas méveis possuem tam-
bém um antigeno flagelar H, termoldbil, resistente ao formol e
sempre monofésico; 3) além désses, podem apresentar um terceiro,
gue 6, por assim dizer, o antigeno de envoltdrio, denominado K. A
denominaciio antigeno K nfio é sindnimo de anfigenc capselar:
designa antigenos de superficie e capsulares que podem estar pre-
sentes em F. coli.

O antigeno XK pode ser: L — antigeno de superficie; A -
que deve ser considerado como o verdadeiro antigeno capsular;
B — antigeno de envoltério gue, como o antigeno 1., & termolabil,
diferencando-se déste por nfo perder a capacidade de remover
aglutininas pelo aquecimento a 100° C. De todos oz antigenos K,
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é justamente o antigeno B o que tem maior interésse na identifi-
cacilo de E. coli G E. L

© A#é agora nfo foi possivel preparar soros B puros, porgue se
o calor inibe a aglutinabilidade désse antigeno, ndo o destrdl a
ponto de impedir que sature as aglutininas de um sdro OB. O fato
de ndo conhecermos germes ddsses grupes possuindo antigenos (O)
somiticos iguais e B diferentes impede que se utilize a absorcdo
de aglutininas

Estabelecidos ésses pontos, podemos preparar soros a partir
de germes vivos, portanto contendo antigencs OB capazes de aghu-
tinar em ladmina as culturas correspondentes. Nas aglutinacdes
feitas em tubo, com incubacio em estufa, usando germes vivos
como antigeno, obltemos baixos {ilulos aglutinantes, havendo for-
macdo de conglomerados granulogos. Se ésses antigenos forem
aquecidog g 100° € por uma hora, com a inativaclo do antigeno B
veremos aparecer a aglutinacio O, esta em titulos elevados (1/5.0600
ou mais), enguanto a aglutinacdo B nio ultrapassa em geral de
1/8 o titulo aglutinante Q.

Preparamos soros OB imunizando coelhos, por via venosa, com
culturas vivas de germes gemeados em dgar comum. Fizemos cinco
inoculagbes em diag alternados atingindo cérea de 5 bilhGes de
germes, sangrando og animals 5 dias apds a dltima inoculacdo.
Obtivemos com facilidade soreos com titulos aglutinantes OB de 1/80
(em limina) e O, de 1/6.400 (em tubos).

Sorozs O foram obtidos a partir de culturas de 24 horas em
dgar comum, cujas emulsfes eram mortas em autoclave a 120° C
por 2 horas, O egquema de inoculagdo fol o mesmo e os tatt:slos
obtidos em geral estavam em tdrno de 1/2.000.

Na preparacio de sorog H, iivernos muitas dificuldades. As
culturas utilizadas para preparoe de iais soros, inicialmente imdveis,
obrigaram-nog a grande irabalho para induzir-lhex movimento.
Para isso, usamos a téenica preconizada por CRAIGIE (1831), alte-
rando Tinicamente o meio de cultura, a que adicionamos 0,5 por
mil de glicose e indicador de azul de bromotimol, O emprégo désse
dgar semi-sélido modificado facilita a verificacio da motilidade do
germe, que pode ser acompanhada pela viragem do meio de cultura.
Consideramos a cultura satisfatoriamenie mével quande capaz de
passar do agar do tubo central para a superficie superior em 24
horas. Dai fizemos transplantes para tubos de caldo comum que,
depoig de incubados per 24 horas em estufa, eram formolados a
0,4%,
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As culturas assim obtidas serviram para o preparo de soros
aglutinantes e foram também usadas come antigeno nas reacdes
de aglutinagio. No caso de aglutinagtes com antigenc H, as rea-
cdes foram feitas em banho-maria a 52° C por 2 horas, quando
se procedia & leitura, N&o conseguimos titulos aglutinantes flage-
lares superiores a 1/2.000, apesar de havermos obtido culturas
muito mévels, motilidade essa verificada nos tubog de Craigie e
em géta pendente.

Finalmente, t6das as culturas foram examinadas do ponto de
vista biomorfolégico, tendo side testadas bioquimicamente as amos-
tras de E. eoli G.E, L, eujos resultados se acham resumidos no
guadre 1V,

QUADRO 1V
Grupo 0 111 Grupo 0 88 Grupo § 55
BIOQUEMICA. i
Pos. | Neg Pos. Neg. Pos. Neg.
i .
1 ! -
Pextrose .......... g8 | 0 8 1] 3 ]
Lactose ........... 88 | 0 8 0 3 0
Sacarose .......... g8 ! 0 6 2 3 0
Inosita ............ 98 1] 8 0 3 0
HS ooooinianans 0 98 0 8 0 3
Uréia ... ¢ | 98 0 8 0 3
Citrato ........... i i 97 1] 8 0 3
VP, ... I 9 8 0 3
VM. i o8 | 0 8 0 3 9
13
b

Pela andlise do quadre IV, verifica-se que i6das as amostras
estudadas se enquadram perfeitamente na espécie K. coli, uma s6
delas se tendo mosirado capaz de utilizar o citrafo como fonfe de
earbono.

RESULTADOS

Os resultados que serfio apresentados referem-se a trés grupos
de criancas portadoras de gastrenterite aguda.

1.2 grupo — Quarents criancag de idade varidvel entre 1 més
e 5 anos que serviram para comparar os métodos de trabalho utili-
zados, internadas na Clinica Pediafrica do Hospital dag Clinicas
de Sido Paunlo (*). O exame foi realizado quando da internacio e
os resultados acham-ge esquematizados no gquadro V.

i*y Os A, A. agradecem ao dr. Azarizs de Andrade Carvalho pelas facilidades
concedidas na obtencgdo do nmiaterial.



INVESTIGACOES LABORATORIAIS SOBRE A ENTERITE INFANTIL Bh

QUADRO ¥V
Enterobactérias pafogénicas (%) Negativos Positivos
i il : =
E.ocoii 0 111:134¢ ... ... ... . . l T{26,8%)
E. coli 088:BT ... .oy 20 1,6%)
8. newport 4 E. coli 0 111:B4 .. ..., 10 3,8%)
Sh. flexneri ... ... .. o 5(18,2%)
Sh. SOMAEE ..o i 4(15,3%)
Sh. dysenteriae 2 ... ... ... . ... 1( 3,8%)
Salmonelle 8p. ... .o 5019,29)
Sk, flexneri 4 8. montevideo ..., ... 1¢ 3,8%)
TOTAL ......,... f 14(35%) E 26(85 %)
I

€*) Soros E. coli G.E.I. usados na identificacie: 0 113, 0 55, 0,28, 0,86,

2.% grupo — O segundo grupo compreende 90 criancas, na sua
quase totalidade menores de 2 anos, internadas no Servico de
Hidrataclio da Santa Casa de Misericordia de 880 Paulo, apresen-
tando distirbio nutritive agudo. Acusavam desidratacio de maior
ou menor gravidade, necessitando tddas elag de re-hidratacioc en-
dovenosa. A diarréia, &s vézes precedida por vOmitos mais ou
menos intensos, fol gintoma constante. As deposicles, em nlmero
variavel (em médiz mais de 10 por dia), eram muco-sanguinolentas
em 15% dos casos. Por ocasifio da hospitalizacfio, cérca de 80%
dessas criancas apresentavam temperatura elevada.

Na sna grande maioria, as criancas provinham de bairres peri-
féricos da cidade onde as condigcbes econdémico-gociais deixam muito
a desejar: alimentacio deficiente, 4gua de poco na quase totali-
dade das casas, falta de esgdfo, condigbes de higiene e habitacio
péssimas. Nestas condigBes, elevado nimero de criancas, além do
digtarbio nutritive agude que motivon sua internacho de urgéneia,
apresentava grau varidvel de desnutrico (cérea de 65%). Na
sua quase tolalidade, oz lactentes eram alimentados artificialmente
em condices de técnica e higlene precirias. Deve-se salientar que
esgas criancas nfo receberam gqualquer iratamento medicamentoso
anteriormente a seu atendimento e internacfo.

Para éste grupo foram usados na identificaclio dos bacilos eoli
08 seguintes soros F. coli G.E.I.: 0 111, 0 55, 0 25, 0 86, 0 25,
0 127, Paralelamente se féz uma verificacio de estafilococos com
prova de coagulase positiva. Os resultados do 2.° grupo estio re-
sumidos no gquadro VL
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QUADRO VI

Enterchactérias patogénicas J Pogsitivos Negativos
E.coli 0313 ... .o i 15(16,6%%)
E.coli B B5 ..o i 20 22
E ocoli 0111 4 03268 ....ovvv i 10 3,1%:
E. coli 0 65 4 Salmonella sp. ....... HO1L1%)
E, ¢oli 0 111  Sh. flexneri ......... 1( 1L,1%)
E, coit ¢ 111 - Sh. sonmel ........... 20 2,2%)
Sh. flexmert ... ... e 8¢ B5%)
SH. BORREL o . e 16 1,153
St alkalescens ..o o oo 10 1,19%)
Salmonella SP. ... .. iieiiiiann 4¢ 44%

TOTAL «\evoi.n. | 33m6en) | 5T(634%)

Isclamos estafilococos coagulase-positivos em 45,5% dos casos,
porcentagem gue também assinalamos em fezex normais.

3.% grupo — 159 prematuros ou recém-nascidos com menos de
30 dias, sendo 138 portadores de gastrenterite aguda e 21 normais,
todos da Clinieca Obstétrica do Hospital das Clinicas de Séo
Panlo. {(*) Tratava-se de criancas que ainda nfo haviam deixado
o hospital apés o nasciments, de oufras que af vieram fter por mo-
léstia diarréica, em conseqiiéneia de outra afeccho on ainda devido
a internacao da mie. Os resullados estfo sinfetizadozs no guadro
VII. A verificacBo de E. coli foi feita para os grupos 0 111, 0 55,
0 86 e 0 26,

QUADRO VII

E ® Positivas E, coli GGEI | Negativas E. Coli G.EIL
. &
Criancas 5
‘z fxito Sobrevi- Exlle Bobrevi-
tetal veram letal yeram
Internadas por mo-
téstia diarréica . 17 3 2 6 6
Internadas por mo-
léstin néo  diare |
TEiCa L. 55 i i6 g 14
Nascidas no hospital | 66 15 18 g 3 36
Grupo testemunho 21 Q 2 ] 1 18
TOTAL .... E 158 35 (4 38 ; 18 68

() Das 35 amostras isoladas, 31 correspondiam ao grupe ¢ 111 e 4 ao grupo 0 85.
{*} Os A, A, agradecem ao dr. W. Henrique Cardim pelas facilidades concedidas
na obtencho do malerial,
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Os guadros V, VI e VII mostram muite claramente a incidéncia
elevada de E. coli G.E.I. em qualquer dos grupos examinados,
nitidamente superior & de qualquer cutra entercbactéria patogénica.
Demonstram também a necessidade de se procurar evidenciar ésse
tipo de germe quando se pesquisam bactériag enteropatogénicas.
Os dados do quadro VII sugerem ser o germe enecontrado pelo me-
nos uma concausa do elevado &xito letal verificado. Nos 71 recém-
-nascidos nos quais se isolou K. eoli G. E.I. houve 35 O6bitos, ou
seja quase 50%, constrastando nitidamente com o grupo de 67
eriancas com diarréia e exame negativo, onde o 8xito letal foi
gdmente 17 ou seja 253%.

Que oz colibacilos isolades nfc podem ser eonsiderados como
comensais habituais do intestino assim o demonstra a sua baixa
incidéncia no grupo normal (9,5%), contrastandoe nitidamente com
a cifra dos porfadores de diarréia (50,79%), notando-se que o grupo
normal habitava ¢ mesmo ambiente.

PESQUISA DE ANTICORPOS ESPECIFICOS NO SORO

A presenca de anticorpos sanguineos especificos contra E. coli
0 111 tem gido econstatada por varics anfores, em geral em titulos
bhaixos e nimero relativamente pequeno de eriancas portadoras de
infeccio entérica. ADAMSON e col. (1951) e NETER e col. (1955)
demonstraram gue anticorpos correspondentes & F. coli n&o passam
do organismo malerno para o fetal e que, quando presentes na
erianca, sugerem infecco pds-natal. NETER e col. (1953) fambém
verificaram asumento da taxa de anticorpos especificos em volun-
tarics, apds ingestdo de F. coli 0 55,

Nessas condigdes, a demonstracio de anticorpos sanguineos
especificos contra o colibacilo G, E. 1. vem comprovar a importincia
stiopatologica do germe em guestio e provavelmente os titulos
baixos em que tém sido assinalados devem correr por conta da
localizacio quase exclusivamente intestinal do processo bacteriano,
gem invasfo gistémica, fendmeno também observado na disenferia
bacilar.

Os métodos usados para a pesquisa de anticorpos especificos
contra as enterobactérias quase sempre se baseiam na aglutinacio
bacteriana em presenca do sbro do paciente e na veacdo de hema-
glutinacfo. Como a primeira se tem mostrade muito pouco sen-
sivel, NETER ¢ col. (1952) sugeriram a hemaglutinacio com funda-
mento no fato de o antigeno somatico de K. ¢oli ser rapidamente
adsorvido por hemidciag e serem estas — agsim modificadas —
aglutinédvels especificamente pelos anticorpes homélogos.
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Tendo em vista os parcos resultados propiciados por essag duas
provas na pesquisa de anticorpos especificos contra E. coli § 111 :
B 4, que ¢ o mais freqiiente, decidimos ensaiar novo método cons-
tituido por reacio de microfloculacio do tipo da prova V. DL R, L.
para sifilis, na qual a eardiolipina é substituida pelo antigeno bacle-
viano de E. coli. Reaclo désse tipo ja féra experimentada por
HUNTER e ecol. (1956) na pesquisa de anticorpes contra Brucella
com resultados equivalentes aos da aglutinacfio bacteriana e apre-
sentando a vantagem de se trabalhar sempre ecom antigeno bem
estandardizado. Na presente investigagio, og resultados da pes-
quisa de anticorpos pela nova prova de microfloculacie sfo con-
frontados aos da hemaglutinacio e da aglutinagdo simples.

MATERIAL E METODOS

Téda vez que fol possivel, obtivemos sangue dos recém-nascidos
e dos infantes cujas fezes nos serviram para comparar métodos de
colheita e técnicas bacteriolégicas, Como assinalado anteriormente,
o grupe infetado com E. coli 0 111 : B 4 representa a maioria das
nossag coproculturas positivag; por isso, limitamos nossas pesquisas
a Bsge lipo de anticorpo. Examinamos soros de 37 infantes (cuja
idade varicu de 2 meses & 5 anos) e 41 recém-nascidos (até um
més de idade). Os sores foram conservados a -60° C até a ocasifio
de serem testados.

I — AGLUTINAGCAQO BACTERIANA

Téenica — Soros diluidos de 1/10 até 1/40; antigeno bacte-
riano obtido de cultura de E. coli 0 111 : B 4 (24 horas em estufa)
semeada em Agar comum e suspensa em solucdo figlologica e depois
fervida em banho-maria por 30 minutos. Concentraciio usada para
o antigeno equivalente ac tubo 3 da escala de Mac Farland., In-
cubacfo e leitura tipo reaclo de Widal

II — HEMAGLUTINACAO

Antigeno — Culturas de F. coli 0 111 : B 4 semeadas em fras-
cos de Boux ecom dgar comum e ineubadas 24 horas g 370 C. O
crescimento bacteriano fol suspenso em soluc&o salina e depois
autoclavado a 120° C por 15 minutes, entdo centrifugado a 4.000
rotacbes até que o liguido sobrenadanie ficasse limpido e de cbr
Hgeiramente amarelada; uma vez separado do depdsito, estava
pronto para servir como antigeno.
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Hemdeigs - Usamos hemacias humanas tipo O Rh -~ nega-
tivo, obtidas do mesmo doador e conservadas na geladeira em zolu-
cio B.R. K. Antes de sensibilizadas pelo antigeno, foram lavadas
uma vez com soluciio salina simples.

Sensibilizacdo -~ Mistura antigeno 4 hemdcias (1,5%) uma
hora em banho.maria a 37° C, agifando freqiientemente, Centri-
fugaco e lavagem consecutiva das hemdcias em salina, finalmente
sugpendendo-as em soluclo fisiolégica na proporcho de 1,6%. A
reacdo propriamente dita consiastiv em fazer diluices seriadas do
soro de 1/56 até 1/320 em volumes de 0,5 cm?, aos guals juntamos
0,5 em?® da suspensfo de hemdécias préviamente sensibilizadas, du-
plicande agsim as diluieBes. Incubacio de 1 hora em banho-maria
a 87% ¢ com leitura imediata e repetida no dia seguinte, apds 18
horas em geladeira.

36 foram consideradas positivas as reacdes que apresentavam
hemécias bem aglutinadas depois de agitadas, grumos @stes que 86
se desfazem apds forte agitacfio. Além dos testemunhos das hema-
cias, fizemos também um coniréle com sdéro de coelho préviamente
Imunizado com K. coli 0 111 : B 4, para comprovar a adsorcio do
antigeno por parte das hemécias.

1IT — REACAC DE MICROFLOCULACAO COM ANTIGENO
LECITINO-COLESTEROLIZADO

Reotivos utilizados: 1) soluciio alcodlica de eolesteral a 1% ;
2} solucho aleodlica de lecitina “ex-beef” a 1% (“Sylvana Chemi-
cal Company”); 8) soluglo famplo de BEagle; 4) Agua destilada
de pH 6 aproximado; 5) antigeno bacteriano: o mesmo utilizado
na reacfo de hemaglutinacio.

Prepare de antigeno — Num frasco com capacidade de 5 cm
de fundo chato, juntar: 1)} 0,85 em?® de dgua destilada pH 6 apro-
ximado; 2) gotejar, com pipeta, 1 cm® da solucdo de colestercl
a 1%, agifande constantemente; 3) adicionar a quantidade de
lecitina préviamente determinada (ver: titulaciio do antigeno),
agitando fortemente durante 1 minunto; 4) juntar a guantidade
de antigeno bacteriano préviamente determinada (ver: iiulacio do
antigeno) e agitar forfemente por 30 segundos; 5) acrescentar
2,56 cm?® da solucfio tamponada de Eagle e agitar mais 30 segundos.

Titulagdo do aniigeno — Na titulacfic do antigeno, variam
stmente as guantidades déste e da lecitina. Procede-se pelo modo
deserito acima, ensalando volumes de 0,05, 0,10, 0,15, e 0,20 cm®
de lecitina frente a quantidades de 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 e 0,40 em®
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de antigeno. Hste fol titulado na presenca de soros de coelhos pré-
viamente imunizadog com E. coli ¢ 111 : B 4. Utilizamos 4 dife-
rentes soros (obtides mediante inoculaclo de germes vivos, mortos
pelo calor e autoclavados) em diluicdes que variaram de 1/56 a 1/20
e determinamos como 6timos os velumes de 0,10 cm?® de lecitina e
de 0,30 em?® de antigeno.

O antigeno bacteriano foi também festado face a trés dife-
rentes anti-soros 0 55 :B5, 0 86 :B7 e 0 26 : B6 com resulfado
completamente negative, o que atesta a sua especificidade.

Tanto na titulacfo do antigeno, como para a execucio da
reacdo, procede-se do mesmo modo: 1) em placas de vidro esca-
vadas ou com anéis de parafina, celocar 0,05 cm?® do s6ro em exame;
2) sbbre éste, com agulha calibre 18, deixar esir uma gdéta de
antigeno; 3) misturar em agitador mecdnico (180 rolacfes por
minuto) durante 5 minutos; 4) leitura microscdpica, considerando
positivag as reacdes em que hé nitida formacio de flocos.

A dificuldade em obter sbro para realizar as {rés reacdes
(aglutinaciio, hemaglutinacio e microfloculacio) limitou nosso
estudo a um grupo de 37 infantes e 12 recém-nascidos. Déste iti-
mo grupo, e mais 29 casos, conseguimos sangue ainda suficiente
para & reaclo de microfloculacho.

Por outro lado, em 17 eriancas realizamos sangrias sucessivas
no decorrer da infeccBo, o gue nog permitin verificar a época do
aparecimento dos anticorpos e relacioni-la com os resultados da
coprocultura, também repetida nas mesmas ocasifes.

Tomados englobadamente, os resuliados da pesquisa de anti-
corpos com as trés reacdes estiio reproduzideos no quadro VIIL

QUADRO VIII

i Hemaglu- Aglutinacgio ; Microflow
e ; tinacgio i bacteriapa eulacdo
Tdade | NGmero de !
CcAas0s i ; Il —i“——
Pos. J, Neg. | Pos Neg. Pos. | Neg
[ N I N
Recér~ ’
~nascides 12 (413 0 ‘ 12 [ i 12 2 i0
Criangas I 1
com mals F r 18 19
de 1 mes E¥ 0 21 9 | 37
i

{4) Além déstes, 29 sores foram testados sdmente pela reagho de microflo-
culacfo, com resultados negativos na sua toialidade,
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n .

A andlise dos dados do quadre VIII nos levou a zeguinte con-
clus@o inicial: 1) a aglutinacio bacleriana nfo se mosirou sen-
sivel; 2) existe nitida diferenca entre oz resultados da miero-
floculacio e da hemaglutinacio com relacfo aos grupos de criangas
de menor e maior idade.

Quanto ao valor da hemaglutinacio e da microfloculacio, me-
Ihor serd compreendido guando analissrmos seus resulfados compa-
rativamenfe caso por caso e de acdrdo com a ordem ecrescente de
idade das criancas. Tais dados estio reproduzidos no guadro IX.

QUADRO IX
Data da | { Hema- | Micro- |
Ne Nome ! colheita ‘ Idade | giutina- | flocula- Coprocultura
J do sbro } ¢ gao | GAC
i
I | !
1 C.AA. | 28-7-56 2 meses | e : — negativa
2 D.M.8, ; 28 4-B6 2 meses — : e E. coli ¢ 111: B4
{11~ B-B§ 2 meses e — negaiiva
3 G.S8. L., ¢ 7- 658 2 meses e s negativa
! 13- 8-56 2 messs | — —_ negativa
4 I J.R. 7= 5-56 2 meses | — e negalfiva
5 1 J3.F. 24~ 85D 2 meses ! e — Sh. flexneri
26~ 8-b65 , 2 meses | e s negativa
6 L.AM. 26- T-08 | 2 meses | — — Sh. dysenterice 2
T BM.L.S., ¢ 5-12-5B | 2 meses . — e nesativa
8 | NW.gr. | 1I-8-56 ; 2 meses - — negativa
g . V.M. | 18- 4-B68 | 2 meses . —_ e negativa
10 W.MF. T- 6-56 | 2 meges : e — negativa
11 ATFR. 3. 5-56 | 3 meses | - E. coli 0 111; B4
: [ -4 Sh. flexneri 6
! ; + 8. newport
; 24~ 4-58 ! 3 meses . — —_— negativa
12 OMLO. 1. %-B6 | 3 meses ! o e S. derby
: 16« 7«66 3 meses _— — S. derby
13 | F.A0 24- 7-56 | 3 meses - o E. coli 0 111; B4
14 L.G. 12« -8 | 3 meses —_— 4 E. coli 0 86
16 M.A.S, 25- 7-B6 | 3 meses p— —_ negativa
18 N.P.A. 27~ 3-B6 ' 3 meses . — e negativa
17 3.9, 12- 9-55 3 meses R —_ Sh. sonnet
26~ 9-55 3 meses - - negativa
18 wW.s 23~ 2-86 3 meses | - - negativa
17- 3-56 3 meses | — -+ P E. coli 0 111: B4
19 A.B.S 4~ 7-56 4 meses — - negativa
10~ T-58 4 meses e — negativa
20 AR.B 5= 7-58 4 meses — - E. coli & 111: B4
10- 7-56 4 meses e -+ E. coli 0 111: B4
18- 7-56 4 meses — e negativa
21 D.C.8. 20 3-56 4 meszes — E. coli 0 111: B4
2 | 1P 7- 6-58 4 meses — Sh. sonnei
12- 6-B6 | 4 meses — 4 negative
23 J.AS. 17~ 5-56 4 meses — — negativa
24 P.V.D. 8-10-58 5 meses 1/40 e negativa
25 | B5.A.P. 15-10-85 5 meses 1/10 b E. coli 0 111: B4
26 | L.R.O. 3~ 2-56 8 meses - e Sh. flexneri
21 C.T. 15~ 5-56 8 meses 1/80 - Sh. flexmneri
18w 5-HB § meses e + Sh. flexnert
28- 5-B6 8 meses - e negativa

{Continua)
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QUADRO IX — (Continuacio:

Data da Hema- g Micro-
e Nome colheita Idade | glutina- l floenla~ | Coproculiura,
do s6ro cho | chio
28 J W.AN., | 29-656 | Smeses | — | — | 8 derby
26~ 8-56 8 meses e negativa
2- 7-56 8 meses — — E. eolf 0 111: B4
23~ 7-56 8 meses 1/10 b negativa
29 C.AL 4= T-5G | 10 meses 1/20 - 5. flexneri
30 M.AF, 25- 7-56 12 meses 1740 -+ negsativa
31 Z.M.N. T-11-58 | 12 meses — b Sh. flexneri
32 AB.T. b= 5-56 13 meses ! — — negativa
33 | M.M.P. 3- 4-50 | 15 meses 1/40 — 8. montevideo
18- 4-56 15 meses ot e K. coli O 86
34 C.G.M. 28- 5-56 18 meses 1/40 + negativa
26- 5-56 18 meses 1/40 e E. coti § 111: B4
3 ) DM.S. | 21~ 6-b8 19 meses e e negativa
26- 8-56 19 meses 1/80 e negativa
36 OM.G. 13- 4-56 | 2 anos . s S. paraiyphi B
23+ 486 ¢ 2 ancs -— 4 L8, paretyphi B
v AM.O, 17- 4-56 | 5 anos e e Sh. sonnet
2. 5-56 ¢ b anos i/8d + Sh. sonnel
18~ 5-56 . B anos — ke Sh. sonnet

Ao analisar os dados do quadro 1X, novamente chama atencio
o fato de as reacbes positivas sgerem muito mals freqiientes aecima
dos trés meses de idade. No grupo etdrio de 2 meses {(dez cazsos),
a pesquisa de anticorpos especificos no sdro fol sempre negativa,
apesar de uma dessas criancas (D.M.S.) apreseniar o germe nas
fezes. Dos trés aos quatro meses, comeca a aparecer malor niimero
de resultados positivos, entretanto s6 na reaco de microfloculacio
{casos 14, 16, 18, 20 e 22). Como E. coli 0 111 : B4 foi isolado
das fezes nos casecs 11, 13, 18, 20 e 21, b duas vézes houve con-
cordincia entre coprocuifura e pesquisas de anticorpog, notando-se
que as provas sorologicas 56 se mosgtraram positivaes apds a segunda
gangria.

No grupo etério de 5 a 12 meses (7 casos), tanto hemagluti-
naciio como microfioculacio foram positives em 6 criangas, sendo
gue em 2 delag (n.o 25 e 28) a coprocultura comprovou a presenca
de . coli 0 111 : B4,

A reacfio de microfloculacio se mostrou constante porque em
todas as vézes que foi positiva, coniinuou a sé-lo nas sangrias sub-
seqiientes, o que nfo aconteceu com a hemaglutinacio (caso 27).
Aqui também verifiecamos o mesmo fato anteriormentie deserito,
jisto & o das reaches negativag nas primeiras sangrias que se mos-
tram positivas com o decorrer do fempo (caso 28).

De 1 a b anos (5 casos), as duas reagles concordaram em trés
casos e sdmente numa crian¢a (n.° 84) o germe fol encontrado
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nag fezes. Novamenfe as reagles de microfloculacio deram resul-
tados mais congtantes (ver caso 37).

Do total de 41 recém-nasecidos estudados, em 16 o germe foi
isolade das fezes. Nesie grupo, a pesquisa de anticorpos especi-
ficos foi positiva duas vézes (microfloculacio), justamente em
criangas gue apresentaram K. coli 0 111 : B4 nas fezes.

Acreditamos gue a pesquisa de anticorpog sanguineos corres-
pondentes ao antigeno coli ¢ 111 : B4 poderia ser feita em me-
thores condicfes de gensibilidade e de reprodutibilidade com antigeno
bacteriano lecitinado e colesterolizado, de aclrdo com a téenica que
indicamos na presente investigacho.

Utilizando sangue das criancas pertencentes ao segundo grupo
de nossa investigacBo, praticamos reacdes de microfloculacio, desta
vez utilizando eomo antigenos todos og tipos de F. ¢oli &, E. 1 que
possuiamos. Determinamos primeiramente as concentracdes Otimas
de antigeno e de lecitina para cada grupo e as testamos frente a
soros aglatinantes obtidos em coelho e que correspondiam aos
varios tipos de E. coli G.E. 1., para verificar se exigliam reaches
cruzadas., Constatamos gue a prova funcionava muito bem, era
aparentemente muifo especifica e praticamente nfic se produziam
reacles de grupo.

Das 90 criancas observadas, obtivemos sangue de 48 com que
prafieamos a reacfio de microfloculacio utilizando varios antigenos
E. coli G.E.I. No quadro X estio reproduzidos og resultados
obtidos.

QUADRG X
E. coli E. coli | E. coli £ coli | E. coli
0 25 0 26 J 055 0 86 \ 0 111
Positivos | 1 wl 12 19 l 13
Negativos 32 36 i 36 29 ‘ 35

Tomando em consideracio sdmente oz casos positivogs para
E. coli 0 111, verificamos que das 13 vézes em que a reachio foi
pogitiva, ¢ germe foi encontrade nas fezes em 9 casox e désses
somente 6 tinham anticorpos sanguineos. As reacSes positivas
para outros tipos de E. coli G E. L sfo diffceis de interpretar uma
vez que &szes germes praticamente nfo foram encontrados durante
a nogsa investigacfo. Diferenca t80 marcante enire soros agluti-
nantes artificiais e soros naturais deve estar ligada ao fato de
aguéles apresentarem alfos titulos aglutinantes, ao contrario do que
se passa na infecgho intestinal em que os anticorpos sanguineos apa-
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recem em titulog baixos. Dianfe désses resultades, nenhum dos
métodos por nds utilizados se afigura de valia como rotina
diagndstica.

VERIFICACAO DA SENSIBILIDADE DE E. coli
0 111 : B4 AOQOS ANTIBIOTICOS

Variog si0 os meétodos propostos para a verificaclo in vitro
da sensibilidade de uma bactéria a determinado antibidtico ou qui-
mioterdpico. Baseiam-se fodes na inibicio do crescimento bacte-
riano em presenca de determinada quantidade da substéneia bacte-
ricida ou bacteriostatica.

Desde aque se demonstron existir eerto paralelismo entre as
provas de verificaciio da sensibilidade do germe e o3 resultades
obtidos na elinica, o emprégo daquelas vem sendo quase obrigatério,
conquanto ainda nio exista uniformidade de opiniGes sobre o tipo
de teste a ser utilizado. '

Dos métodos preconizados para a realizacfio de tais provas,
doig sfo os mails empregados: o das diluicdes sucessivas e o dos
diseos de papel de fittro. O primeiro, factivel em condi¢des téeni-
cas melhor controliveis, deveria dar resulfados mais exatos por-
quanto permite determinar exatamente as concentractes de anti-
bi6tico ou quimioterapico capazes de inibir o crescimento bacteriano,
possibilitando ainda verificar o valor dag associacbes medicamen-
tosas., A grande desvantagem dégte método consiste na dificuldade
de sua execucdio: cada antibidtico tem de ser usado separadamente
em solugfes-padrfes que se alteram, o que obriga o pesguisador
a0 preparo constante de novos solutos padronizades. Ademais,
requer grande bateria de tubos, tanto maior guanto mais numerosas
forem as substinciag em prova, Para sua execucio sic necessirias
varias pipetagens e abundante vidraria estéril, o que o torna quase
inexequivel quando se desejam testar varios antibidticos a um s6
tempe — mesmo nos laboratdérios bem aparelhados.

Ao coniririo, o méfods dos discos nio apresenta qualquer
désses inconvenientes: trabalha-se com discos de papel de filiro
impregnados com quantidades determinadas de tais ou quais anti-
hiéticos, que ai se conservam perfeitamente por longos periodos,
quando mantidos em geladeira. Permile, em uma tnieca placa de
Petri, testar oifo antibidticos e o trabalho téenico se limita a colocar
o8 discos impregnados sobre a superficie do meio de cultura pré-
viamente semeado com a bactéria em prova. Deve-ge ter presente
que o tipo de dgar, & espessura do meio de cultive e o volume do
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inoculum podem alterar os resultados (DEBEER e col. 1945), parti-
cularmente quando ge desejam leituras quantitativas exatas. Se,
entretanto, nosg contentarmos com informacdes qualitativas sem a
preocupacio de leituras quantifativas baseadas na medida das areas
de Inibicio, seus resultados 8o perfeitamente satisfatdrios para
uso clinico, mesmo que pequenas variacbes de téenica sejam feitas
{EricssoN e col. 1854). Convird lembrar que a prova dos discos
indica tdo sdmente a atividade bacteriostdtica do antibidtico. Antes
de optar por um dos métodos, féz-se uma comparacio entre éles
usando como antibidtico de prova a tetraciclina.
Az téenicas usadas foram as seguintes.

I METODO DAS DILUICOES SUCKESSIVAS

1) Holucho-padrio de tetraciciina em dgua, contendo 400 meg.
por centimetro clbico.

2y  8érie de 10 tubos com 0,5 cm?® de caldo comum com exce-
¢do do primeiro.

3} Colocar 0,6 em® da solucfio de tetraciclina nos 1.2 ¢ 2.0
tubos; misturar bem e, a partir do 2.° fubo, passar 0,5 cm?® para
0 3.° ¢ assim sucessivamente até o 9.9, desprezando o dltimo 0.5 cm?

4y Juntar a cada fubo 0,5 em?® de uma diluicBo a 1/1.000
da cuifura do germe em caldo com I8 a 24 horas de incubaciio;
agitar bem.,

B} Incubar a 37° C de um dia para outro, considerando como
concentragfo Inibitdria minima a do Giimo tubo que, examinado
microscopicamente, ndo mostrar turvacilo, servindo o tubo que nio
leva tfetracicling como testemunho do crescimento bacteriano.

IT — METODO DOS DISCOS

1y IXscos usades — Discos antibiéticos que nos foram for-
necidos pelo Instituto Hormogquimico e Biolégico S. A. & alguns de
tetracicling cedidos pelo Laboratorio Lederle. Os de sulfadiazina
foram por nés preparados. Continham as seguintes concentracbes
de antibiéticos: clorotetraciling, 60 meg.; oxitetraciclina, 60 meg.;
cloranfenicol, 60 meg.; estreptomicina, 100 meg.; neomicina, 60
meg.; polimixing, 30 unidades; sulfadiazina, 2 me.

2} Meio de eulture — Como sempre testamos a sulfadiazina
na mesma placa, optamos pelo meio de cultura descrito por
CHABBERT e col. (1953}, isento de peptona para evitar a inativacio
dagquele sulfonamidieo. Como dOnica modificacfo, substituimos o
sangue hemolisado de cavalo pelo de coelho. As placas usadas
mediam ] em e continham 15 c¢m® do meio. O igar empregado nem
sempre fol da mesma procedéncia.
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3y Inoculum — Culturas de 24 horas em caldo comum.

4) Exzecucdo das proves — Depositam-se 3 gotas do ealdo
cultivado em pontos diferentes da placa, espaihando-as sbbre tida
a superficie do meio com um bastdo em L. Depois de meia hora
em temperatura ambiente, os discos séo colocadog sdbre a superficie
do meio, separados entre si por intervalo gnficiente. Incubaco
em estufa a 37° C por 24 horas. Em nessag provas, usamos uma
80 concentracio para cada antibiotico, uma vez que julgamos sufi-
ciente verificar se o germe seria ou nfo sengivel.

5) Interpretacdo dos vesultados — Consideramos o germe
sensivel a deferminado antibidtico guande, em térno do disco cor-
respondente, se forma halo bem nifido (sempre superior a 3 mm)
sem o aparecimento de nenhuma colénia na zona de inibicio; quan-
do observada uma ou outra coldnia dentro da 4area de inibicdo,
procede-se 3 sua identificacfo para saber se se trata do germe em
prova. Neste caso, mesmo o aparecimento de raras colénias na
zona de inibiclo obriga a considerar o germe como resistente, por-
que tais colénias acusam a presenca de mutantes com resisténcia
ao antibidtico.

COMPARACAQO DOS METGDOS

QUADRO XI
Mggﬁgﬁggs METODOS DOS DISCOS
Tetraciciina Cloroteiraciclina E Oxitetracicling
e . J— i - ;
Concentragio | if;;iﬁgaie Amostras | Amostras | Amostras | Amostras
no melo inibi das sensiveis resistentes | sensiveis } resistentes
I ! i
100 meg | 54 0 54 0 { 54
50 g 1 0 1 0 1
25 meg 2 2 ¢ 2 0
12,5 meg 3 3 0 3 0
6,26 meg 1 0 i 0 1
3,12 meg 1 ; 1 G 1 4]
1,56 meg 6 | 5 1 5 1
£ H i
| : A
0,78 meg i1 ' 11 j 6 ! 11 ]
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Analisando o guadro XI verificamos que, de modo geral, os
dois métodos sfo compardveis. Noiamos que as provas em tubo
discordaram dog resuitados dos discos por duas vézes: nag con-
centracbes de 6,25 meg e de 1,56 meg. Enlrelanto, nestes dois
casos havia na zona de inibicfio da placa certo nfimero de coldnias
bem iscladas que, uma vez “‘pescadas” e repetida a prova de sen-
sibilidade por diluicio, se mostraram resistentes aié concentracgbes
respectivamente de 50 meg e 12,6 meg, 0 que indica claramente
que na populacdo bacteriana havia mutantes registenles nfo reve-
ladas pelo método das dilui¢Bes.

QOutra causa de érro gue pode ger imputada ao método dos
discos € a de indicar como sensiveis oz germes inibidos pelas con-
centracoes de 12,5 a 25 meg, niveis ferapéuticos muito altos para
gserem atingidos. Em nosso caso particular ndc é de maior inte-
résse, porquante as concentracles de droga no intestino atingem
ézses nivels nos esquemas terapéuticos habituais. Apesar disso,
resolvemos repefir as provas nessas amostrag, desta vez usando
trég discos com concentracbes de 19, 30 e 60 meg {quadro XII).
Para a amostra ser considerada sensivel deve ser inibida pelas trés
concentracbes do antibidtico; se s6¢ o for pela dltima, deveri ser
rotulada como pouco sensivel.

QUADRO XIi
Digeos I.H.B. Discos Lederle
Nimero de | Concentracio
amostras inibidora ! \
! 0meg | 30meg | 60meg | 10meg [ 30 meg | 60meg
£
2 25  meg i Res. Res. Sens. Res. | Res Sens.
3 12,5 meg i‘ Res Res. Sens. Res \ Res. Bens.

Os resultados obtidos nog indicam que a prova do disco tam-
bém para 8zses easos nos daria resultados satisfatdrios, uma vez
que a3 einco amostrag inibidas nag conceniracdes de 12,6 e 25 meg
seriam rotuladas como pouco sensivels.

Ao fazer estas comparacdes, tivemos por finalidade (nica con-
trolar a prova dos discos. Sabemos que o contrdle niio foi perfeito,
uma vez que foi feito s6 para um antibibtico, mas servin para
demonstrar gue os dols métodos sio equivalentes.
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Com a maloria dag amosiras de E. coli G. E. I por nbs isola-
dag, procedemos a verificacio da sensibilidade a alguns antibidticos
e quimioterapicos usando o méiodo do disco, que nos deu informacio
qualitativa bastante satisfatéria, Para estag provas s6 usamos
amostras ¥, coli 0 111 : B4 porquanto os ouiros tipos de £. coli 86
foram encontrados raramente e quase sempre associados a oulra
bactéria patogénica. A técnica usada foi idéntica & anteriormente
deserita e os resultados acham-se resumidos no quadro XIIT.

QUADRO XIII
70 amostras de recém- | 27 amostras de criangas
-nascidos gue apresen-~ | internadas para trata-
ANTIBIOTICO OU | trun dlatis duenier | menlo (e o afo
QUIMIOTERAPICO | .
Sensiveis | Hesistentes | Sensiveis | Resistentes
Cloranfenicol ............. 20 (41,4%) | 41 (588%) | 2B (926%) | 2 ( T4%}
Ozitefraciclina ........... 19 (271%) | B1 (I28%) 23 (85,1%) ~- é(lé,g%)
Clorotetraciciine .......... 19 (27,1%) . 51 (T2.9%) | 24 (88,89 3 (11,2‘0}
wEst-reptOmieina ........... 14 1,4%)4 69 (99,6%) 2 { 74%) | 2B {926%)
‘Neomicina. ................ 53 (98.8%) B 1 014%)y | 270100,06%) | 0 ( 0,0%)
Polimixina ............. ... T0(100,09%) G € G0%) 1 27{(100,0%) | 0 € 0,09
Sulfadiazinag ......... . ... _— 2 28%) ) 68 (97,2%) 0 {0,0%) | 29(190,0%)

O grande nimero de amostras resisiente aos derivados da
tetraciclina e ao cloranfenicol assinalado no grupe em gue a in-
fecclio estava ligada ao ambiente hospitalar {em nitido contraste
com 0 oulro grupo: infeccho exira hospitalar) sugere gue no hos-
pital a baciéria adguire resisténcia a &sses antibidticos, tornando
ainda mais complexo o problema da infeccdo hospitalar e indicando
a necessidade de se realizarem tais determinacbes de forma siste-
méatica com as substéncias antibidticas comumente empregues em
determinado nosocomioe.

Os vesultados obtidos eom a sulfadiazinag possivelmente néo
exprimem a situac8o real, uma ver que as provas n vifro com
gulfonamidas sfio prejudicadas por grande ntGmero de fatdres que
geram causas de érro.
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DISSEMINACAO DA INFECCAO

Nio pode haver mais ddvidas de gue alguns tipos soroclégicos
de E. eoli possuem =z capacidade de provocar enterifes agudas,
sendo a &sle rvespeito semelhantes aos bacilog disentéricos e as
salmonelas. As criancas, principalmente as de menos de 1 ano de
idade, s8o muifo suscepiivels e¢ a infeccio pode-se difundir por
eontato. No entanto, para que isso ocorra sera necessdrio que
exigta uma fonte de infecglio e j& sfo bem conhecidog o3 focos de
infeccéio hospitalar devidos 4 confaminagBo do ambienie ou 48 1n-
fecedes por contato direto, seja por obietos contaminados seja pela
enfermagem, fato comprovado por RoGERS (1951} e oufros. No
caso presente, taig fatdres devem ter sido responsiveis pela infecclo
de grande nimero de eriancas nascidas no hospifal.

Tamhém é de interésse o problema das infecedes extra-hospi-
talares, presentes em grande nimero dos casos por nos estudados.
Tal fato ja neos despertara a atencéo, ao verificar a ocorréneia, na
cliniea particular, de enterifes graves em que o Unico germe isolado
das feres (em cultura pura) era precisamente certo tipo de E. cold
G . E. L

A propésito, KAUFFMANN (18954) é de opinifio que o verda-
deiro foco da infecgBo é extra-hospitalar e gue certamente a infeccio
é trazida de fora para dentro do hospital. Também OrsKoOvV (1951)
ja assinalara certas ligacdes enitre a enterite dos bezerros e a
diarréia infantil. STEvVENSON (19562) encontrou K. cofi 0 111 em
14 adultos com diarréia e em 0,6% de adultos normais. OCxKLITZ
e col. {185658) fizeram a mesma verificacfo em adultos normais que
trabalhavam na enfermaria de uma maternidade. Por outre lado,
BRAY (1945) refere o achado, em moscas que tinham acesso & en-
fermarias, de germes idénticos aos isolados das criancas infetadas.

A suspeits de que o reservafdrio principal da infecclo seja o
préprio homem nos levou a examinar 1.027 amostras de fezes,
pesquisando a eventual presenca de K. ¢oli G, H.I. Nosso material
nfc foi selecionado mas colhido de doentes de ambulatérico dos
guais obtivemos informactes nulas. A téendea que empregamos fol
a de rotina dos servicos de coprocultura, isto é, semeadura em meio
de Agar S5 e de Holt-Harris Teague e, a geguir, isolamento, iden-
tificaclo e iipagem soroldgica do germe pelos mébodos deseritos
anteriormente.

Dag 1.027 fezes examinadas, isolamos 2.865 amostras de E. coli,
a8 quais sucessivamente foram tipadas frente a 4 diferentes anti-
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-soros para K. coli G.E. 1, a saber:
E. coli (086, E. coli 026.

Os resultados est@io reproduzidos no quadro seguinte.

QUADRO XIV

B, coli 0 111, E. coli 055,

N2 de . coli E. coli E. coli i E. coll ; .
exames | 0 111: B4 055 086 J 026 Negatlvos
i
1.027 f 3 5 7 15 997

Dada a dificuldade em obtermos informactes clinicas sdbre 4
totalidade dos pacientes cujas fezeg examinamosg, limitamo-nog a
referir os informes gque conseguimos sdbre os portadoreg de E. coli
0 111-B4. Tratava-ze de dois adulfos e uma crianca, todos do
sexo feminino e que no momento do exame nfio apresenfavam per-
turbacbes infestinais nem referiam contalo recenite com criancas
portadoras de gastrenterite. Nos irés casos o exame fora solicitado
para pesquisa de vermes ¢ protozodrios e, no case da menina, para
contrdle do tratamento de parasitose intestinal

ENTERITE EXPERIMENTAL

De modo geral, a maloria dog animals de laboratério é refra-
taria a infecgdes experimentais por enterobactérias; estas, quando
relatadas eomo bem sucedidas, s8o passivels de eritica porque,
guase gsempre, ag vias de infecclio {endovenocsa ou intraperitoneal)
e ag doges usadas deixam dividas s6bre se as lesdes ou a morte
do animal foram conseqiiéneia de infeccio verdadeira ou de toxemia
provocada pelo nlimero elevado de germes injetados.

A nosso ver, a enterite infantil por £. eoli G. E. 1. tem alguns
pontog de semelhanca com o cholera morbus, seja nos sintomas
clinicos gue produz como nas lesfes anatOémicas encontradas. Em
ambos se encontra inflamacfo difusa da mucosa intestinal eom des-
truicBo do epitélio superficial, sem tendéncia para lesdes mals
profundas ou formacio de ulceracfes. Do ponto de vista clinico,
é comum o aparecimento da cldssica diarréia, semelhante 4 agua
de arroz, raramente apregentando sangue e floces de muco; por-
tanto, quadro nitidamente intestinal, provocado pela acio direta das
toxinag bacterianas sdbre a mucosa entérica ou por aclo central
de substéncias téxicas absorvidas no intestino,
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Partindo dessa hipétese, procuramos nos inteirar sdbre qualis
os animais mais facilmente infefados pelo colera experimental e
verificamos que o cobalo, de todos usados, fol o mais sensivel
FRETER (1955 e 1956), trabalhando eom célers experimental de
cobaios e camundongos, obteve ndmero de “pegas” muilo constante,
empregando técnica bastante simples e que consistia em inibir a
flora normal e a motilidade intestinais, objetivo facilmente conse-
guido mediante administracfio de antibiéticos e de morfina.

A técnica gue sepuimos, praticamente idéntica & de FRETER
{1955}, foi a seguinte: 1) os animais foram privados de alimen-
tos (2 diag para camundongos e 3 dias para cobaios), dando-lhes
Agua & voniade; 2) na manhd do dia da inoculacfio, os animaig
foram intubados com sonda de polietileno, introduzindo-se no ests-
mago 1 mg de tefraciclina juntamente com solucfio de earbonato de
caleic a 2,5%, suspensas em 10 em?® para os cobalos e 2 cm® para
0s camundongos; 2) irés horas depois, também por tubagem, admi-
nistramos cuitura de £. coli 0 111 : B4 em caldo, incubada a 37° C
por 10 horas e diluida a 50% com solucio salina estéril, 4 qual
juntamos 250 mg de carbonato de s6dio e 150 mg cm?® de sulfato de
estreptomicina (10 em® para os cobaios e 3 e¢m3® para og8 camun-
dongos); 4) meia hors mais ftarde, injetamos, por via intraperi-
toneal, sulfato de morfina (8 mg para o8 cobaios ¢ 1 mg para os
camundongos),

As cepas de F, coli 0 111 ; B4 usadas foram isoladas de casos
graves de enterite e, quando testadas in wvitro, se mostraram resis-
tentes a concentracfes superiores as dos dois antibidticos usados
para inibir a flora normal

Iniciamos nossas experiéncias com 3 lotes de 5 camundongos,
empregando para cada lote amostra diferente de K. coli 0 111 : B4,
Ap6s 48 horas, obtivemos morie de 4 dos 15 animals incculados
e a autopsia acusou, em todos, edema acentuado de todo o intestino
delgado, que estava cheio de liquido mucoso de ¢Or achocolatada,
de onde recuperamos culturas mistas, com ligeira predomindncia
de E. coli ¢ 111 : B4, Nos restantes animasis, exames das fezes
realizados nos dois dias seguintes nfo revelaram a presenca de
F. eoli 0 111 : B4,

Como eonsideridssemos maus os resultados experimentais obti-
dos (“pega’” inconstante da infec¢ho), repetimos as inoculacBes,
desta vez usando como animal de experiéncia o cobalo. Utilizamos
animais de péso médic 250 a 300 g, de preferéneia machos, que
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foram inoculados por sondagem com 3 amostras diferentes de
E. eoli 0 111 : B4, dois cobaios para cada germe. Independente-
mente do germe usado, todos os animais morreram em prazos gue
variaram de 2 a 4 dizs, tendo sido sua alimentaclo reiniciada 48
horas apds a inoculaclo. Todos apresentaram diarréia e a autopsia
revelou congestdo difusa de todo o intestine, principalmente do
delgado, que se apresentava cheio de liquido de cbr ecastanho-aver-
melhada, Verificamos também que {trés dos cobalog tiveram morie
subita: estavam aparentemente bem por ocagifo da inspecfio diaria
e uma hora depois foram encontrades mortos.

e 2]

Infeccfio experimental no cobaic com E. coli 9 111 : BA: enterite sguda difusa.

Repetimos por duas vézes as mesmas experiéncias, usando a
amostra E. coli 0 111 : B4 que na primeira prova se mostrara
eapaz de produzir morte mais rapida. Em 10 cobaics Inoculades,
obtivemos morte de § animals nos mesmos Prazos e conl 08 meSIOs
achados intestinais, sOomente sem aparecimento da disenteria, que
foi constante na primeira experiéncia.

Tanto no primeire como no segundo ensaic, a cultura do del-
gado comprovou a presenca de F. coli 0 111, nunca em culturs
pura, sendo que em 5 animais do segundo grupo predominaram
francamente bacilos do grupo Profeus. Do dnico animal que so-
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breviveu, nfo nog foi possivel izolar dag fezes E. colf 0 111 : B4,
em cultivos repetidos durante 5 dias.

Exames histopatoldgicos do intestino delgado foram realizados

“em 6 animais do segundo griupo: em 4 o diagnostico fol de enterite

aguda difusa (ver microfotografia): nos dois restantes, apenas
congestio da mucosa intestinal, anctande o anitomo-patelogista
descamacdo da camada epitelial como achado constante.

Tentamos também provecar infeccio experimental em dois co-
baios pelo mesmo método, porém sem submeter o animal a¢ jejum
prévio: nenhum dos animais apresentou qualquer sintoma da in-
fecciio e o germe nio pdde ser recuperado das fezes.

CONSIDERACOES FINAIS

A elevada incidéncia de F. coli G, E. L nos recém-nascidos e
nas eriancas de mais idade padecentes de enferites agudas demons-
tra a importincis désse germe na patologia infantil tanto no am-
biente hogpitalar como fora déle. E necessdrio assinalar que a
presenca de tais enterobactérias nas fezes de criancas nem sempre
estd agsociada com a moléstia: assim PAYNE e col. (1950) desere-
veram epldemias em que pequeno nimero de criancas foi afetado,
a despeifo de ser grande o nimero de portadores assintomaiticos.
Tal fate nfo invalida a evidénecia da patogenicidade de . coli
G.E. I, sendo fenbmeno eonhecido o achado de enterobactérias
patogénicas em portadores sfos. TAUNAY e col. (1858) referem
haver encontrade E. coli 0 111 : B4 em recém-naseidos normais
que alguns dias mais farde apresentaram diarréia,

A incidéncis maior da infecciio se di nos primeiros meses de
vida, adquirindo a crianca maior resisténeia com o tempo, Begundo
NErER (1955), tal fendmeno deve estar ligado & presenga dos
anticorpos sanguineos, que aparecem em porcentagem aila nas
eriancas de mais idade e nos adultos (fato que por ndés nfo péde
ser confirmado) a indicar contacto com o germe no decurso do
tempo.

Nos casos agudoz, a quantidade dos germes eliminados pelas
fezes torna seu achado muito facil, principalmente gquando se em-
pregam meios de cultura sem substéncias bacteriostaticas para
FE. coli, como o de Holt-Harris-Teague. O sucesso no exame de-
pende do ndmero de colbniss gue se isolam, o que naturalmente
acarreta trabalho subseqliente maior. Todavia, desde que sejam
empregados og métodos indicados na presente pesquisa, lal incon-
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veniente desaparece porque a simples aglutinacio em limina a
partir dos tubos de iriplice aclicar modificade permite separar
rapidamente todas as culturas de E. coli G. E.I. por processos
perfeltamente compativeis com a rotina de um laboratério media-
namente equipado.

Sendo a infecclo por E. coli G. E. 1. moléstia que muitas vézes
assume grave carater epidémico, todo esfdreo para sua elucidacio
deve ser empreendido, ainda mais em nosso meio onde as enterites
representam a malor causa de Obitos na primeira infincia,

Apesar de néo fer sido nossa finalidade a de estudar a moléstia
nos seug aspectos clinicos e terapéuticos, sabemos que em relagfio
ao valor terapéutico déste ou daquele antibidtico ou quimioterdpico
sfo divergentes as opinifes, tendo sido esta a razio por que rea-
lizamos gistematicamente provas de sensibilidade in vitro as qualis,
dentro de certos limites, espetham o que se passa no vivo.

Nossos dados indicam que o uso sistemdtico do cloranfenicol,
da oxitetraciclina e da clorvotetraciclina determinou o aparecimento
de grande namero de ragay resistentes de K. coli G.E.I. no am-
biente hospitalar, onde a infecgiio ocorreu sob forma endémica e,
algumas vézes, epidémica. Tal fato, revelado pelas provas de sen-
sibilidade in wifro, foi comprovado também pelas coproculturas de
criangas em tratamento, em guem nido notamos diminui¢io dos
germes nas fezes, como € a regra nos casos de bactérias sensiveis.

Fora do ambiente hospitalar a situacfo era diversa porquanto
a maloria dos germes isolados mostrou-se sensivel aos antibiéticos
comumentie empregados. Assim sendo, parece-nos de menor valia
prescrever normas para o emprégo déste ou daguele antibidtico:
importante & saber qual a situacho local com relaciio aos antibidticos
usados rotineiramente, estabelecendo métedos de confrdle para
constatar diferencas na sensibilidade aos preparados mais comu-
mente utilizados, o que pode ser realizado com facilidade pelo mé-
todo dos discos de papel impregnados com antibidticos, éstes de
preferénecia em concentracio média.

A ge comprovarem as presentes verificaces, talvez seja pre-
ferivel adotar o critério de alguns pediatras que concedem maior
Importincia aos cuidados geraiz que ao emprégo dos antibidticos,
argumentando que muitas vézes éstes provocam alteracBes tais na
fiora intestinal que sus administracdo 6 deve ser realizada com
o maximo de critério,

Com relacic 4g sulfonamidas, ja assinalamos ag restrices que
deverm ser feitas ag provas in vifro. N&Ao temos elementos nem
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cabe no presente trabalho ajuizar do seu valor terapéutico, mas
nio podemos deixar de assinalar gue ainda recentemente extensa
investigacdo feita na Inglaterra pelo “Medical Research Council”
concluiu sbbre a superioridade da sulfadiazina em confronto as
outrag substneias bacteriostdticas ou bactericidas,

A infeccdo por coli G.E. L tem sido considerada moléstia
tipicamente hospitalar, cuja disseminacio se faz comprovadamente
por contato, contaminacio de ambiente ou dos alimenics, pela en-
fermagem e pelos objetos de uso das criancas.

Entre nds, a enterite por E. ecoli G.E. L exigte em forma
endémica no hospital mas fora déle sua freqiiéncia também é muito
elevada nas criancas de tenra idade, contribuindo o referido germe
com maior porcentagem de casos de diarréia que as outras entero-
bactérias patogénicas,

A transmisgsfio deve processar-se por forma semelhante 3 da
disenteria bacilar, na qual as condigbes precarias de higiene favo-
recem extraordiniriamente a disseminacfo seja por contato direto
de individuo a individuo seja por contaminacio de objetos ou ali-
mentos. Tivemos oportunidade de constatar ser elevado o nimerc
dos portadores de E. coli G, E, I. (quadro XIV) em nossc meio,

Via de regra, as teniativas de reproducio experimental da
infeccfio em animais t8m dado resultados quase sempre negativos.
O método por nds utilizado propiciou resultados muito satisfatdrios
e pbde ser reproduzido repetidas vézes sempre que o animal de
experidneia fol o cobalo; as lesfes gue pudemos constatar, princi-
palmente no intestino delgado, sfo caracteristicas de enterite aguda
e na quase totalidade das vézes foram mortais. Nessas experién-
cias, 4 necessidade de inibir a flora normal do intestino para que
0 processo se instale mostra gue no animal o ecofi O 111 : B4 86 é
patogénico quandoe livre da concorréncia de outras bactérias, Esse
fato vem em abono do critério terapéutico de ndo alterar abrupia-
mente a fiora intestinal, principalmente quando exista a possibili-
dade de nos enconfrarmos frente a germes que se lornaram resis-
tentes aos antibioticos e sulfonamidicos.

RESUMO

Os AA. realizaram uma série de investigacbes laboratoriais
sBbre a enterite infantil por Escherichin coli G.E. 1.

O material proveio de trés grupos de eriancas: 1.9 40 crian-
cas de idade variavel entre 1 més e 5 anos, que serviram para
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comparar métodos de colheita e cultura, tédas portadoras de ente-
rites agudag, sendo a colheits das fezes feita no momento da
hospitalizacio; 2.°) 90 criancas de idade varidvel entre 30 dias e
2 anos com distarbio nutritivo agudo; 3.y 159 prematurog ou
recém-nascidos com menos de 30 diag, dos guais 138 com gastren-
terite aguda e 21 normais, todos da Clinica Obstétrica do Hospital
das Clinicas, da Universidade de S&ao Paulo.

Usando fezes colhidas pelo “swab” retal (74 coproculiuras),
verificaram gue os resultados foram equivalentes aos obtidos pela
semeadura das fezes passadas naturalmente (74 coproculturas).
O emprégo de meioz de enriguecimento (Gerbeaux, 19585), nio
aumentou ¢ nimerc de culturas positivas. Melhores resultados fo-
ram aleancados com o emprégo combinado deogs meioz 58 e de
Holt-Harris-Teague, mesmo superiores aos do dgar-sangue,

A identificacio de E. eoli G. E. L. basecu-se nos caracteres mor-
fobiolégicos e antigénicos (aglutinacic em IAmina, seguida por
aglutinacio lenta em fubo até o titulo do sdro).

A Ineidénecia da enterite por E. coli G. K. 1. foi elevada, prin-
cipalmente nos recém.nascidos portadores de gastrenterite:

“ 19 Grupo | 2.° Grupo f 32 C,Trupo

! | entorite | normal
Boeoli 0111 o vviviiinnns., 7 LB 71 2
E.coli 085 ... ... ... ... ... 0 2 1] Qw“
E . coli 08 .................... 2 ' Q ¢ . 0
E. col;{] 111 4 B coll 086 9 1 90 8
E. coli 0 111 &+ Shigel!czm &p. ... 4] ; 0 g
E. coli 0 55 -+ Saimonelle sp, .. 0 _ 1 o _ o
E. coli 0 111 1 Sglmonella sp. . i ' 0 {3 0
Shigella sp. ... ... ... ... 10 ) i o 1] 0
Salmonelle sD. ....... .. .. .. ..., 5 4 0 i}
Shigelia sp. |- Scimonelle sp. .. 1 ) o o M 4]

Negatives | 14 57 67 18

A mortalidade no grupo dos recém-nascidos também fol bas-
tante elevada: dos 71 com exame positivo para . ecoli 0 111, 35
faleceram.
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Comparam téenicas de agluiinaciio, hemaglutinag¢io e micro-
floculacdio para pesquiza de anticorpos em slguns soros de criangas
portadoras de gastrenterites; entretanto, os resultados obtidog nflo
foram favoraveiz para qualquer dos métodos empregues,

De tidas as amostras de . cold ¢ 111 : B4 isoladas, foram
feitas provas de sensibilidade in vifro (méiodo dos discos), para
os seguintes antibidtieos: cloranfenicol, oxitetracicling, estrepto-
micina, neomicina, polimixina e sulfadiazina. Concluiram que os
antibiogramas correspondentes as tetraciclinag e ao cloranfenicol
eram equivalentes quando a bactéria isolada nfo provinha do hos-
pital (1.7 e 2,° gruposg de ¢riancas). Os germes izolados no hoapital,
evidenciaram aumento da resisténeia para as tetraciclinas e o elo-
ranfenicel. Aereditam nio ser de mailor valia preserever normas
para o emprégo déste ou daguele antibidtico: importante é saber
qual a situacho loeal com relagfo acg antibidticos usados rotinei-
ramente.

-

Usando téenica semelhante & inicial, verificaram ser elevado
o nlmero de portadores normais de K. colf G. E. 1. Examinaram
1.027 amostras de fezeg: isolavam £. coff G.HE.L em 30. Final-
mente, tentaram a infeccho experimental no cobalo por introducio
de bactériag diretamente no estémage. Em 16 animails infetados,
obtiveram vesultados positivos em 15 com quadro clinico e histo-
patolégico de enterite aguda difusa e recuperacio do germe nas
feres.

SUMMARY

Laboratory investigations of Fscherichia coli (enteropathog-
enic coli) associated with enteric infection of children are reported.
Specimens of feces were collected from the following groups of
children: group I composed of 40 infants aged 1 month to 5 years
whose material was collected on admiszion, The components of
thig group were admitted with acute enteritis and the material was
examined by technies of isolation in order fo compare these technics;
group 11 was composed of 90 infants aged 80 days to 2 vears with
symptoms of severe enteric disturbances; group III was composed
of 1569 premature or newborn infants, all hospital delivered, with
less than 30 davs old. 188 of them had svmtoms of an acute gastro-
enteritis and 21 were normal

Cultures on 74 specimens of feces eollected by rectal swab
from group 1 gave similar results to those cbtained on 74 specimens
of feces eollected by spontanecus defecation on the same group.
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The investigators discovered that the use of enriched media
{Gerbeaux, 1955) did not increase the number of positive eultures.
Superior results were obtained by the combined use of 88 and
Holt-Harris-Teague media.

The identification of the E. coli was based on morphology and
fermentation reactions. Antigenic analysis was performed by slide
agglutination followed by slow fube aggiutination.

The frequency of enteritis by E. coli {enieropathogenic coli)
“was high in all groups but higher in the newhorn group {group III},

Group 1 | Ciroup TR {_ Group I
! enteritis | movmal

E . coli 0111 ... il T 15 71 2
E eoll 088 . ..iiiiviiiiiininnnns 0 2 ; 0
E.coB 9086 ..ooouciiiii s 2 o 0 0
E. coli 0 111 + E. c—c;lz '6-86 0 1 0 0 N
E.eoli 0 111 4. Shigella sp. .... 4] 3 O ¢
E. coli 9 55 4. Salmonelle sp. .. 4] 1 0 @
E. eoli 9 111 | Saimonella sp. . 1 0 0 ]
Shigelle 8P, oo iiinieerss 10 ki G 0
Salmonelle sp. . ... e 5 4 1] 1]
Shigelle sp, -1 Salmonella sp. .. 31 0 1] 0

Negatives u 57 ! 67 18

The technics of agglutination, haemagglutination and micro-
flocculation were compared for the detection of serum antibodies.
The authors favor the last technic although none of the results was
gatisfactory,

From all isclated strains F. coli 0 111 B4 tests of sensivity
in vitro (disk method) for the following drugs were performed:
neomyein, polymyxin, sulphadiazine, chloramphenicol, oxytetracy-
cline, chlortetracycline and streptomyein.

The authors came fo the conclusion that antibiograms made
with germs isolated from the first and second group were similar.
In the third group it is noticed an increased resistance to tetra-
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eyeline and chloramphenicol. They emphasize the importance of
to be acquainted with the local situation regarding the individual
resistance of the patient against the commonest antibiotica used.

Using a similar technic, the authors made a search for normal
carriers of enteropathogenic coli and isolated from 1027 samples
30 pathogenics.

Finally, they tried experimental infection on the guinea pig
by introducing the germs dirvectly into the stomach., In 16 infected
animals, there were poszitive results in 15 cases with clinic and
histopathelogic picture of severe and diffuse enteritis and recovery
of the germ from the feces.
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