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SUMMARY

Lactoferrin is a 78-Kd glycoprotein foun in various organic fluids and in low
concentrations in the gastrointestinal tract. This study was undertaken to verify if
lactoferrin is a marker of intestinal acute inflammation determined by enteric

pathogens.

We utilized a latex agglutination test to detect lactoferrin in fecal samples in
two different studies. Determination of the cutoff was carried out comparing the
results of the latex agglutination test expressed in titers with the presence or absence of
leucocytes in fecal specimens of children and adult patients and controls. Ultimate

correlation of the results and specific etiologic agents was done.

The measurement of fecal lactoferrin was done in 72 control samples and in a
168 samples of brazillian children with acute and persistent diarrhea in a case control
study carried out in Fortaleza, Brazil, from 1988 to 1991. The cutoff of the test
stablished to children was 1/100.Titers equal or over 1/200 were considered abnormal
to children. The comparison of latex agglutination test with fecal leukocyte
examination showed good correlation. The test sensitivity(0.74) was significantly
higher than that of fecal leukocytes(0.60). Results were false negative in 13% and false
positive in 27%. The specificity of the latex agglutination anti-lactoferrin test was 0.88

and positive predictive value was 0.93.Correlation of fecal lactoferrin titers with



specific diarrhoeagenic pathogens revealed that either invasive or non-invasive
pathogens presented high fecal lactoferrin titers without a distinctive cutoff between

them.

Three hundred and forty seven fecal samples from adult inpatients with diarhea
of the Univesity of Virginia Hospital, Charlottesville, USA, and 65 control samples
were evaluated by latex agglutination test, CHO cell culture assay, and ELISA for the
detection of fecal lactoferrin, Clostridium difficile toxins B and A, respectively. The
cutoff for adults was stablished in <1/50. Titers equal or over 1/50 were considered
abnormal. Fecal lactoferrin showed variable sensitivity in samples positive by CHO cell
assay for toxin B (38% - 74%) and positive by ELISA for toxin A (60%). We
observed increasing sensitivity of the anti-lactoferrin latex agglutination test in

correlation with increasing titers of toxin B detected by CHO cell assay.

The overall evaluation of these two studies let us conclude that fecal lactoferrin
is not a marker of intestinal inflammatory diarrhea but an indicator of enteric lesion by
inflammatory and non-inflammatory etiologic agents. Increased fecal lactoferrin
concentration suggest that it could originate either from neutrophil deganulation in the
gut or from local mucosal epithelial intestinal cells. It could be a screening test for
further fecal microbiological studies in hospitalized patients with C. difficile associated

diarrhea diagnostic hypothesis.



RESUMO

A lactoferrina é uma glicoproteina de 78-Kd que se encontra em numerosos
fluidos orginicos e em baixas concentragdes no trato gastrointestinal. O presente
estudo tem por objetivo averiguar se a lactoferrina € um marcador de inflamag@o

intestinal aguda.

Utilizou-se um teste de aglutinagdo pelo latex para detecg¢do de lactoferrina
fecal em amostras fecais em dois estudos diferentes. A determinagdo do ponto de corte
("cutoff") do método foi realizada comparando-se os resultados do teste em estudo
expresso em titulos com a presenga ou auséncia de neutrofilos nas fezes de criangas e
adultos com diarréia e controles. Foi realizada ulterior correlagdo dos resultados com

agentes etiologicos especificos de diarréia infecciosa.

A medida de lactoferrina fecal foi feita em 72 amostras controles e 168
amostras de diarréia aguda e persistente de criangas brasileiras menores de 5 anos de
um estudo caso-controle realizado em Fortaleza no periodo de 1988 a 1991. O ponto
de corte do método encontrado para criangas foi de 1/100. Titulos maiores ou iguais a
1/200 foram considerados anormais. Ao se fazer a comparagdo com a pesquisa de
leucocitos nas 168 amostras fecais diarréicas, observou-se boa correlagdo, porém
elevado nimero de falsos positivos (27%). Houve 13% de falsos negativos. A
sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo foram 0.74,0.88 e 0.93,
respectivamente. A correlagdo dos titulos de lactoferrina fecal com etiologias
especificas de diarrréia revelou que tanto patogenos invasivos quanto ndo invasivos se
associavam a elevados titulos de lactoferrina nas amostras diarréicas. Assim, ndo

houve distingdo de titulos inflamatérios e néo inflamatorios.



Trezentas e quarenta e sete amostras de diarréia de pacientes adultos
internados no Hospital da Universidade de Virginia e 65 amostras controles foram
avaliadas pelo teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina e por cultura de células
"CHO" e ELISA para detecgdo de toxinas B e A do C. difficile. O ponto de corte do
teste para adultos foi estabelecido em <1/50. Titulos maiores ou iguais a 1/50 foram
considerados anormais. A lactoferrina fecal mostrou boa correlagdio com amostras
positivas para toxinas do C. difficile pela cultura de células e/ou ELISA, com
sensibilidade variavel de 38 a 74%, porém sempre igual ou maior a sensibilidade da
pesquisa de leucocitos. A especificidade e valor preditivo neste estudo foram 0.94 e
0.97, respectivamente. Observou-se sensibilidade crescente do teste para lactoferrina

em correlagdo com a elevagdo dos titulos de toxina B.

A analise global dos dados dos dois estudos de diarréia em criangas e adultos
leva-nos a concluir que a lactoferrina ndo é um marcador de diarréia inflamatoria,
porém é um indicador de lesdo entérica por agentes etiologicos de diarréia inflamatoria
e ndo inflamatéria. A elevagdo das concentragGes de lactoferrina fecal sugere que esta
possa ser proveniente da degranulagdo neutrofilica ou produgdo autoctone pelas
células epiteliais intestinais. Essa proteina poderia servir como critério de selecdo de
amostras fecais de pacientes hospitalizados com hipotese diagnostica de diarréia
associada a antibiotico que devessem seguir para ulterior analise laboratorial de toxinas

A e/ou B.



INDICE

INTRODUGAOD .o 01
OBIETIVO oot 17
MATERIAL E METODO ..ot 18
RESULTADOS oot 29
TRIEETTRBAL 05 1m0 5 550 08 i 2050 i ) RS 055 . SRS 8 ARG 53
COBWOLITSOBES oo i wis sovsviss msso s 56355 st s s s ot sesssrin s s s s v 61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS oo, 62



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1 ettt et e et e e et e e eeenneees 38
PEOLIRA 2. i tumnbomsonsmssnnnson s aoes eissss s wodssviosns 15w s s sk Has sy 134 SR8 A6 39
FIGURA 3 et ettt e 40
FIGURA 4 ettt 41
UGB 5 oo s sonsaiin sohiod sesmms s semen b5 SR N S STV SS9 €6 AN NSRS 42
BICROMRIL 18 s casamnonctiocnmsnabumsissos o s o s RS P A S R S B8 43
FIGURA 7 ettt 44
FIGURA 8 ittt 45
FIGURA O ittt ettt eenee e 46
FREIITRA T o i it i insiiidestieamsesmnsrsan s b AR T 0556 S O B TSR 5T 47
FIGUIRA, L ccicnisvmennson ssmmassmossinss snnosssssossssoss s sams s s imsnsios a5 s Ronss s s sS  Amm b asa e 48
IS STLIIREIRG, B2 oo e 0 A5 8 A S AP A RS 49
FIGURA 13 Lottt sne s snte st sn e s s e e b e s s e nesmneesnnes 50
FUGUTBUA B ... mmmoisomecicin i s o 5080308 S S8 A A S S 59 SR A S RN 51

FHGUIRRA 15 om0 RS54 B4 SRR 25 575 G SRt 32




1-INTRODUCAO

Lactoferrina: caracterizacéio e papel biolégico

A lactoferrina ou lactotransferrina foi inicialmente isolada em leite bovino por
Sorensen & Sorensen em 1939 (MASSON e col., 1969). E uma glicoproteina de
cadeia unica que se liga a dois atomos de ferro e faz parte da familia das transferrinas.
Esta familia de proteinas caracteriza-se por sua capacidade de se ligar reversivelmente
ao ferro com alta afinidade. A completa seqiiéncia de aminoacidos da lactoferrina de
glandula mamaria humana ja foi determinada (POWELL & OGDEN, 1990; REY e
col., 1990). Existem multiplas formas moleculares desta proteina de 78-Kd no leite
humano. A forma convencional ligante de ferro é denominada Lf-o,, enquanto outras
designadas Lf-f e Lf-y possuem potente atividade de ribonuclease. Semelhantes formas
também foram encontradas em granulos secundarios de granulécitos normais e
leucémicos. Esses dados sugerem diferentes fungdes para esta proteina (FURMANSKI

e col., 1989; FURMANSKI & LI, 1990).

A lactoferrina tem ampla distribuigdo em fluidos orgénicos. Varios estudos
mostram sua presenga em concentragdes normais em individuos sadios ou alteradas
durante processos biologicos que modificam a composi¢do das secre¢des externas.
Assim, sua presenga ja foi determinada no muco vaginal (COHEN e col., 1987),
lagrima (FULLARD & TUCKER, 1991), secregdes nasais (RAPHAEL e col., 1989),
saliva (PAGE e col., 1990), fluido seminal (THALER e col., 1990), bile, suco
pancreatico, muco traqueal, leite, suor, urina e fezes de seres humanos (MASSON e
col,, 1966; GOLDMAN e col, 1990, GUERRANT e col., 1992). A localizagdo
tecidual da lactoferrina tem sido bem demonstrada através de estudos
imunohistoquimicos e de expressio protéica em lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas

de glandulas salivares, carcinoma de mama e tiredide dentre outros (CHOMETTE e



col., 1991; CAMPBELL e col., 1992; BEDROSSIAN, 1988). Em tecidos normais ou
com patologias ndo neoplasicas ja foi descrita a presenga de lactoferrina em células
epiteliais do estdbmago, intestino delgado, prostata e vesiculas seminais (LUQMANI e
col., 1991; TETSUO e col., 1993; WICHMANN e col., 1989). Aparece também como
antigeno de superficie em linfocitos B (BUTLER e col., 1990). A ampla distribui¢do
da lactoferrina em tecidos epiteliais e barreiras mucosas sugere um importante papel

biologico para esta proteina.

A concentragdo de lactoferrina no leite humano diminui com a idade da
lactagdo. Sua concentragdo média no colostro, leite transicional e leite maduro foi de
6.7, 3.7 € 2.6 g/l, respectivamente, ao ser determinada por método imunoeletroforético
(HIRAI e col, 1990). A forma predominante de lactoferrina no leite materno
caracteriza-se por exibir baixa saturagio de ferro (1.5%), o que lhe confere a
capacidade de desempenhar fung8o bacteriostatica no trato gastrintestinal

(DONANGELO e col., 1991).

Recentemente foi caracterizado um receptor especifico para lactoferrina
humana e de macacos n membrana de células intestinais com borda em escova. Este
receptor tem o papel de facilitador da absorgdo intestinal de ferro e manganés
(DAVIDSON & LONNERDAL, 1989). A degradagdo da lactoferrina proveniente da
saliva e leite materno em lactoferricina ocorre no trato gastrintestinal através da
digestdo pela pepsina gastrica. Esse peptidio tem agdo bactericida mais potente que a
lactoferrina sobre numerosas bactérias da flora intestinal e patdgenos entéricos como
L. coli, S. enteritidis, Y. enterocolitica, C. jejuni ou sobre outras bactérias produtoras
de toxina entérica como B. cereus, S. aureus e C. perfringens (BELLAMY e col.,

1992).

A complexa interagdo da lactoferrina com diversos microorganismos,

principalmente as bactérias, tem sido largamente estudada em experimentos in vitro e



in vivo (CZ[ROK e col., 1990). Tanto as bactérias quanto os mamiferos necessitam de
ferro para a sua sobrevivéncia. Em seres humanos, a lactoferrina, bem como a
transferrina, ligam-se ao ion ferroso, sequestrando-o das bactérias. Esse mecanismo €
capaz de manter o nivel de ferro livre abaixo daquele requerido para o crescimento
bacteriano (0.4 a 1uM), especialmente quando a lactoferrina estd na forma ndo
saturada (apolactoferrina). Ellison III e colaboradores demonstraram que a lactoferrina
ndo saturada era capaz de produzir les@o e alteragdo da permeabilidade da membrana
externa de cepas de Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Outros experimentos
mostraram que isoladamente a lactoferrina tem efeito bacteriostatico. Efeito
bactericida foi observado ao se combinar com a lisozima (ELLISON III e col., 1988;
ELLISON III & GIEHL, 1991). A agdo lesiva da lactoferrina sobre a parede de
bactérias Gram-negativas aumenta o potencial bactericida de alguns antibidticos

(ELLISON III e col., 1990).

Por outro lado, algumas espécies de bactérias sdo capazes de secretar
substancias de baixo peso molecular denominadas sider6foros. Esses compostos sdo
capazes de remover o ferro ligado a lactoferrina ou a transferrina. A secregdo desses
quelantes do ferro estd bem descrita como mecanismo adaptativo em E. coli, S.
flexneri e S. typhimurium. A lactoferrina apresenta graus variaveis de ligagdo
especifica ou inespecifica a essas e outras bactérias intestinais e extra-intestinais
(NAIDU e col., 1991; TIGYT e col., 1992; NAIDU e col.,, 1993). No caso da
Neisseria gonorhoeae, apés a ligagdo da lactoferrina aos receptores especificos de

membrana, ocorre remogao do ferro pela bactéria (BLANTON e col., 1990).

O papel da lactoferrina sobre o tecido hematopoiético tem sido bastante
estudado nos ultimos dez anos. Classificada também como uma citocina, essa proteina
causa supressdo da medula Ossea hematopoiética por diminuir indiretamente a
produgéo de fatores estimuladores de colonia. A interleucina-1, cujo papel inclui

estimulaggo da liberagdo de fatores estimuladores de colénias hematopoiéticas a partir



de células acessorias a medula 6ssea, possui sua liberagdo diminuida pela lactoferrina.
Entretanto, a interleucina-6 e lipopolissacaridio bacteriano sdo capazes de anular o

efeito supressor da lactoferrina (BROXMEYER, 1992).

Uma boa evidéncia de que a lactoferrina desempenha um importante papel nos
mecanismos de defesa do organismo é o desenvolvimento de infecgBes bacterianas
recorrentes de pele em pacientes com deficiéncia de lactoferrina nos granulos
secundarios dos neutrofilos (RAPHAEL e col., 1989). A lactoferrina é capaz de
catalisar a reagdo de Haber-Weiss em neutrofilos ativados ao fornecer ion ferroso para
a formag@o de OH., um potente oxidante, a partir de dnion superoxido e perdxido de
hidrogénio em pH 4cido. Exerce, desta forma, atividade bactericida via agentes

oxidantes (KLEBANOFF & WALTERSDORPH, 1990; SANCHEZ, 1992).

Ainda dentro do contexto da inflamagdo, observou-se que a lactoferrina
sensibiliza os polimorfonucleares a produzir mais superoxido e a exibir maior
motilidade (GAHR e col., 1991). Os mondcitos apresentam receptores de membrana
para lactoferrina. Em condi¢Ges normais, menos de 10% dos receptores sdo ocupados,
porém taxas superiores a 50% s3o encontradas durante estados inflamatorios do
organismo humano. A lactoferrina saturada de ferro € entfo internalizada para o
citoplasma, onde o ferro é deslocado para a ferritina. Esse processo leva a diminui¢do
do ferro sérico em doengas inflamatérias (BIRGENS e col.,, 1991). Finalmente,
evidéncias sugerem que niveis séricos elevados de lactoferrina correlacionam-se com a
degranulagdo neutrofilica que ocorre em septicemias, uma vez que o0s
polimorfonucleares parecem ser a unica fonte de lactoferrina intravascular (NUIJENS

e col., 1992).



Visdo panoramica de diarréia infecciosa

A diarréia é uma das doengas mais comuns no homem. Embora na maioria das
vezes seja de facil tratamento, torna-se ameagadora a vida quando fatores do
hospedeiro e ambientais desfavoraveis impedem o pronto estabelecimento de
terapéutica e profilaxia adequadas. Desta forma, ambientes populosos e sem o
desejado nivel de saneamento basico e educagdo sanitaria constituem meio favoravel
ao desenvolvimento tanto endémico quanto epidémico de patogenos entéricos (MATA

& GUERRANT, 1988).

A estimativa da incidéncia de diarréia em criangas com menos de 5 anos de
idade em paises em desenvolvimento na década de 70 foi de 2.2 episodios de diarréia
por crianga por ano, com uma estimativa de incidéncia e mortalidade total anual de
doenga diarréica na mesma faixa etaria de 744-1000 milhdes de episodios e 4.6 milhdes
de mortes ao se utilizar dados provenientes da Africa, Asia e América Latina

(SNYDER & MERSON, 1982).

Dez anos ap6s o trabalho de Snyder & Merson, observou-se que a incidéncia
de diarréia nas citadas regides em desenvolvimento, na década de 80, permaneceu
virtualmente a mesma, qual seja, 2.6 episodios por crianga por ano ou 1 bilhdo de
episodios por ano, enquanto a mortalidade total foi reduzida significativamente para
3.3 milhGes de mortes por ano. Este ultimo fato provavelmente reflete os esforgos
mundiais em melhorar os recursos basicos de atendimento em saude, tendo como

énfase o estabelecimento da terapéutica de reidratagio oral (BERN e col., 1992).

Um estudo realizado em 1985 em duas cidades do sul do Brasil, onde 90% das
criangas estudadas tiveram acesso a cuidados médicos, mostra ser a diarréia persistente

a principal causa de mortalidade por diarréia (62%), enquanto a diarréia aguda e a



disenteria revelaram uma proporgdo de 28% e 10%, respectivamente. Esses resultados
demonstram a eficacia do acesso a cuidados médicos e terapia de reidratagdo oral em
reduzir a mortalidade por diarréia aguda, bem como os diferentes padrdes clinicos de

apresentagdo das diarréias e seu impacto no prognostico (VICTORA e col., 1992).

A afirmag@o de que diarréia predispde a desnutrigio € um consenso na pratica
médica. De fato, Leslie estimou uma perda estatural de 5cm no segundo ano de vida
relacionada a presenga de 6 a 7 episédios de diarréia em criangas do Nordeste
brasileiro (GUERRANT & MCcAULIFFE, 1986). Desnutrigdo, por sua vez, esta
associada a maior incidéncia e durag@o dos episodios diarréicos (SCHORLING e col.,
1990). Secundariamente, instala-se a ma absorg@o intestinal dos nutrientes devido as
multiplas acdes de patdgenos intestinais isolados ou em combinagdo com o estado
hipoplasico da mucosa intestinal ligado a desnutri¢@o per si (SULLIVAN e col., 1991;
SULLIVAN e col., 1992). Forma-se, assim, o classico ciclo vicioso de diarréia,
desnutrigio e ma absor¢do. A magnitude deste ciclo reflete-se nos altos indices de

mortalidade por diarréia e no retardo do crescimento e desenvolvimento infantis.

Os agentes infecciosos constituem a mais frequente causa de diarréia dentre os
diversos mecanismos etiopatogénicos desta enfermidade intestinal intensamente
pesquisada (RUBINOFF & FIELD, 1991; FIELD e col., 1989; TAMALI e col., 1992).
Uma forma de classificagdo de diarréias amplamente aceita na pratica médica divide-as
em diarréias ndo inflamatorias e inflamatorias, segundo a auséncia ou presenga de
leucocitos nas fezes (GUERRANT & MCcAULIFFE, 1986; GUERRANT, 1990a;
GUERRANT, 1990b).

Dentro do grupo de diarréias ndo inflamatérias estdo aquelas causadas por
Vibrio cholerae, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (E. coli) enterotoxigénica (ECET), dentre outras bactérias produtoras

de enterotoxinas citotdnicas, as quais promovem diarréia aquosa com variaveis graus



de severidade (ACHESON, 1992; BOBAK & GUERRANT, 1992). A Escherichia
coli enteropatogénica (ECEP), responsavel por diarréia aquosa sem sangue, acomete
principalmente as criangas. Seu mecanismo patogenético foi recentemente revisado
(DONNEN'BERG & KAPER, 1992). Um outro tipo de E. coli denominado entero-
hemorragica (ECEH) causa severa diarréia sanguinolenta por vezes complicada com
sindrome hemolitico-urémica, estando associada a produgio de uma Verotoxina
(CRANE & GUERRANT, 1988; BURKE e col.,, 1993). A principal causa de diarréia
aguda em criangas em todo o mundo sdo as gastroenterites por Rotavirus, Norwalk e
Norwalk-like virus, Astrovirus e Adenovirus dentre outros, os quais podem levar a
severa desidratagdo por perda aquosa (HAMILTON, 1988; AVERY e col., 1992).
Desta categoria de diarréia ndo inflamatoria ainda fazem parte as enteroparasitoses
causadas por Giardia lamblia e Cryptosporidium spp.(RAVDIN e col., 1988; FAYER
& UNGAR, 1986).

As diarréias inflamatorias sdo provocadas por patogenos invasores da parte
distal da mucosa do intestino delgado ou do célon, os quais adicionalmente podem
produzir citotoxinas e enterotoxinas. A resposta inflamatoria induzida pelo patogeno
invasor ou sua toxina leva a destruigdo tecidual de grau variado da mucosa e demais
camadas da parede intestinal, com exsudagido predominantemente neutrofilica aguda na
lamina prépria na maioria dos casos (ACHESON & KEUSCH, 1988). Como
resultado, o quadro clinico pode variar desde a condigdo de portador assintomatico,
passando por fase de diarréia aquosa com presenga de leucocitos com ou sem febre, a
famosa disenteria com passagem retal de muco e sangue e presenga de tenesmo.
Perfuragdo intestinal, desenvolvimento de megacdlon toxico e sepse podem mais
raramente ocorrer como complicagdes (HORNICK, 1988, BUTLER, 1988;
GUERRANT, 1988). As causas de diarréia inflamatoria aguda de origem infecciosa

sdo mostradas na tabela 1, a qual se encontra na pagina seguinte.



TABELA 1. Agentes Etiologicos Implicados em Diarréia Inflamatoria Aguda

Bactérias

Shigella dysenteriae, flexneri, sonnei, boydii
Salmonella typhimurium, paratyphi, choleraesuis
Escherichia coli enteroinvasiva

Campylobacter jejuni

Vibrio parahaemoliticus

Yersinia enterocolitica

Clostridium difficile

Spirillum sp

Neisseria gonorrhoeae

Treponema pallidum

Protozoarios
Entamoeba hystolitica

Balantidium coli

Helmintos
Trichinella spiralis
Trichuris trichiura
Strongyloides stercoralis
Capillaria philippinensis

Schistosoma mansoni

A shigelose é uma colite infecciosa aguda causada por um dos membros do
género Shigella. O espectro clinico da doenga pode manifestar-se como estado de

portador transitério assintomatico, diarréia leve aquosa auto-limitada associada a febre




ou franca disenteria. Convulsdes podem ocorrer em criangas com febre elevada. A
forma disentérica severa é mais comumente causada por S. disenteriae tipo I e S.
flexneri, estando estas espécies também associadas a maior indice de complicagGes
extra-intestinais como bacteremia em criangas desnutridas menores de 1 ano de idade.
O uso de antibidticos esta indicado em formas disentéricas da doenga ou com presenga
de sangue, pois reduz a duragdo da doenga e pode diminuir a duragdo do estado de
portador (KEUSCH, 1991b). O padrdo de resisténcia da regido onde se encontra o
paciente é de grande relevancia. Ha areas geograficas onde ja se desenvolveu
resisténcia a ampicilina e ao sulfametoxazol-trimetoprim comumente utilizadas em
paises desenvolvidos. Ha resisténcia inclusive ao 4cido nalidixico (BENNISH e col,,

1992).

InfecgBes por organismos do género Salmonella incluem a febre tifoide,
septicemias e gastroenterites. A febre tifoide € uma infecgdo sistémica de fagocitos
mononucleares causada por S. typhi, S. paratyphi A e paratyphi B e ocasionalmente S.
typhimurium, caracterizando-se por uma doenga de curso clinico prolongado que
apresenta cefaléia, febre elevada e calafrios, porém doenga leve e breve pode ocorrer.
Complicagdes graves podem surgir. Ha relatos de hepatite, meningite, neftite,
osteomielite € pneumonia por Salmonella. Diarréia leve com presenga de neutréfilos e

mononucleares pode ocorrer no inicio da febre tifoide (KEUSCH, 1991a).

Dentre outras formas de apresentagdo clinica, as salmoneloses ndo tiféides
podem manisfestar-se como diarréia aguda causada pelas espécies S. cholerasuis e S.
enteritidis. A diarréia pode estar associada a febre baixa, nauseas, vomitos e dor
abdominal, sendo frequentemente confundida com intoxicagdo alimentar na auséncia
de demonstragdo de microorganismos na cultura. Ocasionalmente pode conter sangue
ou ser disentérica com muitos neutrofilos nas fezes. Como ocorre com a S. #yphi, a
patogénese da diarréia por Salmonella ndo tiféide € determinada por invasdo da

mucosa intestinal dependente de fatores de viruléncia do microorganismo e da
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resisténcia do hospedeiro. Além da caracteristica de patodgeno invasor, ha evidéncias de
que toxinas termo-labeis e termo-estaveis produzidas pela bactéria participam no
processo patogenético. O tratamento da febre tiféide com cloranfenicol, amoxicilina ou
sulfametoxazol-trimetoprim tem sido eficaz, respeitando-se a resisténcia da bactéria.
Faz-se também o tratamento prolongado dos portadores cronicos. A diarréia
provocada por Salmonella néo tiféide ndo requer tratamento especifico a menos que

os pacientes sejam imunocomprometidos (KEUSCH, 1991a).

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sio agentes etioldgicos
responsaveis por 5 a 10% das diarréias agudas de adulto em todo o mundo. Estes
microorganismos provocam diarréia inflamatoria que pode ser aquosa, apresentar-se
com sangue ou ser disentérica. Infecgcdes assintomaticas sdo mais frequentes em
regides tropicais. Febre e dor abdominal fazem parte do quadro clinico, o qual pode ter
complicagbes graves como megacolon toxico e hemorragia colonica. O
Campylobacter é um patdgeno invasor que provoca enterite exsudativa envolvendo
ileo e colon. Pode haver presenga de microabscessos de crypta. Polimorfonucleares
fecais sdo mais detectados em pacientes de paises desenvolvidos (78-93%) que em
paises em desenvolvimento (22-46%). O tratamento especifico da diarréia por

Campylobacter com antibioticos € controverso (GUERRANT, 1988).

A diarréia causada por Yersinia enterocolitica caracteriza-se por ser
semisélida, aquosa ou com sangue, sendo precedida de febre e dor abdominal. Esta
altima é marcante, podendo ser falsamente atribuida a apendicite. A Y. enterocolitica
invade a mucosa do intestino delgado, particularmente a ileal, elicitando uma resposta
inflamatéria aguda que leva a tlceragio mucosa e aparecimento de leucocitos nas
fezes. O colon é menos frequentemente afetado, porém tém sido descritas ulceras
aftosas e colite hemorragica. A doenga ¢ auto-limitada e ndio requer tratamento
especifico. E importante lembrar esta causa de diarréia com severa dor abdominal para

evitar cirurgias desnecessarias por falsa apendicite (UTLER, 1988).
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A Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) ¢ agente causal de diarréia que €
indistinguivel daquela causada por Shigella sp., embora ocorra mais raramente. Por
mecanismo invasor das células mucosas do colon, a ECEI causa disenteria com muco e
sangue nas fezes, acompanhada de febre, dor abdominal e sinais de toxicidade
sistémica. Geralmente o diagnéstico € de exclusdo na pratica clinica, pois o teste
Sereny ou o uso de sondas de DNA ¢ normalmente invidvel na maioria dos
laboratorios. Nenhuma terapéutica especifica é requerida (WANKE e col., 1987).

Diarréia causada por Vibrio parahaemoliticus tem incidéncia mais restrita ao
Japdo, onde € causa de 1/4 de todas as diarréias de origem alimentar, e partes costeiras
de zonas temperadas. Apds a ingestdo de mariscos crus ou mal cozidos (6 a 48h), o
paciente desenvolve diarréia sem grandes perdas de fluidos, com dor abdominal
moderada. Podem ocorrer vomitos e febre. As fezes geralmente apresentam numerosos
polimorfonucleares e podem conter sangue macroscopicamente. A bactéria produz
uma toxina que promove acumulo de fluido intestinal, porém ¢ incerta a sua

participag¢@o na fisiopatologia da doenga a qual mostra lesdo mucosa do ileo distal e

colon (CARPENTER, 1991).

A amebiase, uma infec¢do do intestino grosso produzida pela Entamoeba
hystolitica, é mais frequentemente encontrada em portadores assintomaticos. A
diarréia induzida na forma de doenga intestinal cronica € leve, porém a amebiase pode
apresentar-se na forma de disenteria fulminante. A invasdo da E. histolytica como
mecanismo patogénico correlaciona-se com sua capacidade fagocitica, produgdo de
colagenase e de uma proteina citotoxica e indugdo de lesdo tecidual que segue ao
contato direto com células do hospedeiro. A lise local de neutrofilos pelos trofozoitas
contribuem para a histolise. O tratamento especifico deve ser realizado apds o
diagnostico da doenga intestinal com metronidazol (droga de escolha), tinidazol ou

outro amebicida (PLORDE, 1991).
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A balantidiase, o maior dos protozoarios humanos, afeta o intestino grosso
causando um processo inflamatorio agudo. Clinicamente manifesta-se de forma similar
4 amebiase intestinal. Seu tratamento é realizado com tetraciclinas ou metronidazol

(PLORDE, 1991).

Trichinella spiralis, Trichuris trichiura, Strongyloides stercoralis, Capillaria
philippinensis e Schistosoma (particularmente o S. mansoni) sdo helmintos capazes de
determinar diarréia. Durante sua fase invasiva, na qual os vermes adultos, seus ovos ou
larvas estabelecem intimo contato com a mucosa intestinal do hospedeiro, ha
desencadeamento de forte reagdo inflamatoria local que promove alteragdes estruturais

e funcionais (GENTA, 1993).

A pesquisa de leucdcitos com coloragdo pelo azul de metileno ndo é um
procedimento novo. Foi inicialmente descrita por Willmore e Shearman em 1918.
Idealizado para ser um exame rapido e pratico, a pesquisa de leucocitos ndo tem tido
grande evidéncia na pratica médica, dado o pequeno numero de publicagdes na
literatura médica que possa ampliar a experiéncia clinica de utilizagdo do método. O
seu uso destina-se a detec¢do de diarréias inflamatorias agudas, patologias que
apresentam variavel quantidade de polimorfonucleares € em menor quantidade
mononucleares a depender da etiologia. Em associagdo com o quadro clinico do
paciente, a presenga de leucdcitos em fezes diarréicas fornece um bom indicador para
o tratamento antibidtico especifico presuntivo do agente etiologico quando houver
indicagdo. E um bom teste de triagem de quais pacientes terdo fezes enviadas para a
cultura, a qual é um procedimento mais oneroso e mais demorado (HARRIS e col.,

1972; ALVARADO, 1983).

A sensibilidade da pesquisa de leucocitos nas fezes coradas pelo azul de
metileno ¢ varidvel desde um percentual de 66% a 95% em shigelose experimental e

naturalmente adquirida. Também é um bom método para detecgdo de inflamagio



 —
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intestinal determinada por outros patogenos invasivos. Frequentemente € mais sensivel

que a cultura de patogenos entéricos (KORZENIOWSKI e col., 1979; JINDAL &

ARORA, 1991).

Um outro método de detecgdo de diarréia inflamatoria estd sendo investigado
por Guerrant e colaboradores (GUERRANT e col., 1992). Trata-se da determinagdo
da quantidade da proteina lactoferrina nas fezes através de um método semi-
quantitativo de aglutinago pelo latex, o qual € de mais facil realizagdo que a pesquisa
de leucocitos. Ao sofrerem degranulagdo na luz intestinal, os granuldcitos neutrofilos
liberam a lactoferrina, a qual fica livre para reagir com as particulas de latex
sensibilizadas pelo anticorpo anti-lactoferrina. A sensibilidade do método em
demonstrar a presenga de inflamagdo em diarréia por Shigella sp. e C. difficile foi 96
e 95%, respectivamente. A estabilidade da lactoferrina € significativamente maior que a
meia vida dos neutrofilos quando preservados a 4°C ou quando recuperados de swabs
embebidos com polimorfonucleares. Apesar das vantagens deste novo método de
aglutinagdo pelo latex para detecgdo de lactoferrina fecal como marcador de diarréia
inflamatéria aguda, estudos com maior nimero de amostras de diarréia devem ser

realizados para confirmar a aplicaggo clinica citada.

Doenca entérica por Clostridium difficile

Desde que foi originalmente reconhecido como patdgeno entérico em 1977
(BARTLETT,1977), o Clostridium difficile tem sido objeto de numerosos estudos
laboratoriais e clinicos (MULLIGAN e col.,1980; BOWMAN & RILEY, 1988;
JOHNSON e col,1989; TABAQCHALI, 1990, GRYBOSKI e col, 1991).
Atualmente é o patdgeno intestinal mais importante como causa de diarréia nosocomial
nos paises desenvolvidos pela sua prevaléncia e severidade da doenga que causa, a

diarréia e a colite associada a antibiotico (FEKETY e col.,1981; MCKAY e col.,1989;
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ALBERTI-FLOR e col.,1989). A maioria dos pacientes tem historia de exposi¢do a
antibidticos e/ou quimioterapicos nas ultimas 6 a 8 semanas anteriores ao seu
desencadeamento (ZIMMERMAN, 1991; KAMTHAN, 1992; CARMOLINGA e col,,
1991).  Todavia, ha relatos de que possa ocorrer sem essa exposi¢do (BARTLETT,
1992). O C. difficile esta implicado em 15 a 25% de todos os casos de diarréia
associada a antibidticos, em 50 a 70% dos casos de colite inespecifica e em
aproximadamente 100% dos casos de pacientes com colite pseudomembranosa, de
acordo com varios relatos de estudos endoscopicos (BARTLETT,1990). Como toda
bactéria patogénica para o intestino, o C. difficile causa uma doenga de largo espectro
clinico, o qual varia desde o estado de portador assintomatico até a colite
pseudomembranosa. E bem conhecido que 3% dos adultos e 5 a 70% dos recém-
nascidos sadios albergam o C. difficile em sua flora intestinal. O paciente com diarréia
por C. difficile pode apresentar até 20 ou mais evacuagdes aquosas por dia, podendo
ser acompanhada de dor abdominal em colica, febre e leucocitose. Uma minoria dos
casos complica-se com megacolon toxico, hiperpirexia, reagdo leucemoide,

hipoalbuminemia e diarréia cronica (BARTLETT, 1992).

A patogénese da diarréia causada por C. difficile tem sido amplamente
pesquisada nos ultimos dez anos, todavia muitos aspectos ainda permanecem por
serem elucidados. A flora normal do trato gastrintestinal é a primeira barreira para o
estabelecimento de colonizag@o intestinal pelo C. difficile, levando alguns individuos a
serem portadores assintomaticos do patégeno potencial (BORRIELLO, 1992). O uso
de antibidticos ou quimioterapicos desregula qualitativa e quantitativamente a flora
intestinal de maneira a permitir a quebra da resisténcia a colonizagéo pelo C. difficile e
seu crescimento subsequente (VAN DER WAAIJ,1989). A capacidade de produzir
doenga, entretanto, depende de potenciais fatores de viruléncia, quais sejam, aderéncia
a mucosa, expressio de fimbria, produgdo de céapsula, secregdo de enzimas
degradativas teciduais e produgdo de toxinas pelo C. difficile (BORRIELO, 1990;

SEDDON e col., 1990; GONZALEZ-VALENCIA e col.,1991).
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Duas toxinas denominadas A e B sdo produzidas pelo C. difficile (TORRES e
col,, 1990; ROLFE, 1991).0 modo de ag@o biologica dessas toxinas ainda €
imperfeitamente compreendido, ndo obstante muitas publicagdes confirmem seu papel
fundamental na patogénese da diarréia associada a antibiotico(FIORENTINI e col.,
1989; POTHOULAKIS e col., 1991; BETTE e col., 1991; BALDACINI e col., 1992).
Fato notavel é o de que cepas ndo toxigénicas ndo produzem diarréia. A toxina A
(SAUERBORN & von EICHEL-STREIBER,1990), uma enterotoxina, exerce maiores
efeitos sobre o ileo de coelho onde promove secregdo de fluido sanguinolento rico em
proteinas e destrui¢ao das por¢des basais das células epiteliais absortivas (LIMA e col,,
1989). Menor susceptibilidade tem o célon, visto que nesta regido acumula-se fluido
pobre em proteinas, além de menor penetragdo tecidual da enterotoxina. Pensa-se que
a toxina A causa a maioria dos sintomas, pois promove grande destrui¢do tecidual e

perda de fluidos (BORRIELLO e col., 1990).

A caracteristica patolégica da doenga causada pelo C. difficile ¢ o
desenvolvimento progressivo de colite aguda que pode ser inespecifica ou
pseudomembranosa. A pseudomembrana consiste de fibrina, muco, células epiteliais
necroticas e leucocitos aderentes aos tecidos inflamados subjacentes ao colon, sendo

mais proeminente no retossigmoide e de aparecimento raro no ileo (FEKETY, 1990).

A associagdo de diarréia inexplicada pela auséncia de outros patdgenos
entéricos ao uso de antibidtico é altamente sugestivo de se ter como agente causal o C.
difficile. O teste laboratorial mais sensivel é o ensaio em cultura de células para
detecgdo do efeito citopatico da toxina B. Embora a toxina A também seja citopatica e
possa provocar alteragdes nas células em cultura, seu efeito € mil vezes menor que o
da toxina B (BARTLETT, 1990). Alternativamente, existem testes imuno-enzimaticos
para detecgdo de toxinas A ou B e mais recentemente as duas toxinas conjuntamente,
porém sdo menos sensiveis e especificos que o ensaio de cultura de células (DE

BARBEYRAC e col.,1989). Uma vez feito o diagnostico, o tratamento da diarréia ou
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colite associada a antibioticos baseia-se na reposigdo hidro-eletrolitica, descontinuagdo
do uso do antibiotico implicado quando possivel ou substituicdo deste por outro
menos provavel de causar a doenga. O tratamento especifico com vancomicina ou
metronidazol estd indicado quando o antibiotico implicado no desencadeamento da
doenga n3o pode ser descontinuado, em caso de pacientes severamente doentes ou
com diarréia cronica apesar da descontinuidade do antibiético indutor (BARTLETT,
1992). A teicoplanina oral mostrou-se também eficaz no tratamento da diarréia
associada a antibiotico, porém seu uso necessita de mais ensaios clinicos para

padronizag@o da dose diaria (DE LALLA e col.,1992).
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2- OBJETIVOS

1-Verificar se a lactoferrina é um marcador de inflamagdo intestinal aguda em

diarréia infecciosa.

2- Determinar o ponto de corte ("cutoff') dos resultados da quantidade de
lactoferrina fecal medida pelo teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em

amostras de diarréia infecciosa e controles.
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3- MATERIAL E METODO

Teste de aglutinacao pelo latex anti-lactoferrina

Materiais:

- Particulas de latex (Bacto-Latex 0.81) do laboratorio Difco

- Tampdo glicina preparado com 7.3g de glicina, 10g de NaCl, 1 litro de agua
destilada, com ajuste de pH para 8.2 - 8.3

- Anticorpo purificado anti-lactoferrina (Sigma L3262), policlonal, de coelho
(do tipo IgG)

- Azida sodica

- Albumina bovina sérica

- Solug@o de proteina tamponada a 0.1% (diluente padrio)

Preparacio dos reagentes (adsorcio do anticorpo anti-lactoferrina as particulas de

latex)

Reagente 1. Inicialmente 5ml de particulas de latex (0.8um) eram centrifugadas
por 30 minutos a 3000 rpm, com posterior aspiragdo do sobrenadante e adigdo de
10ml de tamp&o glicina. Apos agitagdo em vortex, nova centrifugagio era feita por 30
minutos a 3000 rpm. Depois da aspiragio do sobrenadante, as particulas eram
ressuspensas em 10ml de tampdo glicina. Seguia-se a adi¢do de 0.7 ml do anticorpo
anti-lactoferrina (L3262), agitagdo em vortex e incubagdo a 37°C por 45 minutos, apos
os quais centrifugava-se as particulas de latex adsorvidas com o anticorpo a 3000 rpm
por 30 minutos. O sobrenadante com excesso de anticorpo era aspirado e as particulas
de latex eram ressuspensas com 10ml de tamp@o glicina, adicionando-se 0.01g de azida

e 0.1g de albumina bovina sérica. A obtengdo de particulas de latex adsorvidas com
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IgG n3o imune (reagente 2) seguia o mesmo procedimento. Os reagentes eram
conservados a 4°C.

Teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina (Ensaio)

Em laminas de vidro fino e transparente, 15ul da amostra teste diluida eram
colocados em cada um dos 2 circulos de 2.1cm de didmetro da lamina (area de
reagdo). Imediatamente adicionava-se e misturava-se 15ul do reagente 1 ao circulo da
esquerda e 15ul do reagente 2 ao circulo da direita, promovendo rotagdo manual da
lamina durante 3 minutos, ao fim dos quais era feita a leitura. O didmetro da area de
reagdo foi determinado como a area de melhor visibilidade em que ndo ocorresse auto-
aglutinagdo das particulas de latex com o diluente padrdo. Resultado positivo ocorria
se houvesse aglutinagdo no circulo da esquerda, e negativo, se persistisse a aparéncia
leitosa, ou auséncia de aglutinagdo. O controle negativo (circulo da direita) deveria
sempre estar com aparéncia leitosa, sem aglutinagdo, caso contrario, a reagdo com a
amostra ndo poderia ser interpretada. A intensidade da reag@o de aglutinagdo e preparo
das diluigbes serdo descritas posteriormente. A reagdo de quantidades equivalentes do
reagente 1 com o diluente protéico padrdo ndo promovia aglutinagdo. A visualizag@o
da leitura em lamina de vidro era de boa qualidade na existéncia de boa iluminag@o.
Alternativamente, o teste poderia ser feito em cartdes de fundo de reagdo negro para
contrastar com a cor branca dos reagentes. A desvantagem econdmica era a de que se
utilizava maior quantidade de cada reagente (50ul) para a mesma quantidade da

amostra.

Determinacio da sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina

Inicialmente foi avaliada a sensibilidade das particulas de latex em detectar o

antigeno lactoferrina purificado de leite humano. Duas formas de lactoferrina foram

testadas: lactoferrina L.-0520, ndo saturada com ions de ferro, e lactoferrina L-3770,
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saturada com ions de ferro. A partir da concentragdo 5 mg/ml de lactoferrina, foram
realizadas diluicdes seriadas da proteina em PBS com obtengdo das concentragdes
5000, 2500, 250, 50, 25, 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.4 e 0.1 pug/ml. O teste de aglutinagio
utilizando particulas de latex sensibilizadas de forma saturada com anticorpo anti-
lactoferrina foi realizado para cada concentragdo de lactoferrina L-0520 e L-3770, em
diferentes temperaturas (4 e 37°C). O experimento foi realizado em quadruplicata para

cada concentracdo (Figura 1).

Determinacdo da concentracio de lactoferrina fecal em amostras controles pelo

teste de aglutinacio pelo latex

Fezes solidas de controles constituiram um problema na determinagdo das
concentragdes de lactoferrina por método diluicional. Seu peso ndo correspondia a
medida volumétrica correlata como acontece com a agua, pois tem menor densidade.
Cem microgramas de fezes solidas ndo ocupam exatamente o volume de 100
microlitros. Para saber se a variagio de volume ocupado pelas fezes seria

estatisticamente significante, realizou-se o experimento descrito a seguir.

Onze amostras de 1 grama de fezes de consisténcia normal (sélidas) de
individuos sadios foram pesadas em tubos Falcon de 15ml graduados, em balanga
analitica, apds sofrerem congelagdo a -40°C e descongelagdo. Foram adicionados 4ml
de agua destilada a cada tubo, seguindo-se a homogeneizagdo do conteudo fecal
através de leve agitagdo ao vortex. A sedimentagdo do material fecal foi realizada por
centrifugac@o a 3000 rpm, por 30 minutos, resultando em um volume compactado no
fundo do tubo com sobrenadante liquido. Com uma pipeta de 1ml foi adicionado, gota
a gota, um volume de 4gua varidvel (y,) para cada amostra até completar 6ml,
observando rigorosamente o nivel do menisco formado pela agua. Esse volume foi

somado aos 4ml previamente adicionados, resultando em um volume total variavel
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(x,) para cada amostra. A diferenga volumétrica de x, para 6ml correspondia ao

volume ocupado pelas amostras de fezes (v,), o qual sempre se mostrou igual ou

superior a Iml. Os resultados sdio demonstrados na Tabela 2. Comparando-se os

volumes v, (Grupo I) com o volume constante de 1ml ocupado pela agua (Grupo II),

observou-se que a variagdo de v, em relagdo a 1ml € estatisticamente significante ao se

aplicar um teste ¢ para uma extremidade ("one tail") considerando a=0.05.

TABELA 2. Distribuigdo dos valores dos volumes de agua adicionados a 1g de fezes

(x,) e o valor do volume complementar para 6ml (v,).

Grupo 1 Grupo II
x,, (ml) v, (ml) (ml)
4.90 | 1.10 1.00
4.92 1.08 1.00
4.94 1.06 1.00
4.95 1.05 1.00
5.00 1.00 1.00
4.99 1.01 1.00
4.94 1.06 1.00
4.90 1.10 1.00
492 1.08 1.00
5.00 1.00 1.00
4.94 1.06 1.00

y =1.0545
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O segundo problema se resumia em encontrar um peso médio para fezes solidas
que ocupasse o volume de 1ml, sabendo que o volume médio (y) ocupado por 1g das
11 diferentes amostras de fezes foi de 1.0545ml. Esse peso médio foi calculado por
regra de trés simples dado que o peso médio pode ser considerado como massa média
em um ambiente de gravidade ndo variavel. Assim, o valor do peso médio foi de
0.948g (aproximadamente 0.95g). Utilizando um peso menor, 0.095g de fezes
ocuparia um volume de 100ul, podendo-se, entdo, realizar-se as diluigdes com

preciséo.

DiluigGes seriadas, obedecendo uma progressdo geométrica de razdo 2, foram
utilizadas no estabelecimento de um espectro quantitativo para expressar os resultados
do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina. Com a finalidade de determinagio
da concentragdo de lactoferrina fecal em amostras controles, utilizou-se a diluigdo
inicial 1/6.25, conseguida ao se pesar 0.095g de cada amostra e dilui-la em 525ul do
diluente padronizado para o teste. Seguia-se a homogeneizagdo em vortex por 1
minuto, com ulterior centrifugagio durante 30 minutos (3000 rpm). Com esse
procedimento evitava-se que o debris fecal interferisse na leitura da aglutinagdo. Logo
apos, o sobrenadante era aspirado para realizagdo do teste de aglutinagio pelo latex no
proprio sobrenadante (diluigéo de 1/6.25) e em suas dilui¢Ges seriadas. O resultado da
leitura era expresso como o maior titulo no qual ocorria aglutinagdo a discriminagio
ocular (+1). Considerava-se como resultado negativo a auséncia de aglutinagdo na
menor diluigdo da série (1/6.25 em controles). Fenomeno pds-zona (excesso de
antigeno) era evitado ao se fazer uma dilui¢do 8 vezes maior que a inicial quando esta
se apresentava negativa. A caracterizacdo da leitura do teste € definida na tabela 3

(CALICH & VAZ, 1989).
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Determinacio da concentracio de lactoferrina fecal em amostras de diarréia

utilizando o teste de aglutinagio pelo litex

Em amostras diarréicas, a diluigdo inicial para realizagdo do teste era de 1/50,
baseando-se em nossos estudos preliminares com o mesmo teste (GUERRANT e col.,
1992). Quando a amostra era pipetavel (liquida ou semiliquida), 50 microlitros eram
diluidos em 2.45ml do diluente padronizado. Fezes pastosas, ndo pipetaveis, eram
processadas segundo o mesmo método descrito para as amostras controles. A leitura
do teste de aglutinagdo pelo latex para amostras diarréicas segue o mesmo

procedimento descrito para as amostras controles.

Determinaciao da concentrécﬁo de lactoferrina fecal em amostras de diarréia
infantil

A concentragdo de lactoferrina fecal expressa em titulos foi determinada em
191 amostras de um estudo caso-controle preservadas sob congelagdo a -40°C por no
maximo 5 anos. Esse estudo foi realizado no periodo de agosto de 1988 a outubro de
1991, no Hospital Infantil Albert Sabin em Fortaleza, estado do Ceara, tendo por
objetivo a caracterizag@o clinica e laboratorial das diarréias infantis. Participaram do
estudo criangas com idade de até 5 anos, atendidas em consultorios por pediatras
daquele hospital pablico. A caracteristica predominante dos pacientes ali atendidos é a

de que possuem baixo nivel sdcio-economico.

O critério de definigdo de diarréia estabelecido para o estudo foi o de 3 ou mais
evacuagdes liquidas em 24 horas (BOWIE e col, 1992), enquanto os controles
deveriam estar sem diarréia ha pelo menos 15 dias. Considerou-se diarréia aguda um
episodio com duragdo inferior a 14 dias e diarréia persistente, um episddio com

duragdo de 14 ou mais dias. As criangas controles tinham como motivo de visita
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ambulatorial acompanhamento do crescimento. Foram excluidos os controles que

apresentavam parasitoses e os que tinham patogenos entéricos isolados por cultura.

Apos serem coletadas, as fezes eram enviadas dos consultérios dentro de um
periodo de no maximo 4 horas para o laboratério da Unidade de Pesquisas Clinicas da
Universidade Federal do Ceara. As 191 amostras fecais examinadas pelo teste de
aglutinagdo pelo latex em laminas de vidro foram previamente examinadas a época da
colheita das amostras, a fresco, para visualizagdo de parasitas e leucocitos, bem como
para isolamento de patogenos entéricos pelos métodos citados a seguir. Esses exames

foram realizados por trés farmacéutico-bioquimicas daquele laboratorio.

A coloragdo pelo azul de metileno a 1% foi utilizada para determinar a
presenca de leucocitos. A visualizagdo de leucocitos integros, apenas o nucleo integro
ou na forma de pidcitos era anotada em trés categorias: 0, 1 a 5 e mais de 5 leucocitos
por campo, avaliando-se 10 campos em maior aumento (40X). A pesquisa de sangue
oculto foi feita pelo teste Hemocult. A pesquisa de helmintos e protozoarios intestinais
(exceto Cryptosporidium spp.) foi feita por método direto corado pela solugdo de

lugol preparada a partir de cristais de iodo e iodeto de potassio.

Procedeu-se o isolamento bacteriologico através de semeadura das fezes em
meio MacConkey para enterobacteriacias e bacilos gram-negativos relacionados, XLD
(xilose-lisina-desoxicolato) para Shigella e Salmonella, ASA (4gar-sangue-ampicilina)
para Aeromonas, Campy-BAP para C. jejuni e em caldo GN para posterior semeadura
em MacConkey e XLD. Inoculagdo em PBS com preservagdo a 4°C por trés semanas
e posterior semeadura em MacConkey foi o método utilizado para isolamento de Y.
enterocolitica. A leitura em placas. de MacConkey classificava as colonias em
fermentadoras de lactose (LF) e ndo fermentadoras de lactose (NLF). Se estas ultimas
fossem oxidase negativas, prosseguiam para serem testadas pelo sistema API. Apos

serem classificadas como Shigella, estas eram sorotipadas para confirmagdo. As
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colonias LF inoculadas em glicerol com TSB seguiram para um laboratorio de pesquisa
da Universidade de Virginia (EUA), onde as E. coli foram classificadas por padrdes de
aderéncia as células HEp-2. E. coli que exibisse padrdo de aderéncia localizado foi
classificada como enteropatogénica. A caracterizagdo da presenca de toxina termo-
labil e termo-estavel de E. coli nas amostras fecais foi feita usando sondas de

oligonucleotideos neste Gltimo laboratorio.

Amostras fecais descongeladas foram examinadas para detecgdo de antigenos
de Rotavirus por um teste ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay ou ensaio
imuno-enzimatico) de leitura visual (Rotaclone, Cambridge BioScience). O diagnéstico
da presenca de antigenos de Adenovirus também foi realizado por ELISA. A coloragio
alcool-acido (Ziehl-Nielsen modificado) foi o método usado para determinagdo da

presenca de Cryptosporidium spp. nas amostras fecais fixadas.

Adicionalmente foram coletadas e congeladas amostras fecais de 49 criangas
controles sadias, assintomaticas, de uma creche-escola de médio a elevado nivel sdcio-
economico em Fortaleza, com idades inferiores a 5 anos. A mesma rotina laboratorial
anterior a congelagdo das amostras, previamente descrita, foi realizada para essas
amostras, exceto coprocultura e ELISA para virus. A pesquisa de leucécitos, sangue
oculto e patogenos entéricos detectavel pelos métodos citados deveria ser negativa em
todos os controles como critério de inclusdo no estudo de detecgdo de lactoferrina

fecal em criangas.

Determinagio da concentracio de lactoferrina fecal em amostras de diarréia em

adultos

Trezentas e quarenta e sete amostras fecais de diarréia nosocomial foram

analisadas quanto a presenga de lactoferrina e toxinas do C. difficile em estudo



26

realizado no laboratério de pesquisa de diarréia infecciosa da Divisdo de Medicina
Geografica do Hospital da Universidade de Virginia (EUA) no periodo de julho a
outubro de 1991. Adicionalmente, foram utilizados como controles 65 amostras fecais

de adultos sadios, sem doenga entérica (34 americanos e 31 brasileiros).

Dados sobre a presenca de patogenos e parasitas entéricos, bem como de
leucocitos, nas amostras analisadas foram cedidas pelo laboratorio de analises clinicas
de rotina daquele hospital. A solicitagdo da realizagdo desses exames era feita
conforme o critério do médico assistente dos pacientes. Os métodos para determinagéo
de patogenos entéricos sdo similares aos descritos no item anterior, porém a pesquisa
de leucocitos fecais diferia no critério de leitura. Apenas os leucocitos integros eram
contados em campo de maior aumento, fazendo inclusive a contagem diferencial entre

leucocitos polimorfonucleares e mononucleares, a fresco e/ou fixadas com metanol.

Chegando as amostras fecais ao laboratério de pesquisa, estas eram
descongeladas para realizagdo simultanea do teste de aglutinagdo pelo latex anti-
lactoferrina e detecgdo de toxinas do C. difficile por ensaio de células CHO
(fibroblastos de ovario de hamster chinés) e por ELISA para toxina A. O teste de
aglutinag@o pelo latex foi realizado em cartdes conforme descrito anteriormente. O
ELISA para detecgdo de toxina A, produzido pelo laboratério Techlab, utilizava um
anticorpo monoclonal conjugado a peroxidase. O teste era positivo se o resultado em

densidade 6ptica fosse maior que 0.200 na leitura espectrofotométrica em 450 nm.

O ensaio de células CHO foi realizado conforme o seguinte procedimento: (1)
as amostras fecais eram diluidas 1/10 em PBS e centrifugadas por 20 minutos a 3000
rpm; (2) os sobrenadantes eram filtrados em filtros de 0.22um, com posterior diluigdo
para 1/100, 1/1000, 1/10000 e 1/100000; (3) os filtrados fecais eram incubados com
igual volume de anti-soro para C. difficile por 30 minutos a 22°C (controle); (4) os

filtrados e as suspensdes filtrado-antisoro eram adicionadas a uma placa com células
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CHO com 92 divisdes. As placas eram incubadas por 12 horas em uma estufa de gas
carbonico, a 5%. (5) o resultado era considerado positivo se 50% ou mais das células
sofressem arredondamento em uma diluigio especifica e na sua divisio complementar,

como resultado da ag@o da toxina B principalmente.

Revisdo da historia clinica de parte dos pacientes, cujas amostras foram
analisadas, foi feita através de pesquisa retrospectiva em prontuarios. A menor idade
registrada para os pacientes foi de 16 anos. Utilizou-se como critério de diarréia
inflamatoria aguda a presenga de leucocitos polimorfonucleares nas fezes examinadas
pela coloragdo azul de metileno. O critério de diarréia associada a antibidtico

estabelecido para a analise dos dados clinicos dos pacientes foi categorizado em:

- Uso de antibi6ticos ou quimioterapicos nos ultimos 2 meses;

- Trés ou mais episodios de evacuagdes de fezes amolecidas por 2 ou mais dias
consecutivos;

- Auséncia de outro patogeno intestinal ou outra causa medicamentosa;

- Resposta ao tratamento especifico para diarréia associada ao C. difficile
(metronidazol oral ou IV, vancomicina ou colestiramina oral ou parada do uso do
antibiotico implicado);

- Evidéncia de produgdo de toxina A ou B detectada na amostra do episodio
diarréico ou de dias proximos ao estabelecimento da diarréia;

- O diagnostico de colite associada a antibiotico foi realizado por endoscopia
(retossigmoidoscopia ou colonoscopia) em correlagio com os achados clinico-

laboratoriais citados anteriormente.
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Analise Estatistica

A determinagdo do ponto de corte ("cutoff") do teste de aglutinagdo pelo latex
anti-lactoferrina foi realizada através da comparagdo dos resultados do teste em
amostras controles e em amostras de diarréia com presenga ou auséncia de leucocitos.
O melhor ponto de corte seria aquele para o qual a soma de falsos negativos e falsos
positivos fosse a menor possivel, quando calculada para as diferentes linhas de corte
(FEINSTEIN, 1985). Para o estabelecimento do ponto de corte do teste de detecgio
de lactoferrina como marcador de diarréia inflamatéria em criangas, utilizou-se os
resultados do teste em amostras fecais de criangas controles € com diarréia no estudo
realizado na cidade de Fortaleza (Hospital Infantil Albert Sabin e creche-escola). Os
resultados do teste em amostras fecais de pacientes do Hospital da Universidade de
Virginia e em amostras fecais de adultos americanos e brasileiros foram usados no
calculo do ponto de corte do método para adultos. A classificagdo das amostras de
diarréia como inflamatoria aguda ou nio inflamatéria aguda foi estabelecido pela
presenga ou auséncia de leucocitos polimorfonucleares nas fezes, respectivamente.

Amostras controles ndo apresentavam leucdcitos nas fezes.

A comparagdo da acuracia diagnostica entre o teste de aglutinag@o pelo latex
anti-lactoferrina e a pesquisa de leucocitos nas fezes como método padréo ouro ("gold
standard") foi avaliada pelo calculo da sensibilidade, especificidade e valor preditivo
positivo. Os resultados do teste em estudo também foram correlacionados com
doengas causadas por agentes etiologicos sabidamente invasivos e ndo invasivos,
responsaveis respectivamente por diarréia inflamatoria e ndo inflamatoria (ILSTRUP,
1990). Outros métodos estatisticos utilizados incluiram teste ¢ para dados

emparelhados e ndo emparelhados (SOARES e BARTMAN, 1983).
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4- RESULTADOS

Determinacgao da sensibilidade do teste de aglutinacio pelo latex anti-lactoferrina

Concentragdo crescente de lactoferrina foi capaz de induzir crescente
intensidade de reagdo de aglutinagdo até 25ug/ml (Figura 1). As caracteristicas da
intensidade da aglutinagdo sdo mostradas na tabela 3 que se encontra na pagina
seguinte. A menor concentragdo de lactoferrina detectada pelo teste foi de 1pug/ml. A
pré-zona de excesso de anticorpo € evidenciada no intervalo de concentragdo de
lactoferrina de 0.1 a 10pug/ml, a zona de equivaléncia de antigeno e anticorpo de 10 a
50ug/ml e a poés-zona de excesso de antigeno em concentragdes superiores a S0pg/ml.
Nao houve diferenga de intensidade de reagdo quando os reagentes aglutinaram a 4°C
ou 37°C. Os resultados apresentados na figura 1 foram os mesmos para os quatro

testes de cada concentragio.

Determinacdo do ponto de corte do teste de aglutinacdo pelo litex anti-

lactoferrina

O célculo do ponto de corte foi realizado de forma a minimizar a soma de
falsos positivos e falsos negativos como mostram as tabelas 4 e 5, nas paginas
seguintes, para criangas e adultos, repectivamente. A menor soma de falsos positivos e
falsos negativos esta identificada com asterisco € o ponto de corte esta representado
pela linha divisoria dessas tabelas. Foi feita a comparagdo dos resultados do teste em
estudo expressos em titulos de amostras controles com os resultados das amostras de

diarréia inflamatoéria e ndo inflamatoria, tanto para adultos quanto para criangas.
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TABELA 3. Caracterizagdo da resposta do teste de aglutinagdo pelo latex anti-

lactoferrina.

Intensidade de resposta  Caracteres discriminatorios da intensidade de aglutinagio

negativa nenhuma aglutinagio visivel
+1 aglutinagdo definida, fina, com fundo leitoso

aglutinagdo definida, com formagdo de pequeno anel
+2 periférico no perimetro do circulo de leitura, fundo menos

leitoso

maior aglutinagdo de ocorréncia imediata ao contato dos
+3 reagentes, fundo claro, maior anel periférico no perimetro

de leitura.

forte aglutinagdo de ocorréncia imediata ao contato dos
+4 reagentes, rapida formagfo de grande anel periférico no

circulo de leitura.

Observou-se que o ponto de corte para criangas foi estabelecido em 1/100
tanto para diarréia inflamatéria quanto ndo inflamatoria, ou seja, considera-se que os
niveis de lactoferrina nas fezes estejam elevados acima da normalidade quando o titulo
for maior ou igual a 1/200° (Figura 2). Convencionou-se chamar um resultado com
titulo maior ou igual a 1/200 para criangas de lactoferrina positiva. Para adultos, o
ponto de corte foi estabelecido em <1/50 (Tabela 5). Desta forma, os niveis de
anormalidade da lactoferrina nas fezes em adultos com diarréia inflamatéria ou ndo

inflamatoria foi considerado igual ou superior a 1/50. Convencionou-se chamar um
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resultado com titulo maior ou igual a 1/50 de lactoferrina positiva (em adultos). No
existiu um ponto de corte entre os titulos de lactoferrina comparando-se os dois

grupos, diarréia inflamatéria e nfio inflamatéria, quando calculado pelo mesmo

método.

TABELA 4. Determinag@o do ponto de corte por comparagio entre os resultados do
teste de aglutinagfo pelo latex anti-lactoferrina em amostras controles (C), em diarréia

inflamatoria (DI) e ndo inflamatoria (DNI) em criangas. O ponto de corte estd

representado pela linha divisoria.

Soma de falsos positivos

Numero de amostras e falsos negativos

Titulo de C DI DNI DI DNI
lactoferrina (n=72) (n=101) (n=67)

<50 23 5 7 54 56
%O 25 10 6 39 37
Hoo 15 7 9 31* 31"
%00 8 23 19 46 42
%00 1 20 9 65 50
%00 0 18 8 83 58
% 600 0 9 4 92 62
%200 0 5 5 97 67
%400 0 4 0 101 67
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TABELA 5. Determinagdo do ponto de corte por comparagdo entre os resultados do
teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em amostras controles (C) e de
diarréia inflamatoria (DI) e nédo inflamatoria (DNI) em adultos. O ponto de corte esta

representado pela linha divisoria.

Soma de falsos positivos

Numero de amostras e falsos negativos

Titulo de C DI DNI DI DNI
lactoferrina (n=65) (n=48) (n=184)

<o 61 16 121 20" 125%
Y50 3 8 23 25 145
Moo 1 7 20 31 164
Y500 0 6 8 37 172
Yaoo 0 6 7 43 179
Y00 0 2 2 45 181
W60 0 1 3 46 184
Y5200 0 2 0 48 184

Resultados do teste de aglutinacio pelo latex realizado no estudo caso-controle de

diarréia infantil em Fortaleza

Cento e oitenta e uma amostras de fezes de 181 criangas (23 controles e 168 de
diarréia) do estudo caso-controle de diarréia do Hospital Infantil Albert Sabin e 49
amostras de 49 criangas controles de uma creche-escola de Fortaleza foram
examinadas quanto ao conteudo de lactoferrina pelo teste de aglutinagdo pelo latex em
estudo. Das 72 amostras controles, 63‘apresentaram titulos <1/100 e apenas 9, titulos

>1/200. As 168 amostras diarréicas foram classificadas como inflamatérias (101) ou
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ndo inflamatorias (67), como esta representado na tabela 4, conforme presenga ou

auséncia de leucocitos.

A correlagdo dos resultados do teste para detecgdo de lactoferrina pode ser
efetuada com os resultados da pesquisa de leucécitos nas fezes em todas as amostras
diarréicas. A figura 2 mostra que das 67 amostras com auséncia de leucocitos (diarréia
ndo inflamatdria), haveria correlagio entre a auséncia de leucocitos e titulos de
normalidade da lactoferrina (<1/100) em apenas 22 amostras (33%), considerando o
ponto de corte calculado. Se titulos >1/200 fossem considerados inflamatérios, haveria
27% (45/168) de falsos positivos. Na figura 3 estdo representados os resultados dos
titulos de lactoferrina das 101 amostras com presenga de leucocitos, tomando como
base o ponto de corte 1/100. Haveria correlagdo entre a presenga de leucocitos com
titulos de lactoferrina >1/200 em 70% das 33 amostras com leucocitos 1 a 5 por
campo (Figura 3a) e em 82% das 68 amostras com mais de 5 leucocitos por campo
(Figura 3b), se esses titulos fossem considerados inflamatorios. Os falsos negativos do

teste representariam 13%(22/168) das amostras diarréicas.

A sensibilidade do teste para detecgdo de lactoferrina foi significativamente
maior que a sensibilidade da pesquisa de leucocitos (p < 0.05) ao se comparar os
resultados desses testes nas 168 amostras de diarréia do estudo (Figura 4). Diferenga
significativa de sensibilidade ndo ocorreu quando as amostras diarréicas foram
classificadas segundo a duragdo da diarréia em aguda (n=79) ou persistente (n=65),

como mostram as figuras 5 e 6.

A distribui¢do dos titulos de lactoferrina de amostras de diarréia causada por
um Unico agente etiologico esta apresentada na figura 7. A lactoferrina foi positiva
(titulos >1/200) nas diarréias causadas por Shigella sp., E. coli enteropatogénica
(ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), Rotavirus, Cryptosporidium spp. e Giardia

lamblia. nas proporgdes respectivas de 88, 60, 60, 75, 68 e 100%. Nessas amostras
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houve correlagiio com a presenga de leucécitos em 100% (7/7), 67% (4/6), 67% (2/3),
73% (11/15), 80% (12/15) e 75% (3/4) dos casos de diarréia por Shigella, ECEP,
ECET, Rotavirus, Cryptosporidium spp. e Giardia, respectivamente. A tabela 6
mostra a sensibilidade do teste anti-lactoferrina comparada a da pesquisa de leucocitos
em amostras que tinham um Unico agente etiologico isolado, uma combinagio deles ou
em amostras em que ndo foi isolado patogeno entérico . Conforme demonstrado na
figura 7 e tabela 6, ndo apenas as amostras de diarréias causadas por patdgenos
entéricos invasivos (Shigella) e ndo invasivos (Cryptosporidium, Rotavirus, ECEP,
ECET, Giardia) apresentaram titulos elevados (=1/200) de lactoferrina e pesquisa
positiva para leucocitos, mas também as amostras sem etiologia definida (auséncia de

patogenos) foram positivas pelos dois testes.

TABELA 6. Distribuigdo dos resultados do teste de aglutinagdo pelo latex anti-

lactoferrina e da pesquisa de leucdcitos realizados em 168 amostras fecais de diarréia

infantil.
Numero de amostras
Patbgeno Positivas para Positivas para
lactoferrina leucocitos
Shigella sp. 8 7 (88%) 8 (100%)
Cryptosporidium spp. 22 15 (68%) 16 (73%)
Rotavirus 20 15 (75%) 13 (65%)
Adenovirus 2 2 (100%) 1 (50%)
ECEP 10 6 (60%) 6 (60%)
ECET 5 3 (60%) 3 (60%)
Giardia 4 4 (100%) 3 (75%)
Mais de um patdgeno 10 . 8 (80%) 7 (70%)

(3 amostras com Shigella)

Nenhum patdgeno 87 64 (74%) 44 (51%)
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Algumas provaveis variaveis merecem ser citadas nesse estudo. Apenas 24
criangas com diarréia e 2 controles do Hospital Infantil Albert Sabin estavam sendo
amamentadas em aleitamento misto a época da colheita das fezes. As duas amostras
controles apresentaram lactoferrina 1/50. Das 24 amostras diarréicas de criangas em
aleitamento misto, 22 apresentaram lactoferrina >1/200, 13 das quais se correlacionava

com a presenga de leucdcitos.

A proporg¢ao de falsos negativos no estudo de detecgdo de lactoferrina fecal em
criangas, considerando que titulos >1/200 fossem inflamatorios, foi de 13% (22/168).
Observou-se que em todas as 22 amostras com lactoferrina negativa (<1/100) e
presenga de leucocitos foram isoladas uma ou mais colonias de bactérias
lactofermentadoras, embora fosse varidvel o isolamento de bactérias ndo

fermentadoras de lactose.

Resultados do teste de aglutinacio pelo litex anti-lactoferrina realizado no

estudo de diarréia em adultos no Hospital da Universidade de Virginia

Trezentas e quarenta e sete amostras de fezes diarréicas foram analisadas
quanto a presenga de toxinas do C. difficile, leucocitos, patogenos entéricos e
lactoferrina. Noventa e trés pacientes tiveram historia clinica revisada para as

caracteristicas dos episodios diarréicos referentes a 165 amostras .

Segundo os critérios citados por McFarland, foi considerado haver diarréia
associada a antibiotico em 79 episodios diarréicos e em 3 episodios de colite aasociada
a antibidtico nesses pacientes. A lactoferrina positiva (=1/50) contribuiu para fortalecer
o diagnoéstico desses 82 episodios de diarréia associada ao C. difficile em 50%. Em 3
desses episodios a alteragdo do nivel de lactoferrina fecal precedeu o diagnostico

laboratorial de diarréia por C. difficile. Todos os pacientes com diagnéstico de colite
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associada a antibidtico apresentaram titulos excessivamente elevados de lactoferrina
nas 3 amostras fecais (>1/800), enquanto os titulos de toxina B foram variaveis (1/10,
1/100, 1/1000). Em todas as 5 amostras fecais de um paciente com pancreatite aguda,
a lactoferrina foi positiva (>1/100), havendo correlagdo com a presenga de leucdcitos

em apenas uma das amostras.

Procedeu-se a comparagdo dos resultados do conteido da lactoferrina fecal
com os resultados quantitativos das toxinas A e B do C. difficile nas 347 amostras de
fezes diarréicas. A correlagdo com a pesquisa de leucocitos s6 pode ser feita em um

numero menor de amostras.

Maior sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina (74%)
foi observada em 34 amostras fecais com presenga simultanea de toxinas A e B (Figura
8a). Sua sensibilidade foi sighiﬁcativamente maior (p < 0.05) que a pesquisa de
leucocitos nas fezes (Figura 8b) nas amostras em que foram realizados ambos os
testes. Menor sensibilidade do teste em estudo foi detectada em 107 amostras fecais
positivas para toxina B (38%), em 19 amostras positivas para toxina A pelo ELISA
(53%) e em 166 amostras negativas para toxinas A e B (38%), como mostram as
figuras 9a, 10a e 11a. Comparando-se a sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex
com a pesquisa de leucécitos nas mesmas amostras, observou-se ser o primeiro teste
mais sensivel que o segundo (p < 0.05) em amostras positivas para toxina B e
negativas pelo ELISA e em amostras sem toxina detectavel pelos dois métodos
(Figuras 9b e 11b). A figura 10b evidencia uma diferenca ndo significativa de

sensibilidade entre os dois métodos em amostras positivas para toxina A pelo ELISA.

Considerando apenas um dos métodos (ou ensaio CHO ou ELISA), observou-
se que a sensibilidade do teste de aglutinag@o pelo latex anti-lactoferrina correlaciona-
se melhor com a presenca de toxina A em 60% das amostras (35/53) que com a

presenca da toxina B em 44% das amostras (88/200), como mostram as figuras 12a e
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13a. A comparagio da sensibilidade do teste de aglutinag@o pelo latex e a pesquisa de
leucocitos revelou maior sensibilidade do primeiro em relagdo ao segundo (p < 0.05),

conforme estd demonstrado nas figuras 12b e 13b.

A figura 14 evidencia a correlag@o entre a sensibilidade do teste de aglutinagio
pelo latex e a presenga de toxina B do C. difficile em diferentes titulos em 200
amostras. Observa-se crescente sensibilidade (40%, 58%, 92%) em amostras com

titulos de toxina B progressivamente mais elevados (1/10,1/100,1/1000).

Avaliacdo da acuracia diagnoéstica do teste de aglutinacdo pelo litex anti-

lactoferrina

A sensibilidade, especiﬁcidade e valor preditivo positivo do teste realizado nas
168 amostras do estudo de diarréia infantil em Fortaleza foi de 0.74, 0.88 e 0.93,
respectivamente. A figura 15, curva "Receiver Operator Characteristic", construida a
partir do percentual de verdadeiros positivos ou sensibilidade (eixo dos y) e percentual
de falsos positivos ou 1- especificidade (eixo dos x), mostra que o melhor ponto de

corte do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina para criangas é o de 1/100.

A sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo do teste de
aglutinag@o pelo latex foi de 0.43, 0.94 e 0.97, respectivamente, utilizando-se o ponto
de corte estabelecido para os resultados do teste realizado em 347 amostras fecais de

adultos com diarréia nosocomial no Hospital da Universidade de Virginia.
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Figura 1. Determinagdo da sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina,
utilizando dois tipos de lactoferrina (L-0520 e L-3770), para ambos os experimentos das
figuras (a) e (b). Os resultados estdo expressos em escala logaritmica (eixo dos x). (a) Zona de
excesso de anticorpo e zona de equivaléncia. (b) Zona de excesso de antigeno. O intervalo de
concentragdo de lactoferrina onde ocorre aglutinagdo visivel varia de 1 a 2500 pg/ml.
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Figura 2. Distribui¢do dos resultados do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina (em
titulo) realizado em 67 amostras fecais de diarréia infantil com pesquisa negativa para
leucocitos.
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Figura 3. Distribui¢do dos resultados do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina (em
titulo) realizado em 101 amostras fecais de diarréia infantil com pesquisa positiva para
leucdcitos. (a) Presenga de 1 a 5 leucécitos por campo. (b) Presenca de mais de 5 leucécitos
por campo.
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Figura 4. Comparagdo entre a sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-
lactoferrina e a sensibilidade da pesquisa de leucdcitos em 168 amostras fecais de diarréia
infantil. (p < 0.05) .
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Figura 5. Comparagio entre a sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-
lactoferrina e a sensibilidade da pesquisa de leucocitos em 79 amostras fecais de diarréia
aguda.
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Figura 6. Comparagdo entre a sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-
lactoferrina e a sensibilidade da pesquisa de leucocitos em 65 amostras fecais de diarréia
persistente.
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Figura 8. Sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em 34 amostras
fecais de adultos positivas para toxinas do C. difficile pela cultura de células (CHO) e ELISA
(a) e sensibilidade comparada a pesquisa de leucdcitos em 23 dessas amostras (b). (p < 0.05)
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Figura 9. Sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em 107 amostras
fecais de adultos positivas para toxina B do C. difficile pela cultura de células (CHO) e
negativas pelo ELISA (a) e sensibilidade comparada a pesquisa de leucdcitos em 73 dessas
amostras (b). (p < 0.05)
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Figura 10. Sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em 19 amostras
fecais de adultos positivas para toxina A do C. difficile pelo ELISA e negativas pela cultura de
células (CHO) (a) e sensibilidade comparada a pesquisa de leucécitos em 13 dessas amostras

(b).
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Figura 11. Sensibilidade do teste de aglutinagéo pelo latex anti-lactoferrina em 166 amostras
fecais de adultos negativas para toxinas do C. difficile pela cultura de células (CHO) e ELISA
(a) e sensibilidade comparada a pesquisa de leucécitos em 107 dessas amostras (b). (p < 0.05)
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Figura 12 Sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em 200 amostras
fecais de adultos positivas para toxina B do C. difficile pela cultura de células (CHO) (a) e
sensibilidade comparada a pesquisa de leucocitos em 98 dessas amostras (b). (p < 0.05)
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Figura 13. Sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em 53 amostras
fecais de adultos positivas para toxina A do C. difficile pelo ELISA (a) e sensibilidade
comparada a pesquisa de leucécitos em 34 dessas amostras (b). (p < 0.05)
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Figura 14. Correlagdo da sensibilidade do teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina em
amostras fecais de adultos positivas pelo método de cultura de células (CHO) com os titulos de
toxina do C. difficile.
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Figura 15. Curva "Receiver Operator Characteristic" (ROC), construida pela representagdo
da taxa de verdadeiros positivos (sensibilidade) contra a taxa de falsos positivos (1-
especificidade). Utilizou-se a comparagdo dos resultados do teste de aglutinagdo pelo latex
anti-lactoferrina em 72 amostras fecais de controles infantis e 168 amostras fecais de criangas
de diarréia inflamatoria e ndo inflamatoria.
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5- DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos a hipdtese de a lactoferrina ser um marcador
de inflamag&o entérica aguda em diarréias de aquisi¢do natural em criangas e adultos,
utilizando amplo nimero de amostras fecais. Dados de uma publicagdo anterior
sugeriam que a lactoferrina seria um marcador indireto da presenga de neutrofilos nas
fezes, vez que amostras fecais de adultos humanos com shigelose experimental e de
shigelose de aquisi¢do natural em criangas apresentaram titulos de lactoferrina

anormalmente elevados (GUERRANT e col., 1992).

Nossos experimentos iniciais para determinagio da sensibilidade das particulas
de latex adsorvidas com anticorpo anti-lactoferrina demonstraram que o teste de
aglutinag@o pelo latex é capaz de detectar um minimo de 1ug/ml de lactoferrina,
concentragdo aproximada contida no maior titulo positivo de cada amostra testada
(zona de leitura do teste). Essa sensibilidade é mil vezes inferior que o mais sensivel
ELISA para medir concentragdo de lactoferrina em fluidos orgénicos (HEGNHOJ &
de MUCKADELL, 1985; OTNAESS e col., 1983). Considerando que em diarréia por
Shigella sp. a média da contagem de leucocitos fecais de um estudo foi 28700/pl
(SPEELMAN e col.,1987) e que o conteido de lactoferrina aproximado de 1 milhdo
de polimorfonucleares é de 4 a 8ug (LEHER & GANZ, 1990), a zona de excesso de
antigenos dificilmente ocorreria usando 50pl da amostra diarréica na reagdo de
aglutinagfo pelo latex. Esta aliquota da amostra diarréica conteria aproximadamente
1500000 polimorfonucleares, os quais sofrendo degranulagdo liberariam uma
quantidade de lactoferrina que reagiria com as particulas de latex na zona de

equivaléncia da reago antigeno-anticorpo.
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O estabelecimento do ponto de corte de um novo teste, limite entre
normalidade e anormalidade, é imprescindivel quando os resultados se apresentam
numa série de valores continuos ou intervalares (SACKETT e col., 1985). Esperar-se-
la que existisse diferenga entre o ponto de corte de diarréia inflamatéria e n3o
inflamatoria, uma vez que nesta tltima ndo haveria lactoferrina adicional de neutrofilos
degranulados no intestino. Para que isso fosse admissivel seria necessario que
existissem outras fontes de lactoferrina no intestino além da bile, suco pancreatico e

leite materno ingerido.

Apesar da fisiologia da lactoferrina no trato gastrintestinal até hoje ndo estar
esclarecida, alguns estudos revelam a sua presenga nessa barreira mucosa. Elevados
niveis de expressio de RNAm para lactoferrina foram encontrados nas células do
cardia, no estomago por LUQMANI e colaboradores em 1991. Esse estudo veio
confirmar prévios achados de- lactoferrina citoplasmatica em metaplasia incompleta,
adenomas e carcinomas do tipo intestinal no estdmago por técnicas imuno-
histoquimicas (TUCCARI e col., 1989). Produgdo autoctone de lactoferrina foi
evidenciada nos enterocitos da mucosa duodeno-jejunal de criangas normais, com
doenga celiaca e sindrome pos-enterite por técnica imuno-histoquimica por ndo se
correlacionar com os niveis de lactoferrina medidos no suco duodenal (TEDESCHI e
col., 1987). Os mecanismos que regulam essa produgdo intestinal de lactoferrina nio

sdo conhecidos até o momento.

Analise dos resultados da concentracio de lactoferrina fecal em amostras de

diarréia infantil (estudo caso-controle)

«

Houve boa correlagdo dos titulos de lactoferrina >1/200 com presenga de

leucocitos (78%) nas 101 amostras consideradas inflamatérias pela presenga de
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leucécitos (Figura 3), entretanto titulos de normalidade correlacionaram-se com a

auséncia de leucécitos em apenas 33% das amostras (Figura 2).

A elevada quantidade de falsos positivos (27%), quando se compara a
lactoferrina com o "padrdo ouro", ou seja, presenga de neutrofilos em fezes diarréicas
como marcador de diarréia inflamatoria e auséncia de lactoferrina, nos faz considerar a
hipétese de que a lactoferrina possa estar elevada devido a outras fontes produtoras
dessa proteina além dos neutrofilos. Os falsos negativos (13%) poderiam ser
explicados pela possibilidade de reagdo cruzada do anticorpo policlonal anti-
lactoferrina com uma proteina componente do M. leprae e M. tuberculosis com peso
molecular de 65-Kd (ESAGUY e col., 1991; AGUAS e col., 1990), entretanto essas
bactérias sdo raras no trato gastrointestinal de criangas.

A tentativa de correlag@o entre presenga de leucdcitos com agentes etioldgicos
especificos apresentou resultados discordantes da literatura. A tabela 6 do nosso
estudo mostra elevados percentuais de leucocitos para diarréia causada por Rotavirus,
Adenovirus, E. coli enteropatogénica e enterotoxigénica, Cryptosporidium spp. e
Giardia, patogenos sabidamente produtores de diarréia sem exsudagdo neutrofilica na
mucosa do intestino. Os percentuais de leucocitos encontrados em outros estudos de
diarréias causadas por diferentes agentes etiologicos variam de 0 a 2.3%, 0 a 25%, 0 a
10.7%, 0 a 18.7% para Rotavirus, Adenovirus, E. coli enteropatogénica e
enterotoxigénica respectivamente (ALVARADO, 1983; PICHERING e col., 1977,
JINDAL & ARORA, 1991). Adicionalmente, nas diarréias em que nenhum patégeno
foi isolado, os percentuais de leucécitos fecais encontrados (51%) diferem do maior
percentual (18.4%) relatado em outros estudos (ALVARADO, 1983). A sensibilidade
de 59% e 60% da pesquisa de leucocitos para diarréias aguda e persistente mostradas
nas figuras 5 e 6 € superior aos achados de 24% e 12% para as respectivas categorias

de diarréia em outro estudo realizado em Fortaleza (SCHORLING e col., 1990).
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Essa excessiva sensibilidade da pesquisa de leucocitos deve-se provavelmente
aos critérios de leitura usados no estudo caso-controle de diarréia. E bem verdade que
os critérios variam muito nos diferentes estudos de pesquisa de leucdcitos nas fezes,
entretanto, todos sdo undnimes em visualizar o neutrofilo integro, de forma a distingui-
lo de mononucleares e de nucleos de células epiteliais descamadas para a luz intestinal.
Esse diagnostico diferencial ndo € possivel de ser realizado quando os pidcitos também
sdo incluidos na contagem de leucotcitos fecais (KORZENIOWSKI e col., 1979;
HARRIS e col., 1972). A grande experiéncia de Alvarado no exame citoldgico de
amostras fecais normais com sangue e de amostras fecais de diarréia inflamatoria
demonstrou que o melhor critério de leitura em diarréia inflamatoria seria considerar

dois ou mais leucocitos por campo de grande aumento (ALVARADO, 1983).

Assim, se as concentragdes de lactoferrina eram mais sensiveis que a pesquisa
de leucocitos (figura 4), e considerando que estes foram superestimados na contagem,
a diferenga de sensibilidade, na realidade, torna-se ainda maior. A lactoferrina revelou-
se positiva (titulo >1/200) tanto para diarréias causadas por Shigella, quanto para
outras causadas por patdgenos entéricos ndo invasivos e naquelas sem etiologia
definida. As dimensdes destas observagdes sdo avaliadas pela elevada sensibilidade da

lactoferrina em todos os casos de diarréia mostrados na tabela 6.

Nao ha correlagdo estratificada entre concentragdo de lactoferrina (em titulos)
e agentes etiologicos especificos, ja que tanto o patégeno invasivo da mucosa entérica
(Shigella) quanto os ndo invasivos se distribuem em todos os titulos sem diferengas
significativas. Variar o ponto de corte para 1/200, 1/400, 1/800 ou titulos superiores
seria um artificio ineficaz na tentativa de encontrar um ponto de corte inflamatorio,
como ilustra a figura 7. Mesmo havendo boa correlagdo com a presenga de leucdcitos,

o critério de leitura usado neste ultimo método atenua as evidéncias.
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A variavel aleitamento misto parece ndo ter influido na analise dos dados, ja
que representam um pequeno percentual de amostras e ndo interferiu nos titulos de
normalidade (1/50) apresentados por duas criangas controles em amamentagio. A
presenga constante de bactérias lactofermentadoras nas amostras que apresentavam
leucocitos nas fezes e titulos de normalidade de lactoferrina leva a se pensar que haja
alguma interagdo entre essas bactérias e a lactoferrina liberada de neutrofilos, de forma
a bloquear a sua ligagdo com o anticorpo anti-lactoferrina nas amostras. A elaborago
de sideroforos por bactérias e a ligagdo especifica da lactoferrina a receptores de
membrana bacterianos foram bem demonstradas em varios ensaios de interagdo entre
lactoferrina e bactérias presentes no trato intestinal (NAIDU e col., 1991; KISHORE

e col, 1991; NAIDU e col., 1991).

Varios estudos mostram a falta de correlagdo entre a quantidade de lactoferrina
e a quantidade de neutrofilos na arvore respiratoria de pacientes com asma bronquica
ou com bronquite cronica. A elevagdo da lactoferrina no limen respiratério seria
devida a sua produgdo pelas células epiteliais das vias aéreas. Os mediadores dessa
estimulagdo sdo desconhecidos (THOMPSON e col., 1990; van de GRAAF e col.,
1991; KALLENBACH e col, 1992). Embora possa haver correlagdo entre a
lactoferrina e a presenca de neutrofilos no nosso estudo, titulos elevados de
lactoferrina fecal (=1/200) ocorreram também em elevada proporgdo de amostras com
auséncia de leucdcitos (27%). Evidéncia maior de que a lactoferrina nfo reflete apenas
a degranulagdo neutrofilica no trato intestinal esta na presenga de elevados titulos
fecais dessa proteina em diarréia de etiologia ndo invasiva, a qual até a presente data
ndo se reconhece como desencadeadora de infiltragdo neutrofilica aguda da mucosa
intestinal. Assim, as evidéncias favorecem que a elevagio de lactoferrina se deva a sua
produgdo pelos enterocitos ou outras células da mucosa intestinal, em resposta a
estimulos lesivos @ mucosa entérica. Além dessa provavel fonte, a degranulagio

neutrofilica contribui para a elevagdo da lactoferrina fecal nas diarréias inflamatorias.
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Analise dos resultados do teste de aglutina¢io pelo litex anti-lactoferrina em
amostras de diarréia em pacientes adultos do Hospital da Universidade de

Virginia

A avaliagdo dos dados laboratoriais e clinicos de 93 pacientes com diarréia
internados no referido hospital sugere alta prevaléncia de diarréia associada a
antibiotico naquele nosocomio. Até o presente, o diagnostico dessa patologia envolve
analise de muitos fatores clinicos e laboratoriais, ja que é uma doenga de amplo
espectro de manifestacGes e gravidade. A presenga do organismo ou suas toxinas (A e
B) nas amostras fecais ndo garante um diagnostico de certeza absoluto, uma vez que
amostras de portadores assintomaticos podem conter toxinas A e B (McFARLAND,

1992).

Comumente recorre-se a recursos como a pesquisa de leucocitos nas fezes para
fortificar a possibilidade de lesdo inflamatoria entérica causada pelo C. difficile. A
sensibilidade desse método estd em torno de 50% nos casos de diarréia associada a
antibidtico (BARTLETT, 1992). A lactoferrina apresentou a mesma sensibilidade
(50%) nos 82 episodios diarréicos associados a antibidtico do nosso estudo quando
foram analisados os dados clinicos juntamente com os dados laboratoriais. O achado
de elevados titulos de lactoferrina fecal em todos os 3 casos de colite associada a
antibidtico sugere que altos titulos possam se correlacionar com a gravidade da lesdo
tissular entérica, embora o nimero de casos seja pequeno. A interessante observagdo
de que todas as 5 amostras fecais de um paciente com pancreatite apresentavam
lactoferrina positiva pode dever-se também ao fato de que em pancreatites ocorre

hipersecre¢do de lactoferrina no suco pancreatico (HAYAKAWA e col., 1993).

A maior sensibilidade do teste de aglutinagio pelo latex anti-lactoferrina

comparada a da pesquisa de leucocitos em amostras com diagndstico laboratorial de C.
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difficile por cultura de células CHO e/ou ELISA, ilustrados nas figuras 8, 9, 10, 12 e
13, sugere que o teste em estudo possa servir como um bom marcador de lesdo
entérica nessa patologia, algumas vezes podendo ser positivo antes da presenga

detectavel de toxina pela cultura de células.

Naqueles casos em que a cultura de células e o ELISA para detecgdo de C.
difficile sdo negativos, a detecg@o de titulos elevados de lactoferrina fecal pode servir
como método de selegdo para a indicagdo da pesquisa de toxinas do C. difficile em um
hospital onde ha elevada prevaléncia da doenga, j4 que esses testes sd0 onerosos

(BOWMAN e col., 1992).

Apesar da quantidade de toxinas do C. difficile nas fezes ndo se correlacionar
com a gravidade dos sintomas apresentados pelo paciente portador de C. difficile
(BARTLETT, 1990), encontramos boa correlagdo entre a sensibilidade do teste de
aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina e titulos positivos de toxina B progressivamente
maiores detectados pela cultura de células CHO, como mostra a figura 14. Essa
observagdo favorece a idéia de que a lactoferrina possa ser produzida pelos enterocitos

em resposta a estimulos lesivos.

Avaliacdo da acuracia diagnostica do teste de aglutinaciio pelo litex anti-

lactoferrina

O teste de aglutinagdo pelo latex anti-lactoferrina apresentou uma boa
sensibilidade (0.74) para o estudo de diarréia em criangas, porém uma baixa
sensibilidade para diarréia em adultos (0.42). Essa discrepancia provavelmente pode
ser devida a diferenga de reatividade das células da mucosa intestinal de criangas e
adultos a diferentes patogenos entéricos, assim como existe diferenca nos titulos de

normalidade entre criangas e .adultos, ou refletir apenas a diferenga de agentes
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etiologicos entre os dois estudos. No estudo realizado na Universidade de Virginia a
etiologia foi uniformemente C. difficile enquanto no estudo de diarréia em criangas
brasileiras os agentes causais foram multiplos. O significado de um teste positivo (>
1/200 em criangas e >1/50 em adultos) ndo implica que a diarréia seja inflamatoria,
apenas que ha uma resposta da mucosa intestinal aos patdogenos entéricos na qual
ocorre aumento da liberagdo de lactoferrina, seja por produgdo autoctone por células

da mucosa intestinal, seja por degranulagido neutrofilica.

A especificidade do teste foi boa tanto no estudo de diarréia infantil (0.88),
quanto no estudo de diarréia em adultos (0.94). Isso reflete o fato de que poucos
controles tiveram valores acima do ponto de corte. Por esta Ultima razdo, o valor

preditivo positivo também apresentou elevados percentuais em ambos os estudos.

Um novo teste diaghéstico ¢ geralmente visto no inicio das pesquisas com
muito entusiasmo, porém estudos clinicos com grande numero de amostras sio
necessarios para a comprovag@o de sua utilidade na pratica clinica. Grande valor foi
dado inicialmente ao antigeno carcinoembrionario no diagnostico do cancer de colon,
mas posteriormente esse antigeno comegou a aparecer em outras patologias
(FLETCHER e col., 1989). Consideramos a lactoferrina inicialmente como provavel
marcador de diarréia inflamatéria aguda (GUERRANT e col, 1992), porém os

resultados deste estudo levantam evidéncias de que esta hipotese ndo ¢ verdadeira.



61

6- CONCLUSOES

1- A lactoferrina fecal ndo € um marcador de inflamacdo intestinal aguda

determinada por patogenos entéricos em diarréias.

2- Os niveis de normalidade de lactoferrina fecal expresso em titulos foram
estabelecidos em até 1/100 para criangas e menor que 1/50 em adultos, quando

medidos pelo teste de aglutinag@o pelo latex.

3- Titulos de lactoferrina fecal acima dos niveis de normalidade constituem
evidéncia de agressdo da mucosa entérica por patogenos intestinais em diarréias
infantis e de adultos, quando medidos pelo teste de aglutinagdo pelo latex anti-
lactoferrina nos dois estudos realizados. E provavel que a elevagdo dos titulos de
lactoferrina ocorra devido a estimulagdo da produgdo autoctone pelas células da

mucosa intestinal além da degranulag@o neutrofilica.

4- Lactoferrina fecal acima do nivel de normalidade pode servir como indicador
de lesdo entérica por C. difficile e como teste de sele¢do das amostras fecais de
diarréia nosocomial a serem avaliadas para detecgdo deste patogeno ou de seus

produtos.
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