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REVELACAO DE COLIBACILOS ASSOCIADOS AS DIARREIAS
INFANTIS PELO METODO DA INFECCAO EXPERIMENTAL DA
ALCA LIGADA DO INTESTINO DO COELHO

Luiz R. TraBULST (1)

RESUMO

Foram estudados por essa técnica 27 colibacilos isolados de criancas com diar-
réia aguda e 23 de criancas normais. Qs dois grupos foram subdivididos em coli-
bacilos enteropatogénicos e ndo-enteropatogénicos, de acordo com os resultados das
provas de aglutinagdo com os soros 026:B6, 055:B5, 086:B7, 0111:B4, 0112:B11,
0119:B14, 0124:B17, 0125:B15, 0126:B16, 0127:B8, 0128:B12 e respectivos so-
ros 0. Um dos trés colibacilos enteropatogénicos isolados de normais e 9 dos 11
isolados de doentes provocaram dilatagio da alga ligada do intestino do coelho;
dos colibacilos nfo enteropatogénicos, 6 dos 16 isolados-de-doentes-provocaram-di- -
latagdo da algda ligada do intestino do coelho, ndo ocorrendo o mesmo com nenhum

dos 20 isolados de normais.

Os resultados obtidos sugerem que, colibacilos néo

considerados enteropatogénicos pelo critério sorologico, podem ser causa de diar-

réia infantil.

INTRODUCAO

Varios trabalhos demonsiram estreita cor-
relagio entre a agfio dos colibacilos na alga
ligada do intestino do coelho e a presenca
ou auséncia de diarréia nos pacientes dos
quais os mesmos foram isolados. Assim, DE
& col.?, idealizadores do método, verificaram
que elevada percentagem de colibacilos iso-
lados de pacientes adultos com diarréia, pos-
suia a habilidade de dilatar a alga intestinal
do coelho, o mesmo occorrendo apenas, com
pequeno namero de colibacilos isolados de
individuos normais. Mc Nauvcat & Ro-
BERTS® complementaram éstes estudos, de-
monstrando nitida dualidade de agdo dos
colibacilos considerados enteropatogénicos:
aquéles isolados de criangas normais, com
algumas excegbes, ndo lesavam, enquanto a

maioria dos isolados de criangas com diar-
réia determinava inflamacfo da alca ligada
do. intestino do coelho. Mais recentemente,
TavLor & col.® chegaram a conclusGes seme-
lhantes, demonstrando, ainda, que de nume-
rosos colibacilos isolados de bezerros com
diarréia, suinos com enterite, pacientes com
infecgdo urinaria e da dgua, somente alguns
dos isolados de bezerros tinham a capacida-
de de dilatar a al¢a ligada do intestino do
coelho. ’

No presente trabalho, resumo de nossa
tese inaugural 1%, apresentamos os resultados
obtidos ao estudarmos, pelo método de DE
& col.?, 50 amostras de E. coli isoladas de
criancas normais e com diarréia,
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O objetivo principal do mesmo foi o de
verificar se, pelo referido método, seria pos-

sivel encontrar-se colibacilos associados as
diarréias infantis entre aquéles nido conside-
rados enteropatogénicos pelo critério sorolé-

gico.
MATERIAL E MBTODOS
Colibacilos:

1. TIsolados de criangas sem sintomas de
afeccdo digestiva: (a) 3 colibacilos entero-
patogénicos, 2 do grupo 026:B6 ¢ 1 do gru-
po 0126:B16; (b) 20 colibacilos nio ente-
ropatogénicos.

2. Isolados de criangas com diarréia agu-
da: (a) 11 colibacilos enteropatogénicos, 2
do grupo 026:B6, 2 do grupo 055:B5, 4 do
grupo 0111:B4, 2 do grupo 0119:Bl4 e 1
do grupo 0127:B8; (b) 16 colibacilos nio

enteropatogénicos.

O isolamento foi feito por semeadura das
fezes em placa de Teague e a identificaglo
de acbrdo com os métodos recomendados por
Epwarps & EwinG *. A subdivisio em ente-
ropatogénicos e ndo-enteropatogénicos teve
por base os resultados das provas de aglu-
tinacdo com os soros 026:B6, 055:B5, 086:B7,
0111:B4, 0112:B11, 0119:B14, 0124:B17,
0125:B15, 0126:B16, 0127:B8, 0128:B12 e

respectivos soros 0.

Tédas as criangas tinham menos de 2 anos.

Infec¢iio experimental da alga ligada do
intestino do coelho — A técnica wtilizada
foi, em linhas gerais, a mesma descrita por
TavrLor & col.®.

Foram utilizados coelhos adultos, de am-
bos os sexos, pesando enire 2 e 2,5 kg, pro-
venientes da mesma criagio e que haviam
permanecido sem alimentagdo durante 24 ho-
.ras. O animal era submetido a leve anes-
tesia por éter e o abdome aberto por incisdo
mediana de aproximadamente 3 cm de com-

primento. Identificava-se o ileo e com fio
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de algoddo 10 preparavam-se 2 a 3 algas,
a extremidade distal da primeira ficando
apreximadamente a 6 cm da valvula ileo-
Cada alca media 5 cm de compri-
distanciava-se

cecal.
mento, aproximadamente, e
cérca de 10 cm uma da outra.
injetava-se a cultura nas alcas preparadas,

colocava-se o intestino na cavidade perito-

Em seguida -

neal, suturava-se a parede abdominal e fa-
zia-se impermeabilizacio da ferida cirargica
com solugdo coloidal estéril. O processo
operatério demorava de 15 a 20 minutos e
apbs 3 a 5, o animal ja havia despertado.
Ao fim de 20 a 24 horas sem alimentos, mas
com 4gua, o animal era sacrificado, a cavi-
dade peritoneal aberta e as algas identifica-
das. Em cada uma delas verificava-se a pre-
senca de dilatacio por exsudato, a qual era
classificada em uma, duas e trés cruzes, de
acordo com a intensidade (Fig. 1). Em se-
guida retirava-se de cada alga, segmento de
mais ou menos 1 cm de comprimento para
exame histopatolégico.

As reacbes inflamatérias foram classifica-
das em leves, moderadas e graves.

Reagdo inflamatéria leve (Fig. 2): carac-
terizada por infiliragdo mononuclear que
comprometia as vézes e secundariamente o
epitélio, certo grau de edema discreto e pro-

ducdo de muco.

Reagio inflamatéria moderada (Fig. 3):

‘caracterizada pelos mesmos achados, geral-

mente mais acentuados e acrescidos de des-
truicio do epitélio, descamando para a luz

do intestino.

Reagdo vinﬂamatéria grave (Fig. 4): acen-
tuado processo inflamatério agudo, com des-
truigo extensa do epitélio e areas de he-
morragia. V

A infecciio experimental das algas foi fei-
ta 48 horas apés o isolamento das bactérias,
utilizando-se como inéculo, 1 ml da cultura
em caldo comum, incubado a 37°C durante

16 a 20 horas.



Fig. 1 Algas ligadas do intestinoe do coelho mostrande os diferenies graus de
dilatacino (1, 2 ¢ 3 eruzes): vé-se também uma alea nio dilatsda (sinal —3,

Fig. 2 — HReaclo Inflamatdria leve. Infiltracio do corlum por mo-
nonucleares com  comprometimento secundéario do  epitéllo,  Edema
digereio e hipersecreciio de muco. HE. (240 ).
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Fig, 3 — Reacho Inflamatdria moderada. Inflitracio do corlum por
mononucleares ¢ peulmalilos, destruicio parcial do epitéllo gue des-
cama para a lux HE. (240x),

Flg. 4 — Reaciio inflamatdrin grave. Acenluado processo inflama-
térlo agudo, com destrulcho extensa do epltélio. H.E. (240% ),
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RESULTADOS

1. Colibacilos isolados de criancas sem
sintomas de afeccgo digesiiva — a) entero-
patogénicos (Quadro I): das 3 culturas, ape-

QUADRO I

Acdo de 3 colibacilos enteropatogénicos isolados
de criancas normais sdbre a alca ligada do
intestino do coelho

Amostra Grupo, Dilata- | Reacéo infla-
antigénico céo flamatoéria
28 026:B6 — Ausente
29 0126:B16 + 4+ Grave
34 C26:B6 — Ausente

nas uma, o colibacilo 0126:B16 lesou o in-
testino do coelho, provocando dilatacio in-
tensa e reacdo inflamatéria do tipe grave;
b) nfo enteropatogénicos (Quadro II): ne-
nhum dos 20 colibacilos provocou dilatagao
da alga ligada ou provocou reagdo inflama-
téria do tipo moderado ou grave. Entretan-
to, 8 culturas provocaram reacio inflamaté-
ria leve.

QUADRO II

Acdo de 20 amostras de colibacilos nido-entero-
patogénicos isolados de criancas normais, sdbre
o intestino do coelho

2. Colibacilos isolados de criangas com
diarréia aguda — a) enteropatogénicos: 9
dos 11, provocaram dilata¢do da alga intes-
tinal, tendo variado de 1 a 3 cruzes a inten-
sidade da mesma. As reagdes inflamatérias,
presentes em todos os casos com dilatagfo,

variaram de leves a graves, sem correlagio

com a intensidade da dilatago. Assim, duas
algas com dilatagio de 1 cruz apresentaram
inflamacdo moderada; 3 das 4 com dilata-
¢do de 2 cruzes, apresentaram, também, rea-
¢d0 moderada e uma, reagdo leve; finalmen-
te, das trés com dilatacdo de 3 cruzes, duas

QUADRO III

Acfo de 11 colibacilos enteropatogénicos isolados
de criancas com diarréia sObre a alca ligada do
intestino do coelho

R ~ Reacdo
Amostra Dilatacéo inflamatoria
1 Ausente Leve
2 ” Ausente
3 » ”
4 » »
10 ” Leve
11 ? >
12 ? Ausente
13 ” ”
14 ” Leve
15 " ”
18 ” ”
19 ” ?
21 ” Ausente
26 ? ”
27 " : ”
33 ” Leve
35 ” Ausente
45 ” ”
46 ” ”
48 ” ”

Amostra | i imico | cdo | tamatoria
5 026:B6 Moderada
7 0111:B4 + ”

8 055:B5 + ?
20 0111:B4 ++ Leve
24 0127:B8 ++ 4 Moderada
25 055:B5 — Ausente
32 026:B6 + + + Grave
40 0119:B14 + + Moderada
42 0111:B4 + »
44 0111:B4 ++ + "’

apresentaram reagdo moderada e uma, in-
flamag8o grave; b) ndo enteropatogénicos
(Quadro IV): dos 16 colibacilos estudados,
6 provocaram dilatagio de 2 ou 3 cruzes no
intestino do coelhs e as reacgbes inflamato-
rias encontradas nas alcas dilatadas varia-
ram de leve a grave. Nota-se, também, falta
de correlagdo entre a intensidade dos dois
processos. Assim é que, embora as duas di-
latagcoes de 2 cruzes se acompanhassem de
reagio inflamatéria moderada, uma das qua-
tro dilatacbes de 3 cruzes acompanhou-se de
reacdo leve. Além disto, uma alga ndo di-
latada apresentou o mesmo tipo de infla-
macio. ’
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QUADRO IV

Acdo de 16 amostras de colibacilos ndo-entero-

patogénicos isolados de criancas com diarréia,
sObre a alca ligada do intestino do coelho
Amostra Dilatacao infﬁiiigria
6 + o+ Grave
9 Ausente Leve
16 + 4 Moderada
17 m Leve
23 i Ausente Ausente
30 + + + Grave
31 Ausente Ausente
36 ” ”
37 ” »
38 ” »
39 + + Moderada
41 ’ Ausente Ausente
43 4 ”
47 ++ + Leve
49 + 4 Grave
50 Ausente Ausente

DISCUSSAO

Os resultados apresentados demonstram es-
treita correlagho entre a origem e a acgio
dos colibacilos sébre o intestino do coelho,
uma vez que apenas um (4,3%) dos 23 iso-
lados de “normais”, mas 15 (55%) dos 27
isolados de diarréias provocaram dilatagéo
da alga ligada. Esta correlagio é vilida,
mesmo quando subdividimos os colibacilos
em enteropatogénicos e ndo-enteropatogéni-
cos, embora seja pequeno o numero dos pri-
meiros, isolados dos normais. N&o obstante,
observa-se no Quadro I que, dos 3 colibaci-
los isolados de normais, apenas 1 dilatou o
intestino do coelho, ocorrendo o mesmo, po-
rém, com nove (819%) dos 11 isolados de
diarréias (Quadro II). Estes resultados sdo
semelhantes aos obtidos por Mc NavcuT &

RoBERTS ®, embora os autores tenham ava-

liado a acfo patogénica de smas culturas
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pelos achados histopatolégices das algas li-
gadas. Verificaram, porém, que aproxima-
damente 81% dos colibacilos isolados de do-
entes, mas apenas 9% dos isolados de nor-
mais, lesavam de modo mais intenso o in-
testino do animal. Também Tavror & col.?
verificaram que, de 12 tipos sorologicos de
E. coli enteropatogénicos isolados de crian-
cas com diarréia, apenas um deixou de di-
latar a alca do intestino do coelho. Este,
porém, determinou reagfo inflamatéria mo-
derada, com exsudato purulento para a luz
da alca. Ao contrério, sdmente dois de sete
outros tipos sorolégicos isolados de criangas
normais, apresentaram ag¢io semelhante. As
duas culturas, porém, haviam sido isoladas
de criangas que eniraram em contato com
doentes portadores das mesmas bactérias.

Considerando-se agora os resultados obti-
dos com os colibacilos nio-enteropatogénicos
(Quadros III e IV), verifica-se, também, a
correlagdo mencionada, uma vez que nenhum
dos isclados de normais, mas 6 (37%) dos
isolados de doentes provecaram dilatagdo da
alga ligada do intestino do coelho. Varios
tipos sorologicos de E. coli, ndo pesquisados
no presente trabalho, tém sido encontrados
em assoclagdo com casos de diarréias infan-
tis (RoGERs & CRACKNELL 7, CHARTER 2, LiN-
ZENMEIER °, ABoULDAHAD & col.! e outros)
e Tavror & col.? relatam que duas amostras
de E. coli 078:K80 (E. coli considerada nio-
enteropatogénica), isoladas de criancas com
diarréia, tinham a capacidade de dilatar a
alca ligada do intestino do coelho, o mesmo
ndo acontecendo com outra E. coli do mes-
mo grupo antigénico, mas isolada de crian-
ca normal. Entretanto, a analise antigénica
das seis amostras de E. coli patogénicas para
o intestino do coelho, cujos resultados serdo
comunicados posteriormente, demonstrou que
apenas uma delas j4 havia sido relacionada
a etiologia das diarréias infantis. Déste mo-
do, parece ser mais extensa do que se acei-
ta, a participacio da E. coli na génese das
diarréias infantis, podendo outros tipos nio
considerados enteropatogénicos pelo critério
sorol6gico, ser a causa de tais processos.

Com relagdo aos achados macroscopicos e
microscopicos encontrados na alga ligada do
intestino do coelho, ficou evidente a falta
de correlacio entre a intensidade dos mes-
mos. Entretanto, deixando-se de considerar
a reagio inflamatéria leve, presente em gran-
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de niimero de algas sem dilatacio e inocula-
das com colibacilos isclados de criancas nor-
mais e doentes, verifica-se estreita concor-
déncia entre a presenca de dilatacio e reaco

inflamatéria, no sentido de- que, apenas com -

duas excegGes, t6das as algas dilatadas apre-
sentaram inflamagfo moderada ou grave.
Adotamos, porém, a dilatagdo como critério
de patogenicidade da E. coli, porque a mes-
ma nfo ocorreu nas algas inoculadas com
colibacilos n#o-enteropatogénicos de normais
e nas duas excecbes mencionadas, havia
dilatacdo e exsudato acentuados, mas foi leve
a reaco inflamatéria. Tal critério explica
as ligeiras discordancias entre os resultados
apresentados na tese e no presente trabalho.

SUMMARY

On the detection of E. coli associated to in-
Janiil diarrhea by the experimental infection
of ligated rabbit-gut segments.

Ligated lops of rabbit gut have been used
to test 50 strains of E. coli for their ability
to cause dilatation. Twenty three strains
were isolated from normal children and 27
from children with acute diarrhea. They
were subdivided in enteropathogenic and
non-enteropathogenic E. coli according to the
results of slide and tube agglutination in OB
and O sera against the following antigenic
‘groups: 026:B6, 055:B5, 086:B7, 0111:B4,
0112:B11, 0119:B14, 0124:B17, 0125:B15,
0126:B16, 0127:B8 and 0128:B12.

One of three enteropathogenic E. coli iso-
lated from normal children and 9 of eleven
isolated from children with diarrhea were

“able to dilatate the inoculated loops. On
the other hand none of 20 non-enteropatho-
genic £, coli isolated from normal children
but 6 of 16 isolated from children with diar-
rhea had the ability to cause dilatation of the
inoculated loops. These results suggest that
E. coli strains not belonging to the classical
group of enteropathogenic £. coli might be
the cause of infantile diarrhea.
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