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“A persisténcia é o menor caminho do éxito”.
(Charles Chaplin)



MACEDO, Kawana Hiromori. Caracterizacdo de Escherichia coli diarreiogénica isoladas
de 4gua para consumo humano em um assentamento na Regido Norte do Parana. 2018.
52 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina - PR, 2018.

RESUMO

Doencas transmitidas pela agua sdo originadas em sua maioria por contato com patdégenos
entéricos, sendo o grupo das Escherichia coli diarreiogénica (DEC) um importante agente de
infeccOes gastrointestinais em adultos e criancas. Assim, esse estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica de 58 amostras de &gua in natura para
consumo, coletadas de pocos rasos e minas em um assentamento rural na regido sul do Brasil.
Os isolados de E. coli foram caracterizados genotipicamente dentro dos patotipos de DEC,
pela investigacdo de genes de viruléncia (eae, bpfA, stx1, stx2, Lt, St-la, St-lb, ipaH, aaiA,
aaiC, aatA e aggR), pela técnica da PCR e caracterizados fenotipicamente quanto a formacéo
de biofilme e adesdo em células HEp-2. Todas as amostras apresentaram contaminacdo por
coliformes totais e 36 (62,1%) por E. coli. Foram identificadas DEC em 6,89% das amostras
de &gua que apresentaram E. coli: trés (5,17%) ETEC e uma (1,72%) EAEC. Em células HEp-
2, EAEC apresentou adesdo agregativa e as trés cepas de ETEC apresentaram diferentes
padrbes de adesdo: adesdo difusa, adesdo agregativa e adesdo nédo definida. Todas as DEC
foram formadoras de biofilme. Dois isolados de ETEC apresentaram resisténcia a ampicilina e
tetraciclina, uma ETEC, a aminoglicosideos. EAEC foi sensivel a todos os antibioticos
testados. De acordo com a filogenia, todas as ETEC foram classificadas no filogrupo Bl e a
EAEC no filogrupo E. Os sorotipos encontrados em nosso estudo foram: EAEC 024:H21e
ETEC OR:H21, O17:H46 e O6:H12. As analises fisico-quimicas mostraram que todas as
amostras estavam dentro dos parametros normais de flior e 13 (22,4%) apresentaram
resultados acima do padrdo permitido de turbidez. A presenca de E. coli e DEC nas amostras
de &gua analisadas indica a necessidade de adocdo de medidas que evitem a contaminagéo da
agua fornecida a populacdo do assentamento rural analisado, evitando assim, a transmissao de
doencgas.

Palavras-chave: Escherichia coli diarreiogénica. Qualidade da dgua. Assentamento.



MACEDO, Kawana Hiromori. Characterization of diarrheagenic Escherichia coli strains
isolated from water for human consumption in a settlement in the Northern Region of
Parana. 2018. 52 p. Master’s Degree Dissertation (Microbiology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Water-borne diseases are mostly caused by contamination with enteric pathogens, and bacteria in the
diarrheagenic Escherichia coli (DEC) group are important agents of gastrointestinal disease in adults
and children. The aim of this study was to evaluate the microbiological and physicochemical quality of
58 in natura water samples collected from shallow wells and mines in a rural settlement in southern
Brazil. E. coli isolates were characterized genotypically according to DEC pathotypes by investigating
virulence genes (eae, bpfA, stx1, stx2, Lt, St-lb, St-lb, ipaH, aaiA, aaiC, aatA, and aggR) by PCR.
Antibiotic resistance, biofilm formation, and adherence in HEp-2 cells were also characterized. All
water samples presented contamination with total coliforms, and 36 (62.1%) with E. coli. DEC was
identified in 6.89% of the water samples with E. coli: three (5.17%) with enterotoxigenic E. coli
(ETEC), and one (1.72%) with enteroaggregative E. coli (EAEC). Regarding adherence patterns,
EAEC showed aggregative adherence, whereas various ETEC strains presented diffuse, aggregative,
and non-defined adherence. All DEC strains were biofilm forming. Concerning antibiotic resistance,
two isolates of ETEC showed resistance to ampicillin and tetracycline, and one isolate showed
resistance to aminoglycosides. The EAEC isolate was sensitive to all antibiotics tested. Based on the
phylogeny, all ETEC isolates were classified into phylogenetic group B1, whereas the EAEC isolated
clustered with the E phylogenetic group. The serotypes identified in our study were EAEC 024:H21
and ETEC: ONT:H21, O17:H46, and O6:H12. The physical-chemical analysis showed that all water
samples were within normal fluorine parameters; however, measured turbidity was above the
permitted standard in 13 (22.4%) samples. The presence of E. coli and DEC in water samples indicates
the need to take action to prevent contamination of water resources accessed by people in this rural
settlement to prevent the transmission of diseases.

Keywords: Diarrheagenic Escherichia coli. Water quality. Rural settlement
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1 INTRODUCAO

A &gua é considerada o recurso natural mais importante do mundo, sendo
destinada aos mais diversos fins, porém a sua qualidade se encontra cada vez mais precéria,
tornando um bem escasso. As condi¢Bes inadequadas de saneamento, sobretudo nas areas
rurais, associadas a falta de conhecimento da populacdo, aumentam a prevaléncia de doencas
transmitidas pela agua.

Em locais como os assentamentos, localizados em &reas rurais, onde ha falta
de uma infraestrutura adequada e uma condicdo higiénico-sanitaria baixa, € comum néo ter
abastecimento de agua publico. Isso ocorre, devido a distancia da regido urbana, assim como
0 alto custo para a instalacdo de um sistema de abastecimento no local. Portanto, os
assentados procuram solugdes alternativas para resolver o problema, abastecendo-se mediante
aguas provenientes de fontes subterraneas, como pocos rasos e minas, que em sua maioria,
estdo sujeitas a contaminacao.

O método mais efetivo para manter a qualidade da agua para consumo
consiste em formas de protecéo das fontes, evitando-se contaminagdes por dejetos de animais
e humanos, e principalmente o tratamento da agua. Falhas na protecdo e no tratamento
expdem a comunidade a riscos de doencas intestinais e a outras doencas infecciosas.

A agua pode atuar como veiculo de diversos agentes patogénicos, entre eles,
bactérias, virus e protozoarios. No entanto, 0s principais microrganismos transmitidos por
meio de aguas contaminadas séo de origem enterica, sendo assim, um dos maiores focos de
contaminacdo em aguas subterraneas é o contato com fezes de animais e humanos.

A agua contaminada pode causar grandes surtos de gastroenterites, sendo
considerada uma importante causa de mortalidade em todo o mundo. Um dos grupos de
microrganismos envolvidos em doencas de veiculacdo hidrica € o da Escherichia coli
diarreiogénica (DEC). Em vista disso, observamos a importancia de investigar a prevaléncia
de DEC em cepas de E. coli, isoladas de amostras de agua de um assentamento localizado na
regido norte do Parand, com intuito de evitar a disseminacdo desses patdgenos e propagacao
de doengas nesse local.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 ABASTECIMENTO DE AGUA EM ASSENTAMENTO RURAL

A Politica Social no contexto rural foi aplicada perante as lutas dos
movimentos sociais. No atual sistema brasileiro de reforma agréria, o termo assentamento
rural se refere a novas propriedades onde serdo instaladas familias com a intencdo de explorar
a area agricola, beneficiando o desenvolvimento socioeconémico (SOUSA, 2013; BARROS,
2013).

O custo financeiro e a complexidade para a implantagdo do saneamento
basico nas areas rurais sao altos. Em vista disso, € necessario criar solugdes alternativas
adaptaveis a esses locais, atendendo as suas necessidades (BARROS, 2013; FUNASA, 2014).
Assim, as principais fontes de abastecimento de agua no meio rural sdo de origem
subterranea, COMo pocos rasos, nascentes e minas — fontes sujeitas a contaminacdo devido as
baixas profundidade e proximidade com a superficie do solo, estando exposta ao escoamento
de &guas da chuva que carreiam impurezas (AMARAL et al., 2003; ARAUJO et al., 2011).

A contaminacdo da &gua pode ocorrer devido a falta de protecdo e
conservacao de suas fontes, armazenamento inadequado, pela presenga de animais proximos
as estruturas de captacdo de agua, lancamentos de efluentes domésticos e industriais sem
tratamento adequado (BARROS, 2013). A &gua, quando ndo tratada e exposta a agentes
contaminantes, € capaz de ocasionar grandes surtos, como um surto de gastroenterite causado
pelo consumo de agua contaminada em uma cidade na Finléndia, provocado por uma conexao
cruzada inadequada entre &guas residuais e dgua potavel, que acometeu estimadamente 8.453
moradores, no qual o patdgeno mais encontrado foi Campylobacter sp., seguida por Giardia,
Salmonella, Clostridium difficile, rotavirus e Shigella boydii (LAINE et al., 2011).

A &gua para consumo humano é considerada um importante transmissor de
doencas de natureza infecciosa, sendo ocasionadas principalmente pela presenca de
microrganismos patogénicos de origem entérica, através da contaminagdo com fezes humanas
ou de animais (CABRAL, 2010).

Os animais podem transportar uma ampla gama de agentes patogénicos que
sdo capazes de provocar doencas gastrointestinais em humanos, podendo ser excretados pelas
fezes. Entre eles, incluem as bactérias Campylobacter spp., Listeria spp., Salmonella spp.,
Aeromonas spp., Vibrio spp., Enterococos e Escherichia coli, os protozoarios Giardia spp.,
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Cryptosporidium spp., e 0s virus entéricos, como adenovirus e enterovirus (CURTIS;
CAIRNCROSS; YONLLI, 2000; COX et al., 2005; TAVARES et al., 2005).

Estima-se que a falta de higiene, saneamento basico e consumo de agua
inadequada, podem causar 842 mil mortes por diarreia anualmente. 1sso representa 58% de
todas as mortes provocadas por diarreia e equivale a 1,5% do total de doengas em todo o
mundo (PRUSS-USTUN et al., 2014). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (WHO,
2017), todos os anos, 361 mil criangas com menos de cinco anos, no mundo, morrem devido a
diarreia ocasionada pela falta de saneamento basico e 4gua contaminada.

As bactérias do grupo coliformes pertencem a uma familia de bactérias
denominada Enterobacteriaceae, composta por quatro géneros, Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter e Citrobacter. Entre elas, E. coli esta relacionada com a transmissdo de doencas
de veiculacdo hidrica, sendo frequentemente utilizada para a avaliar a qualidade
microbiolégica da 4gua, por se tratar de uma bactéria termotolerante de origem
exclusivamente fecal e possuir uma grande importancia clinica, (CABRAL, 2010; DUNN et
al., 2014).

Rheinheimer et al. (2010) analisaram amostras de agua de 35 poc¢os rasos,
durante diferentes estacfes do ano, e os coliformes totais estavam presentes em todas as
fontes, independente da época das coletas. Da mesma forma, estudos realizados na cidade de
Londrina-PR com amostras de agua de 168 pocos rasos, no periodo de 2005-2010,
constataram que 142 amostras (84,5%) estavam contaminadas com coliformes totais e 93
amostras (55,4%) com E. coli (BURGOS et al., 2014). Em contrapartida, um estudo realizado
com 214 amostras de agua coletadas de 107 Centros Municipais de Educacédo Infantil (CMEI)
das cidades de Londrina, Cambé, lbipord e Rolandia — PR, abastecidos pelo sistema de
abastecimento publico, apenas sete escolas (6,54%) apresentavam &gua impropria para
consumo do ponto de vista microbioldégico (MATSUCHITA et al., 2014), enfatizando a
importancia do tratamento da dgua para a prevencdo de contaminacgdo por coliformes totais e
prevaléncia de contaminacdo em &gua subterrénea.

Uma pesquisa realizada em um assentamento na Amazonia — Brasil, onde
foram selecionados 20 pocos rasos responsaveis por abastecer 39 familias, constatou que
todas as amostras de agua estavam contaminadas por coliformes totais e E. coli (FERREIRA,
LUZ, BUSS, 2016). Queiroz et al. (2014) analisaram a 4gua de 12 pontos de coleta diferentes
em um assentamento no Mato Grosso - Brasil, diversificando entre minas, corregos, rios e
poc¢os rasos, durante 6 meses, e todos os pontos de coleta apresentaram contaminacao por

coliformes totais em pelo menos um dos meses avaliados.
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2.3 ESCHERICHIA COLI

E. coli é um bacilo gram-negativo, anaerdbio facultativo, que faz parte da
microbiota intestinal humana, beneficiando o seu hospedeiro, porém algumas cepas dessa
espécie podem desenvolver ou adquirir mecanismos de patogenicidade provocando infeccBes
(NATARO; KAPER, 1998).

Desde a sua identificacdo, em 1885, pelo pediatra alemdo Theodor
Escherich, E. coli continua sendo uma das bactérias mais estudadas no mundo (NATARO;
KAPER, 1998). E. coli diarreiogénica (DEC) sdo uma das causas relacionadas a infeccgoes
gastrointestinais, tanto em adultos como em criancgas, e estdo divididas em oito grupos, de
acordo com seus fatores de viruléncia especificos e caracteristicas fenotipicas. O grupo das
DEC é classificado como: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e seu subgrupo, E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adesdo difusa
(DAEC), E. coli aderente invasora (AIEC) e E. coli enteroagregativa produtora de toxina
Shiga (STEAEC) (CLEMENTS et al., 2012), sendo 0s cinco primeiros, 0s principais
patotipos pesquisados.

As cepas de DEC evoluiram adquirindo, por meio da transferéncia
horizontal de genes, um conjunto de caracteristicas tipicas responsaveis por persistir causando
doencas nos hospedeiros (MEDIGUE et al., 1991; GOMES et al., 2016). llhas de
patogenicidade responsaveis por codificar importantes fatores de viruléncia, encontrados
especialmente em genomas de cepas patogénicas, diferem-se do genoma de E. coli comensais,
indicando que podem ter sido adquiridos de outras espécies (DONNENBERG; WHITTAM,
2001).

E. coli apresenta diferentes grupos antigénicos e sao identificados e
caracterizados por diversas combinacdes do antigeno O (antigeno da parede celular), antigeno
K (antigeno capsular) e antigeno H (antigeno flagelar) dando origem a varios sorotipos
(EWING, 1986). Na literatura encontram-se descritos aproximadamente 188 antigenos O. Em
adicdo, tambem foram descritos, pelo menos 53 antigenos H e 74 antigenos K diferentes,
possibilitando inimeras combinacdes (FRATAMICO, 2016).

Analises filogenéticas tém mostrado que cepas de E. coli sdo classificadas
em sete principais grupos filogenéticos: A, B1, B2, C, D, E e F. A distribuicdo em grupos

filogenéticos tem sido utilizada como uma maneira rapida e simples de classificar cepas de E.
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coli patogénicas, além de contribuir para o entendimento de como o0s genes de viruléncia sdo
adquiridos (CLERMONT et al., 2013).

As doencas diarreicas constituem uma importante causa de mortalidade e
morbidade mundial. Estima-se que em 2010 houve mais de 1,7 bilhdes de episodios de
diarreia em todo o mundo (LIU et al., 2012), dos quais levaram a morte de aproximadamente
700.000 criancas menores de cinco anos de idade (WALKER et al., 2013). DEC ¢é uma das
causas de diarreias, demonstrando assim, a necessidade de implantacdo de um sistema de
vigilancia para os patdgenos entéricos, devido a sua grande importancia para a saude publica,
principalmente em paises subdesenvolvidos como o Quénia (SHAH et al., 2016).

2.4 ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA (EPEC)

EPEC foi a primeira categoria de DEC a ser descoberta durante um surto de
diarreia infantil ocorrido por volta dos anos 1940 e 1950 (BRAY, 1945; ROBINS-BROWNE,
1987), entretanto a sua identificacdo foi descrita somente em 1955, por Neter et al. (1955).
Anteriormente definida apenas com base nos sorotipos O e H, EPEC também passou a ser
definida com base em caracteristicas patogénicas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004,
GOMES et al., 2016). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1987), as
cepas de EPEC sdo classificadas em doze sorogrupos O: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119,
0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158, considerados como sorogrupos classicos de EPEC.

O principal mecanismo de patogenicidade de EPEC € caracterizado pela
capacidade de induzir lesdes A/E (attaching-effacing) em células do epitélio intestinal e
auséncia da producao de toxina Shiga. Nas lesdes A/E, ocorre uma adesdo intima da bactéria
aos enterocitos, promovendo a destruicdo das microvilosidades do epitélio, levando a
polimerizacdo da actina e a formagédo de estruturas semelhantes a um pedestal na membrana
apical do enterdcito, reorganizando o citoesqueleto sobre o qual a bactéria se encontra aderida
(MOON et al., 1983; KNUTTON et al., 1989).

A lesdo A/E ¢ formada através da expressdo de varios genes localizados em
uma ilha de patogenicidade (PAI) de 35 kb presente no cromossomo, denominada Locus of
Enterocyte Effacement (LEE) (MCDANIEL et al., 1995) e possui 0 gene eae que codifica
uma proteina de membrana externa de 94-kDA denominada intimina, promovendo a ligacdo
da bactéria nas células epiteliais (JERSE et al., 1990), e o gene tir, o qual codifica o receptor
Tir, que é translocado para a membrana na célula hospedeira funcionando como o receptor da
intimina (KENNY et al., 1997).
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Existem mais de 30 tipos e subtipos de variantes do gene eae descritos em
EPEC e EHEC devido as alteragdes antigénicas decorrentes na extremidade C-terminal da
molécula de intimina, que é responsavel por se ligar ao receptor Tir (ADU-BOBIE et al.,
1998; BLANCO et al., 2006; HORCAJO et al., 2011).

As EPEC foram subdividas em dois grupos: EPEC tipica (tEPEC) e EPEC
atipica (aePEC), considerando a presenca ou auséncia do fator de adesdo, um plasmideo de
60 MDa denominado EAF (EPEC adherence factor), que possui o gene bfpA responsavel por
codificar uma adesina fimbrial do tipo IV, conhecida como Bundle-Forming Pilus (bfp). As
cepas de tEPEC sdo conhecidas por apresentar, além do gene eae, o plasmideo EAF, ja as
cepas de aEPEC sdo caracterizadas por possuir 0 gene eae, mas nao apresentar o plasmideo
EAF e, ambas ndo produzem a toxina Shiga (Stx), o que as diferenciam das EHEC (eae+ e
stx+) (KAPER, 1996; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Os subtipos de EPEC também podem ser diferenciados através do seu
padrdo de adesdo, que sdo mediadas pela expressdo do BFP. tEPEC possui um padrdo de
adesdo localizada (AL) (SCALETSKY; SILVA; TRABULSI, 1984), caracterizado pela
formacdo de microcolénias compactas aderidas na superficie celular, apds trés horas de
incubacdo em testes com células HelLa e HEp-2 (CRAVIOTO et al., 1979). Em contrapartida,
as aEPEC apresentam um padrdo de adesdo localizada-like (AL-L), caracterizado pela
formacdo de microcoldnias mais frouxas, sendo possivel visualizar em ensaio mais
prolongados, com duracdo de seis horas (RODRIGUES et al., 1996).

Segundo um estudo realizado por HICKS et al. em 1998, bactérias que
possuem a intimina e ndo possuem a presenca do plasmideo EAF ou possui 0 gene bfp ndo
funcional, conseguem se aderir as células hospedeiras e formar a lesdo A/E, porém ndo
formam microcolénias compactas. Sendo assim, o BFP ndo é considerado necessario para a
aderéncia inicial da bactéria a célula, mas ainda assim é considerado um potencial fator de
viruléncia, acarretando sinais clinicos mais potentes do que as EPEC com EAF negativo
(FRANKEL et al., 1998).

O principal sintoma associado a tEPEC é a ocorréncia de diarreia aguda,
principalmente em criangas até um ano de idade (NATARO; KAPER, 1998), por outro lado,
aEPEC provoca diarreia em individuos de diversas faixas etarias (HERNANDES et al., 2009).
O periodo de incubacdo dessa bactéria € de 3 a 24 horas, podendo causar diarreia persistente
acompanhada de febre e vomitos (FARFAN-GARCIA et al., 2016).

Uma revisdo realizada por Hernandes et al. (2009) relata que cepas de

aEPEC podem ser patogenos potencialmente zoondticos, devido a presenca de sorogrupos
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associados a diarreia humana identificados em animais. Em contrapartida, cepas de tEPEC
raramente sdo encontradas em animais (NATARO; KAPER, 1998).

A transmissdao das EPEC, assim como outros patdgenos entéricos, pode
ocorrer através do consumo de agua e alimentos contaminados pela rota fecal-oral (LEVINE;
EDELMAN, 1984). No Japdo foi relatado um surto de diarreia transmitida pela dgua afetando
41 alunos, entre 12 a 15 anos, com a presenca de cepas de aEPEC (YATSUYANAGI et al.,
2003), outro estudo realizado com amostras de agua do Rio La Paz, no Peru, mostrou que
47,2% das cepas de E. coli isoladas eram aEPEC (POMA; MAMANI; INIGUEZ, 2016).

Uma pesquisa desenvolvida na Noruega com criangas menores de dois anos
de idade que apresentaram quadro clinico de diarreia, demonstrou que a aEPEC foi mais
prevalente do que outros patdgenos entéricos (AFSET; BERGH; BEVANGER, 2003), ja um
estudo realizado pela Global Enteric Multicenter Study (GEMS) em paises em
desenvolvimento associou significativamente casos de diarreia moderada a severa em criangas
de até dois anos de idade com cepas de tEPEC (KOTLOFF et al., 2013). Entre 2012 e 2013
foram isoladas 82 cepas de aEPEC, sendo 68 de casos esporadicos e 14 de cinco surtos de
diarreia ocorridos no Brasil (VIEIRA et al., 2016).

Durante anos, o sorotipo de tEPEC foi considerado um importante
patdgeno relacionado a gastroenterites em criancas, porém estudos realizados no Brasil
demonstraram um declinio nos nimeros de isolados de tEPEC e um aumento na frequéncia de
aEPEC (FRANZOLIN, 2005; GOMES et al., 2016). No entanto, outros estudos ainda relatam
que tEPEC e mais prevalente do que aEPEC como agente causal de diarreia, principalmente
em algumas areas menos desenvolvidas como Africa e Asia (RAJENDRAN; AJJAMPUR;
CHIDAMBARAM, 2010; IFEANY]1 et al., 2015; ODETOYIN et al., 2016).

2.5  ESCHERICHIA COLI PRODUTORA DE TOXINA SHIGA (STEC) E ESCHERICHIA COLI

ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

Desde o inicio dos anos 80, o grupo da STEC, sorotipo O157:H7, surgiu
como um importante patdégeno de origem alimentar. Foi descrita primeiramente em 1983
durante um surto de doengas gastroentestinais nos Estados Unidos, e esta relacionada com
casos de Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) (RILEY et al., 1983) e colite hemorrégica
(CH) (KARMALI et al., 1985). O periodo de incubagdo dessa bactéria geralmente ocorre
entre trés a quatro dias, provocando diarreia sanguinolenta e pode estar acompanhada de dores
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abdominais e febre (NATARO; KAPER, 1998), porém também pode causar infeccBes que
ndo envolvam necessariamente diarreia sanguinolenta (CHART; JENKINS, 1999).

O principal mecanismo de patogenicidade de STEC estd associado a
producgéo de dois tipos de citotoxinas denominadas toxinas Shiga (Stxl e Stx2) (PATON;
PATON, 1998), inicialmente conhecidas como Verotoxinas (VT) (KONOWALCHUK;
SPEIRS; STRAVIC, 1977). Estudos posteriores observaram que diversas cepas de STEC
expressavam toxinas Stx1 e Stx2 com variacdes em sua sequéncia de aminoacidos, sendo
subdivididas. A familia Stx1 é mais homogénea e inclui Stxla, Stxlc e Stxld, enquanto o
grupo Stx2 é composto por Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f e Stx2g. Algumas
variaveis como Stx2a, Stx2c e Stx2d, se destacam pela associacdo com casos de CH e SHU
(SCHEUTZ et al., 2012; GOMES et al., 2016).

E. coli enterohemorragica (EHEC) é um subgrupo de STEC que foi
originalmente descrito por sua associa¢do com surtos de CH, sendo caracterizado por produzir
toxina Shiga e pela presenca de um gene homologo ao eae de EPEC (PATON; PATON,
1998). O termo EHEC é aplicado aos sorotipos de STEC que tém as mesmas caracteristicas
clinicas, epidemioldgicas e patogénicas associadas com a cepa de E. coli O157:H7,
responsavel por provocar um efeito citopatico irreversivel nas células hospedeiras (JAFARI;
ASLANI; BOUZARI, 2012).

Algumas cepas de STEC/EHEC sdo capazes de produzir uma
enterohemolisina (Ehly), um tipo de hemolisina que se encontra associada ao plasmideo
pO157 (SCHMIDT; BEUTIN; KARCH, 1995) codificada pelo gene ehxA, de
aproximadamente 35 kDa (JURGENS et al., 2002). E uma proteina de alta viruléncia com a
capacidade de se inserir na membrana plasméatica das células alvos formando poros
(BIELASZEWSKA et al., 2014).

O principal reservatério de EHEC € o trato intestinal de bovinos, o que
explica os grandes surtos associados ao consumo de carne bovina malcozida (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). No entanto, existem outras espécies de animais que atuam
como reservatorios, por exemplo, as ovelhas, cabras e cervos. Alguns animais ndo sao
considerados reservatorios, e sim, hospedeiros disseminadores, que quando colonizados por
esses patdgenos podem transmitir a doenca, como as aves, suinos, cées e cavalos, porém uma
vez que ndo sdo mais expostos a uma fonte de STEC, eles ndo mantém a colonizagéo dessas
bactérias. Esse é o fator critico que diferencia esses animais dos reservatorios (PERSAD;
LEJEUNE, 2014). Alimentos contaminados com esse patdgeno, como algumas frutas e

verduras também podem causar a doenca (CROZIER et al., 2016).
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As cepas patogénicas sdo caracterizadas pela sua capacidade de causar
doencgas através de mecanismos como a producdo de toxinas, adesdo e invasdao em células
hospedeiras, interferéncia no metabolismo das células e destruicdo de tecidos (CROXEN et
al., 2013). A capacidade de aderir, colonizar e formar biofilme nos alimentos e em véarios
tipos de superficies pode ser uma fonte e/ou veiculo de transmissdo de STEC/EHEC
(BISCOLA, ABE, GUTH, 2011), além disso, o biofilme também pode atuar como protecédo
bacteriana contra condi¢Ges ambientais, e a sua formacgdo ndo esta relacionada a um sorotipo
especifico e nem a presenca ou auséncia de genes de viruléncia (PICOZZI et al., 2016).

Mais de 400 sorotipos de STEC estdo envolvidos em surtos esporadicos
relacionados com humanos, que podem variar entre uma diarreia leve a uma CH e SHU nos
casos mais graves. Entre eles, o sorotipo O157:H7 é considerado o patégeno mais importante
clinicamente (FARFAN-GARCIA et al., 2016). E. coli 0104:H4 implicada em um surto em
2011 no norte da Alemanha, causou 0 maior numero de casos de SHU (852) e mortes (50) ja
registrado em um Unico surto de E. coli. Apesar da E. coli O104:H4 possuir fatores de
viruléncia tanto de STEC (Stx2a, IpfAO26 e ter) como de EAEC (sigA, pic, aggR e outros
genes do plasmideo pAA) e de EXPEC (irp2, fyuA, iha, aer) seus mecanismos de patogénese
ainda ndo sdo bem conhecidos (MORA et al., 2011). Estes dados levaram ao surgimento de
mais um patotipo de DEC denominado de E. coli enteroagregativa produtora de toxina shiga
(STEAEC) que tem ancestrais de STEC e EAEC (CLEMENTS et al., 2012).

No Brasil, muitas fontes de &gua ndo tratadas, como éaguas superficiais de
rios, nascentes e pocos rasos, sdo utilizadas como agua potavel, onde as populagcdes mais
afetadas sdo aquelas que vivem em periferias urbanas e comunidades rurais (LASCOWSKI et
al., 2013; SCHUROFF et al., 2014) e ainda, ha poucos dados publicados sobre o

monitoramento de STEC e EPEC nas fontes brasileiras de dgua potavel.

2.6 ESCHERICHIA COLI ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

EAEC é um patdgeno emergente responsavel por causar diarreia aguda e
persistente, sendo capaz de promover a desnutricdo e retardamento no crescimento de
criancas. Tém sido associadas a “diarreia do viajante” tanto nos paises em desenvolvimento
como em industrializados (NATARO; KAPER, 1998; GOMES et al., 2016). A diarreia
causada por esses patdgenos possui a consisténcia aquosa, com presenca de muco, com ou
sem sangue, pode estar acompanha de dores abdominais, vomitos e febre baixa. Em alguns

casos pode ter duracdo de até 14 dias, sendo considerada como persistente (HEBBELSTRUP
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et al., 2014). O mecanismo basico de patogenicidade de EAEC consiste na colonizacdo da
mucosa intestinal e na producdo de enterotoxinas e citotoxinas (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

Esse grupo é caracterizado pelo seu padrdo de adesdo em células HEp-2,
denominada de padrdo agregativo (AA), em que as bactérias se agregam uma as outras em um
modelo de “tijolo empilhado” e se aderem também nas laminulas e entre as células. O padrédo
de adesdo AA ¢ considerado o padrdo “ouro” para a caracterizagdo das EAEC (NATARO et
al., 1985), porém esse padrdo pode ser encontrado em outros patotipos de DEC, necessitando
a presenca de marcadores moleculares para confirmar (NATARO; KAPER; 1998).

O fenotipo do padrdo de adesdo AA e a formacdo de biofilme, estd
associado a uma adesina fimbrial denominada AAF (Aggregative Adherence Fimbriae), que
possui cinco variantes (AAF/I-AAF/V), sendo reguladas pelas variantes do ativador de
transcricdo aggR (aggregative adherence regulator) (aggA, aafA, agg3A, agg4A e aggbA)
(NATARO et al., 1992; BOISEN et al., 2008; JONSSON et al., 2015). O gene transcricional
(aggR), assim como outros fatores de viruléncia, como a proteina antiagregativa (aap) (anti-
aggregation protein dispersin), as enterotoxinas EAST1 e Pet codificada pelos genes astA e
pet, o gene transportador da proteina antiagregativa (aat), sdo codificados por um plasmideo
de alto peso molecular (55-65 MDa), conhecido como pAA (CZECZULIN et al., 1999)

As cepas de EAEC que apresentam o gene aggR sdo denominadas tipicas e
as que ndo possuem o gene aggR, mas apresentam o padrdo de adesdo agregativo, s@o
conhecidas como atipicas (NATARO; KAPER; 1998). O gene aggR é responsavel por
promover a expressao de diversos fatores de viruléncia tanto plasmidiais quanto
cromossomais, incluindo as AAFs e a dispersina (DUDLEY et al., 2006).

Entre os genes cromossomais regulados pelo aggR, estdo o aaiC e o0 aaiA,
que se encontram em uma ilha de patogenicidade inserida em pheU, responsavel por codificar
componentes do sistema de secrecao do tipo VI (DUDLEY et al., 2006).

As cepas desse patotipo possuem uma proteina hidrofilica que promove a
diminuicdo na autoagregacdo bacteriana, através da neutralizacdo da carga negativa dos
lipopolissacarideos, permitindo que as fimbrias AAF se estendam pelas células, favorecendo
assim a sua dispersdo ao longo da mucosa intestinal. Essa proteina antiagregativa é nomeada
de dispersina e codificada pelo gene aap (SHEIKH et al., 2002), e é transportada para fora da
celula bacteriana por uma proteina transportadora, codificada pelo gene aatA (anti-
aggregation protein transporter), anteriormente conhecido como sonda CvVD432 (BAUDRY
etal., 1990; NISHI et al., 2003).
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Outra proteina que ajuda na colonizacdo da EAEC é conhecida como Pic,
uma protease com atividade mucinolitica e hemaglutinina que ajuda a penetrar nos enterocitos
(HENDERSON et al., 1999) causando uma hipersecrecdo do muco, contribuindo para que a
bactéria permaneca por mais tempo aderida a mucosa (NAVARRO-GARCIA et al., 2010).

Um numero crescente de EAEC que causa diarreia aguda, persistente e do
viajante tem sido associado ao consumo de agua e alimentos contaminados (KARAM et al.,
2017). Cepas de DEC foram detectadas em 23,3% dos pacientes internados com diarreia
aguda no México, sendo que a maior porcentagem dos isolados foi de EAEC (12,2%), e em
criangcas menores de dois anos, demonstrando a prevaléncia desse patotipo em criangas
(CANIZALEZ-ROMAN et al., 2016).

Um estudo demonstrou a prevaléncia de isolados de EAEC em criancas de
até cinco anos de idade, hospitalizadas com diarreia no Quénia, e isto, pode ser caracterizado
devido ao sistema imunoldgico ainda estar subdesenvolvido e a incapacidade de uma resposta
imune efetiva, sendo que a maior parte dos isolados foi em criancas de 0 a 18 meses (SHAH
et al., 2016), semelhante a outro estudo realizado no Brasil, em que EAEC foi o patotipo mais
prevalente (20,9%) dentre as DEC (LOZER et al., 2013).

2.7 ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

ETEC foi descoberta em 1968 (GORBACH et al., 1971), sendo considerada
a principal causa de “diarreia do viajante”, provocando diarreia aquosa, que varia de leve até
um grau mais severo, atingindo todas as idades, e ocorre principalmente em regides
endémicas e em paises em desenvolvimento (NATARO; KAPER; 1998). O grupo ¢é
considerado heterogéneo por abrigar diferentes elementos genéticos e pelas caracteristicas
fenotipicas, incluindo a grande diversidade de lipopolisacarideos (LPS), a expressdo de
diferentes fatores de colonizacgdo (CFs) e toxinas (GAASTRA; SVENNERHOLM, 1996)

Os CFs foram os primeiros fatores de viruléncia descritos em ETEC
(EVANS et al., 1975) e devido a sua importancia, existem estudos que investigam a produgédo
de vacinas para ETEC com base nesses fatores (WALKER; STEELE; AGUADO, 2007).

As cepas de ETEC sdo caracterizadas pela producdo das enterotoxinas:
termo labil (LT) e toxina termo estavel (ST) (NATARO; KAPER; 1998; GOMES et al.,
2016). O mecanismo de patogenicidade de ETEC é colonizar a superficie da mucosa do

intestino delgado e liberar enterotoxinas, que promovem uma desregulacdo nos canais de
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membrana do epitélio intestinal, aumentando a secrecdo de agua e eletrdlitos da mucosa,
sendo capaz de provocar desidratacdo em poucas horas (FINKELSTEIN et al., 1976).

A toxina ST é dividida em duas classes, STa (ST-I) e STb (ST-II), que se
diferem na estrutura e no mecanismo de ag¢do, ambas as variantes podem ser encontradas em
humanos (ALI et al., 2012). A toxina STa é semelhante ao horménio guanilina presente no
intestino, que age ligando e ativando o receptor GC-C (guanilato ciclase), aumentando 0s
niveis de GMP ciclico intracelular provocando uma desregulacdo na absorcdo e secrecdo de
ions, desencadeando assim, a diarreia aquosa (SEARS; KAPER, 1996).

A toxina LT € subdivida em LT-I geralmente isolada de humanos, e LT-II
isoladas de animais e raramente de humanos, e sdo transportadas através da membrana
externa pelo sistema de secrecdo do tipo Il (TAUSCHEK et al., 2002). Esta toxina pertence ao
grupo ABs ou seja, € composta por uma subunidade A e cinco subunidades B. A LT se liga
através da subunidade B nos receptores especificos presente no lipopolissacarideo (LPS) da
membrana e é secretada para o interior da célula hospedeira pelo mecanismo de endocitose.
Essas reacdes produzem um aumento de AMP ciclico, que estimula a secrecdo de cloreto e
outros eletrdlitos (SPANGLER, 1992).

As cepas de ETEC estdo relacionadas a diversos casos de diarreia, como
mostra o trabalho realizado com criancas entre 0 a 5 anos de idade com diarreia aguda na
Nigéria, das 400 amostras coletadas, foram detectadas DEC em 51 e entre elas, 16
apresentava ETEC (IFEANYI1 et al., 2015), j& em pacientes no México, dos 242 isolados de E.
coli, 43 eram ETEC (CANIZALEZ-ROMAN et al., 2016).

A diarreia provocada por esses patdgenos pode ser o resultado da ingestdo
de alimentos e agua contaminada (NATARO; KAPER, 1998; GOMES et al., 2016). De
acordo com um estudo realizado com amostras de agua superficial de um rio na india, 40%
dos isolados foram de ETEC (RAM et al., 2009) e no Aby Lagoon, que atravessa a Costa do
Marfim e Gana, de 62 amostras de agua, 37 (60%) foram positivas para ETEC (KAMBIRE et
al., 2017). Em amostras de agua do Rio La Paz no Peru, utilizada para irrigacdo e despejos
sanitarios de hospitais, verificou que o patotipo de ETEC (94,4%) foi o mais encontrado entre
as amostras que foram positivas para coliformes termotolerantes, e de 24 amostras de vegetais
frescos analisados, ETEC estava presente em 67% das amostras (POMA; MAMAN;
INIGUEZ, 2016). No Brasil, Cestari et al. (2016) realizaram um trabalho pesquisando ETEC
em 295 cepas de E. coli isoladas de dgua para consumo humano e encontrou a presenca de
ETEC em 36 (12,2%) dos isolados.
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2.7  ESCHERICHIA COLI ENTEROINVASORA (EIEC)

EIEC foi descrita pela primeira vez em 1947 (EWING; GRAVATTI, 1947)
e difere das outras categorias de DEC por ndo descarboxilar a lisina, ndo fermentar lactose (ou
fermentar tardiamente) e por ser imodvel, exceto o sorogrupo 0124 (SILVA; TOLEDO;
TRABULSI, 1980). Este grupo possui propriedades genéticas, bioquimicas e a capacidade de
invadir as células do hospedeiro semelhante a Shigella spp. (FORMAL; HORNIK, 1978).

Os sintomas caracteristicos causados pela EIEC séo diarreia aguda com a
presenca de sangue, muco e dor abdominal, porém, em alguns casos, ocorre apenas a diarreia,
dificultando o diagndstico, devido a semelhanca dos sintomas produzidos pela ETEC e 0s
casos menos graves causados pela Shigella (NATARO; KAPER; 1998).

EIEC consegue evadir da resposta imunolégica no hospedeiro, penetrando
nas células epiteliais do colon através de adesinas, movendo-se lateralmente para invadir
outras células (SCHROEDER; HILBI, 2008). Estas bactérias ligam-se especificamente as
células M presente na mucosa do intestino grosso, invadem as células por endocitose e
induzem ou inibem as vias de sinalizacdo celular, esse mecanismo de invasdo e penetracao

promove a destruicdo das células hospedeiras (LEVINE, 1987).

Os genes necessarios para a patogenicidade de EIEC estdo albergados em
um plasmideo de viruléncia de 140 MDa, muito semelhante ao encontrado em Shigella spp
(SANSONETTI; KOPECKO; FORMAL, 1982). Este plasmideo codifica um sistema de
secrecdo do tipo Ill que resulta em diversos fatores de patogenicidade, como a secrecdo de
proteinas, entre elas: IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, que promovem eventos como a sinalizacao das
células epiteliais, o rearranjo do citoesqueleto e a lise de vactolos endociticos (CLEMENTS

etal., 2012).
A ocorréncia de surtos relacionados a presenca de EIEC é menor em relacéo

as outras categorias de DEC. Em um estudo realizado no Brasil com amostras de fezes
isoladas de 560 criancas com e sem diarreia, EIEC foi isolada em 0,5% das amostras,
demonstrando a baixa prevaléncia desse patotipo de DEC (LOZER et al., 2013). Em Abuja,
Nigéria, pesquisaram DEC em 400 amostras de fezes de criangas com diarreia e encontraram
12,8% de DEC, no qual EIEC foi encontrada em apenas 0,8% (IFEANYI et al., 2015). Na
ultima decada, apenas alguns episodios de EIEC associados a doenga foram relatados em
estudos na América Central e do Sul, Africa e Asia (CROXEN et al., 2013).

Assim observamos que as doencas diarreicas constituem uma importante
causa de mortalidade e morbidade mundial, salientando a necessidade de estudos de vigilancia
epidemioldgica, a fim de diminuir o risco de ocorréncia desses patdgenos. Dados

epidemioldgicos recentes tém demonstrado que uma grande parcela da populacdo mundial
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ainda carece de agua potavel e de condicdo higiénica sanitaria adequada, estando sujeitas a

contrair infecgdes.

2.8 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

2.8.1 Turbidez

A turbidez da &gua é ocasionada devido a presenca de materiais solidos em
suspensdo que reduzem a sua transparéncia, alterando a penetracdo da luz através da difusdo e
absorcdo, dando a 4gua uma aparéncia turva. O material em suspensdo permite que ocorram
areas em que eventuais microrganismos patogénicos presentes ndo entrem em contato com a
substancia desinfectante (PALUDO, 2010). A prépria natureza das rochas pode provocar uma
alteracdo na turbidez da 4gua, vista como um problema para os consumidores que usam agua
de pocos (MARAN et al., 2016).

1.3.2 Fluoreto

A adicdo de fldor na agua de abastecimento publico surgiu em 1945 nos
Estados Unidos e Canada, com o objetivo de prevenir a cérie dentaria (FERREIRA et al.,
2014). Esse método foi um dos principais fatores responsavel pelo declinio de 60% da
prevaléncia de carie em criancas nos Estados Unidos (The United States Department of
Health and Human Services, 2015). Por outro lado, a exposicdo excessiva ao fldor pode ser
prejudicial, levando o individuo a fluorose — uma doenca cronica que ocorre devido ao
excesso da ingestdo de flior (MARAN et al., 2016). A OMS definiu que o limite de flior em
aguas é de 1,5 mg de fluoreto para cada litro de agua (BRASIL 2011).
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3 OBJETIVOS

19 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica da agua e investigar a
prevaléncia de Escherichia coli diarreiogénica (DEC), por meio da caracterizacdo genotipica
e fenotipica de fatores de viruléncia de cepas de E. coli, isoladas de amostras de agua de um

assentamento localizado na regido Norte do Estado do Parana, Brasil.

1.10 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analise microbioldgica da dgua pela técnica do substrato cromogénico Colilert®;
e Analise de turbidez e flGor da agua;

e Determinar a prevaléncia de DEC através da deteccdo dos genes de fatores de viruléncia

pela técnica da PCR;

e Caracterizar os padrdes de adesdo em células HEp-2;

e Verificar a formacéo de biofilme;

e Auvaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de uso clinico;
e Realizar afilogenia;

e Determinar os sorotipos prevalentes.
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Resumo

Introducdo: Doencas transmitidas pela d&gua sdo originadas em sua maioria por contato com
patdgenos entéricos, sendo o grupo das Escherichia coli diarreiogénica (DEC) um importante
agente de infecgbes gastrointestinais em adultos e criancas. Objetivo: Avaliar a qualidade
microbioldgica e fisico-quimica de amostras de dgua subterrdnea in natura para consumo, e
caracterizar os isolados de E. coli. Materiais e métodos: Foram coletadas 58 amostras de
agua subterrdnea em um assentamento rural. Os isolados de E. coli foram caracterizados
genotipicamente dentro dos patotipos de DEC, pela técnica da PCR (gene eae, bpfA, stxl,
stx2, Lt, St-la, St-Ib, ipaH, aaiA, aaiC, aatA e aggR), e caracterizados fenotipicamente quanto
a formacéo de biofilme, adesédo em células HEp-2, sensibilidade a antimicrobianos, filogenia e
sorotipagem. Resultados: Todas as amostras apresentaram contaminagdo por coliformes
totais e 36 (62,1%) por E. coli. Foram identificadas DEC em 6,89% das amostras de agua que
apresentaram E. coli: trés (5,17%) ETEC e uma (1,72%) EAEC. Em células HEp-2, EAEC
apresentou adesdo agregativa e as trés cepas de ETEC apresentaram diferentes padrdes de
adesdo: difusa, agregativa e ndo definida. Todas as DEC foram formadoras de biofilme. Dois
isolados de ETEC apresentaram resisténcia a ampicilina e tetraciclina, uma ETEC, a
aminoglicosideos, e EAEC foi sensivel a todos os antibidticos testados. Segundo a filogenia,
todas as ETEC foram classificadas no filogrupo B1 e a EAEC no filogrupo E. Os sorotipos
encontrados foram: EAEC 024:H21e ETEC OR:H21, O17:H46 e O6:H12. As analises fisico-
guimicas mostraram que todas as amostras estavam dentro dos parametros normais de fldor e
13 (22,4%) apresentaram resultados acima do padrdo permitido de turbidez. Concluséo: A
presenca de E. coli e DEC nas amostras de agua analisadas indica a necessidade de adocéo de
medidas que evitem a contaminacdo da &gua fornecida a populacdo do assentamento rural
analisado, evitando assim, a transmissdo de doencas.

Palavras-chave: Escherichia coli diarreiogénica, agua subterranea, assentamento rural.
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Abstract

Introduction: Water-borne diseases are mostly caused by contamination with enteric
pathogens, and bacteria in the diarrheagenic Escherichia coli (DEC) group are important
agents of gastrointestinal disease in adults and children. Objective: Evaluate the
microbiological and physicochemical quality of in natura groundwater samples for human
consumption and characterize E. coli isolates. Material and Methods: Were collected 58
water samples from a rural settlement. The E. coli isolates were characterized genotypically
according to DEC pathotypes by PCR (eae, bpfA, stx1, stx2, Lt, St-1b, St-Ib, ipaH, aaiA, aaiC,
aatA, and aggR). Phylogeny and serotyping, antibiotic resistance, biofilm formation, and
adherence in HEp-2 cells were also characterized. Results: All water samples presented
contamination with total coliforms, and 36 (62.1%) with E. coli. DEC was identified in 6.89%
of the water samples with E. coli: three (5.17%) with enterotoxigenic E. coli (ETEC), and one
(1.72%) with enteroaggregative E. coli (EAEC). Regarding adherence patterns, EAEC
showed aggregative adherence, whereas various ETEC strains presented diffuse, aggregative,
and non-defined adherence. All DEC strains were biofilm forming. Concerning antibiotic
resistance, two isolates of ETEC showed resistance to ampicillin and tetracycline, and one
isolate showed resistance to aminoglycosides. The EAEC isolate was sensitive to all
antibiotics tested. Based on the phylogeny, all ETEC isolates were classified into
phylogenetic group B1, whereas the EAEC isolated clustered with the E phylogenetic group.
The serotypes identified in our study were EAEC 024:H21 and ETEC: ONT:H21, O17:H46,
and O6:H12. The physical-chemical analysis showed that all water samples were within
normal fluorine parameters; however, measured turbidity was above the permitted standard in
13 (22.4%) samples. Conclusion: The presence of E. coli and DEC in water samples
indicates the need to take action to prevent contamination of water resources accessed by
people in this rural settlement to prevent the transmission of diseases.

Keywords: diarrheagenic Escherichia coli, groundwater, rural settlement.



Introducéo

As doengas de veiculagdo hidrica, consideradas um importante problema de saude
publica, sdo originadas principalmente do contato com agua contaminada com patdgenos
entéricos ©. Em paises em desenvolvimento, tanto adultos como criancas sofrem de doencas
diarreicas infecciosas, sendo, a é&gua, a principal fonte de exposicdo ®. Segundo a
Organizacio Mundial da Satde ®, todos os anos, 361 mil criancas com menos de cinco anos,
no mundo, morrem devido a diarreia provocada pela falta de saneamento basico e agua
contaminada.

Em locais como os assentamentos rurais, onde ndo ha infraestrutura adequada e a
condigdo higiénico-sanitéria é baixa, € comum n&o ter abastecimento de 4gua publico. Assim,
os assentados procuram solucdes alternativas, abastecendo-se por meio de agua proveniente
de fontes subterraneas, como pog¢os rasos ou minas, que em sua maioria, estdo sujeitas a
contaminagéo “.

As bactérias do grupo coliforme séo frequentemente utilizadas para a avaliacdo da
qualidade microbiologica da agua, sendo que, desse grupo, a presenca de Escherichia coli
uma bagt%ria termotolerante de origem exclusivamente fecal, possui uma grande importancia
clinica ™".

E. coli diarreiogénica (DEC) € uma das causas relacionadas a infecgdes
gastrointestinais no homem, e estdo divididas em oito grupos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC) e seu subgrupo E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli de adesdo difusa (DAEC), E. coli aderente invasora (AIEC)
e E. coli enteroagregativa produtora de toxina Shiga (STEAEC)®, sendo, os cinco primeiros,
0s principais patotipos pesquisados.

As cepas de DEC evoluiram adquirindo, mediante a transferéncia horizontal de
genes, um conjunto de caracteristicas tipicas responsaveis por persistirem causando doencas
nos hospedeiros . A diferenciacdo e a classificacdo de DEC podem ser realizadas baseadas
na presenca de diferentes genes de viruléncia cromossémico e / ou plasmidial que estdo
ausentes na E. coli comensal . A utilizacdo de técnicas moleculares permitiu uma
identificacdo mais répida dos diferentes patotipos ™V, ja que os métodos fenotipicos
conven(g?nais, como a detec¢do de toxinas, aderéncia e testes de invasdo necessitam de mais
tempo ““.

EPEC ¢é caracterizada por provocar uma lesdo intestinal conhecida como A/E
(attaching-effacing) e por possuir os genes eae (intimina) e bfpA (codifica uma adesina
fimbrial do tipo 1V) “®. Sdo subdividas em dois grupos: EPEC tipica (tEPEC) e EPEC atipica
(aEPEC), considerando a presenca ou auséncia do gene bfpA, respectivamente (4,

As EAEC sdo identificadas principalmente pelo padréo de adeséo agregativo (AA) em
cultura de células, entretanto, devido as dificuldades de realizar esse teste, diagndsticos
moleculares tém sido desenvolvidos para a detecgdo de EAEC como alternativa ao teste de
adesdo “*® Assim, os genes aggR (aggregative adherence regulator) e aatA (anti-
aggregation protein transporter), presentes no plasmideo de alto peso molecular (pAA), bem
como 0s genes cromossomais aaiA e aaiC, sdo os mais utilizados para identificar
genotipicamente um maior nimero de EAEC e para classificar esse grupo em EAEC tipica
(tEAEC) que apresenta o gene regulador aggR, e EAEC atipica (aEAEC) paras as que nao
apresentam esse gene 9.

STEC ¢ identificada pela presenca do gene stx1 e/ou stx2 associados a producdo da
toxina Shiga 1 e 2. EHEC é um subgrupo de STEC, que além de produzir toxina Shiga possuli
o gene eae ‘. ETEC tem dois principais fatores associados & viruléncia, as enterotoxinas
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termo estavel (ST) e termo labil (LT). EIEC é caracterizada pela presenca do gene ipaH,
presente em um plasmideo de alto peso molecular, associado ao mecanismo de invasdo @°.

Esse estudo teve como proposito avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica
da &gua em um assentamento rural localizado na regido sul do Brasil, e a caracterizacdo
genotipica e fenotipica de fatores de viruléncia de DEC nos isolados de E. coli encontradas
nas amostras de agua analisadas.

Material e métodos
Amostras

O estudo foi realizado com 58 amostras de agua in natura para consumo humano
provenientes de 24 minas e 8 pocos rasos de um assentamento com aproximadamente 60
moradias e uma populacdo de 150 habitantes, localizado na regido sul do Brasil, coletadas no
periodo de julho a dezembro de 2016. As amostras foram coletadas em frascos de vidro de
500 ml esterilizados e armazenadas a 4°C, sendo analisadas em no maximo 6 horas no
Laboratdrio de Bacteriologia (Departamento de Microbiologia, CCB, UEL/Londrina).
Andlise fisico-quimica da agua

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada mediante os pardmetros turbidez,

pesquisado pelo método Nefelométrico e de fluoreto pela técnica de potenciometria, com um

(eI?trodo ion seletivo de fluoreto de lantanio, segundo o American Public Health Association
18

Andlise de coliformes totais e Escherichia coli

A técnica utilizada para deteccdo e quantificacdo de coliformes totais e E. coli foi a
do substrato cromogénico Colilert® (SOVEREIGN — USA), aprovado pelo American Public
Health Association *® e realizada como descrita por Schuroff et al. 9.

Apos a incubacdo a 37°C por 24 horas das cartelas Quanti-Tray (WP2000), as
estimativas quantitativas de NUumero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e E. coli
foram determinadas de acordo com as instrugdes do fabricante.

Isolamento de Escherichia coli

Para o isolamento de E. coli, foram retiradas aliquotas dos pocos amarelos das
cartelas do kit cromogénico Colilert® que apresentaram coloracdo azul-fluorescente frente a
luz UV, indicando assim a presenga de E. coli, e semeadas em placa de 4gar MacConkey
(MC) (Difco®, USA) sendo incubadas a 37°C por 24 horas. De cada placa de MC foram
selecionadas de trés a cinco colénias e identificadas bioquimicamente por meio do kit EPM,
MILi e Citrato de Simmons (PROBAC, BR). Um total de 170 isolados de E. coli foram
obtidos e armazenados em caldo infusdo de coracdo e cérebro (BHI) (Difco®) com 20% de
glicerol (Sigma®) a -20°C.

Pesquisa de genes de viruléncia atraves da PCR

Todos os isolados de E. coli foram testados quanto a presenca dos genes de
viruléncia de EPEC (eae, bfpA), STEC (stxy, stxp), EHEC (eae, stx; e/ou stx,), EAEC (aaiC,
aatA, aggR e aaiA), ETEC (LT, ST-la e ST-1b) e EIEC (ipaH). Como controle positivo para 0s
genes eae, bfpA foi utilizada a E. coli E2348/69 (0127:H6), para 0s genes stxi, stx, a EDL933
(E. coli O157:H7), para os genes aaiC, aaiA, aatA e aggR a EAEC 042 (0O44:H18), para 0s
genes ST-la, ST-Ib e LT a ETEC H10407 (O78:K80:H11) e para o gene ipaH a EIEC
FBC124-13 (O124:NM). A cepa HB101 (E. coli K-12) foi utilizada como controle negativo
para todos os testes.

O DNA bacteriano foi obtido pelo método de extracao por fervura segundo Lascowski
et al. @, Os isolados de E. coli foram cultivados em caldo Luria-Bertani (LB) (Difco®) a
37°C por 24 horas. Foram transferidos 1,5 mL da cultura bacteriana para microtubos e em
seguida centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. O precipitado foi suspendido em 300 uL
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de &gua ultrapura estéril, submetida a fervura por 10 minutos e centrifugadas a 10.000 x g por
5 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios da PCR.

As reacOes de amplificagcbes foram realizadas no termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems, USA), com um volume final de 25 pL,
composto por 200 uM dNTPs (Invitrogen®), 2,5 uM MgCl,, 1X tampéo do PCR, 20 pmol de
cada primer (Invitrogen®), 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 2 pL do lisado
bacteriano. As amplificagcdes foram visualizadas em eletroforese de gel de agarose a 1,5%
com o corante SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen®). A Tabela 1 mostra as sequéncias
dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho dos fragmentos de DNA amplificados que foram
utilizados.

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos pesquisados e tamanho dos fragmentos de DNA

amplificados.

Gene Sequéncia de oligonucleotideos (5" - 3") Tamanho dos Referéncia
fragmentos (pb)
bfpA (F) CAATGGTGCTTGCGCTTGGT 326 21
(R) GCCGCTTTATCCAACCTGGT
eae (F) GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 17
(R) CCACCTGCAGCAACAAGAGG
stx1 (F) ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 17
(R) AGAACGCCCACTGAGATCATC
stx2 (F) GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 17
(R) TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
aaiC (F) ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG 215 22
(R) ACACCCCTGATAAACAA
aaiA (F) CCCACGACCAGATAACG 476 23
(R) GTTTTCAGGATTGCCATTAG
aatA (F) CTGGCGAAAGACTGTATCATC 630 24
(R) AATGTATAGAAATCCGCTGTT
aggR (F) CTAATTGTACAATCGATGTA 308 25
(R) ATGAAGTAATTCTTGAAT
ipaH (F) GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 600 26
(R) GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
LT (F) GGCGACAGATTATACCGTGC 450 26
(R) CGGTCTCTATATTCCCTGTT
ST-la (F) TCTGTATTATCTTTCCCCTC 186 27
(R) RATAACATCCAGCACAGGC
ST-1b (F) CCCTCAGGATGCTAAACCAG 166 27

(R) TTAATAGCACCCGGTACAAGC

Teste de adesdo em células HEp-2

O teste de adesdo foi realizado com todos os isolados de E. coli, utilizando-se células
epiteliais HEp-2, segundo a técnica descrita por Cravioto et al. “®, apés 6 horas de interacéo
bactéria-célula.
Formagcéo de biofilme

A formacdo de biofilme foi realizada de acordo com o método descrito por Wakimoto
etal. @ A formacéo de biofilme foi considerada positiva ao apresentar um resultado superior
a 0,2 quando realizado uma leitura de densidade optica (DO) a 570 nm.
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Sensibilidade a antimicrobianos

Nas amostras de DEC, a sensibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo
método de disco difusdo em A&gar de acordo com as recomendacdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute ®°. Os seguintes antimicrobianos (Laborclin®, BR) foram
testados: ampicilina (10pg), tetraciclina (30 pg), cefoxitina (30ug), cefalotina (30ug),
ciprofloxacin (5ug), acido nalidixico (30ug), piperacilina tazobactam (100/10ug), ampicilina
sulbactam (10/10ug), amicacina (30ug), gentamicina (10ug) e cloranfenicol (30ug).

Classificacéo filogenética

A classificacdo filogenética foi realizada por PCR com as cepas de DEC. Os genes
chuA, yjaA, arpA, trpA e o fragmento de DNA TSPE4.C2, por meio de uma PCR, foram
empregados para caracterizacdo dos grupos filogenéticos A, B1, B2, C, D, E, F, de acordo
com Clermont et al. %,

Sorotipagem

A determinacdo dos antigenos somaticos (01-0187) e flagelares (H1-H56) de E. coli
foi realizada por microaglutinacdo em placas de 96 pocos, segundo a técnica descrita por
Navarro et al. ©¢2.

Resultados

De acordo com os resultados das analises fisico-quimicas, um total de 13 (22,4%)
amostras de agua se encontra acima do limite permitido de turbidez e todos estdo dentro dos
parametros de fluor.

Em nosso estudo, foram analisadas 58 amostras de agua in natura para consumo
humano, coletadas de fontes subterraneas, entre elas, pogos rasos e minas, e todas
apresentaram contaminacdo por coliformes totais, e 36 (62,1%) por E. coli. Das amostras que
apresentaram fluorescéncia nas cartelas Quanti-Tray (WP2000), foram isoladas 170 cepas de
E. coli e testadas para a presenca de doze genes de viruléncia que caracterizam os diferentes
patotipos de DEC. Foi identificado DEC em quatro amostras de agua (11,11%), sendo trés
(8,33%) amostra com ETEC, em que duas apresentaram o gene St-1b e uma os genes Lt e St-
la, e uma (2,77%) EAEC com o gene aaiA, sendo caracterizada como aEAEC. Todas as
amostras de ETEC foram isoladas de &gua de mina e a aEAEC de poco raso. Nenhuma
amostra apresentou os genes para STEC, EHEC E EIEC. As caracteristicas genotipicas e
fenotipicas das amostras positivas para DEC podem ser observadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das amostras de DEC.

Amostra Patotipos Genesde  Adesdoem Grupo Sorotipo  Biofilme Perfil de
de DEC viruléncia celulas filogenético Resistencia
HEp-2.
6.3 aEAEC aalA Adeséo E 024:H21 + Sensivel
Agregativa
8.4 ETEC Lt, St-a Adesdo Bl OR:H21 + AMP, TET
difusa
455 ETEC St-b Adesdo ndo Bl 0O17:H46 + AMP, TET
definido
46.1 ETEC St-b Adesao Bl 06:H12 + AMI, GEN
agregativa

AMP: Ampicilina; TET: tetraciclina; AMI: Amicacina; GEN: Gentamicina

Segundo os ensaios de aderéncia em células HEp-2, o padrdo AA foi encontrado em
106 (62,36%) isolados de E. coli, 15 (8,82%) apresentaram o padrdo AD, 17 (10%) ndo
apresentaram um padréo de ades&o caracterizado e 32 (18,82%) isolados foram néo aderentes.
As amostras positivas para DEC apresentaram diferentes padroes de adesdo, as cepas de
ETEC apresentaram os padrdes AD, AA e adesdo ndo definida, e a aEAEC expressou 0
padrdao AA.

Todos os isolados foram avaliados quanto a capacidade de formacdo do biofilme,
126 (74,12%) cepas exibiram OD 570 nm acima de 0.2, sendo consideradas formadoras de
biofilme, e 44 (25,88%) cepas obtiveram OD 570 nm abaixo e/ou igual 0.2, portanto
consideradas ndo formadoras de biofilme. As quatro amostras de DEC encontradas nesse
trabalho foram formadoras de biofilme.

Em relagdo aos antimicrobianos, duas cepas de ETEC, apresentaram resisténcia a
ampicilina e tetraciclina e uma, a amicacina e gentamicina. O isolado de aEAEC foi sensivel a
todos os antimicrobianos testados.

De acordo com a analise filogenética, as trés amostras de ETEC se enquadraram no
filogrupo B1 e a aEAEC no filogrupo E.

Os sorotipos encontrados em nosso estudo foram: EAEC O24:H21e ETEC OR:H21,
O17:H46 e O6:H12.

Discusséo

De acordo com as normas da Portaria do Ministério da Saide n® 2914 de 12/12/2011
, que estabelece o limite maximo de 1,5 mg/L para fluoreto e 5,0 UNT (Unidade
Nefelométrica de Turbidez) para turbidez, todas as amostras analisadas apresentaram limite
inferior a 1,5mg/L para fluoreto e estavam dentro dos limites permitidos. Os valores elevados
de turbidez estdo relacionados a reducdo da transparéncia da dgua e podem ser provocados
por particulas em suspensdo, pela propria natureza das rochas, ou devido a manutencéo
inadequada das tubulacGes, sendo um problema para os consumidores que utilizam agua de
poco ®. Um estudo realizado por Scorsafava et al. ¥ corrobora com os dados obtidos em
nosso estudo, em que 10,8% das amostras coletadas de pocos e 5,2% de minas, apresentaram
alteracBGes nos niveis de turbidez, e que apenas duas amostras estavam acima do limite de
fldor.

(33)



41

O Ministério da Sade, através da Portaria n° 2914 ¥, recomenda que seja analisada
a presenca de coliformes totais e E. coli para avaliar a qualidade microbioldgica da agua para
consumo, e esses microrganismos devem estar ausentes na dgua consumida.

Os resultados das analises microbiologicas obtidos em nosso estudo foram similares
a outro estudo realizado na mesma regi&o ©*. Em contrapartida, uma pesquisa realizada com
amostras de agua coletadas em 107 locais provenientes do sistema de abastecimento publico,
apenas seis (5,6%) estavam contaminadas com coliformes totais e uma (0,9%) com E. coli ©®,
enfatizando a importancia do tratamento da agua para a prevencdo de contaminacao da agua
subterranea por microrganismos.

As principais fontes de abastecimento de agua no meio rural sdo de origem
subterranea e em sua maioria nao tratadas, fontes sujeitas a contaminacéo, devido a sua baixa
profundidade e proximidade com a superficie do solo, estando exposta ao escoamento de dgua
da chuva que carreiam impurezas ¢”. Aproximadamente 30% das amostras de agua foram
coletadas durante o periodo de chuva, podendo ser um dos fatores responsaveis pelos altos
indices de contaminacdo nessas fontes de consumo, ja que as condicGes climaticas favorecem
a propagacéo de patogenos ©®.

Das fontes analisadas em nosso estudo 35,29% (12/34) ndo estavam devidamente
protegidas, mantendo-se expostas a fatores contaminantes, como efluentes domésticos e
criacdo de animais préximos as fontes de captacao, ficando propicia a altos niveis de bactérias
nessa agua. Segundo Barros ©9, o manuseio incorreto dos sistemas de saneamento gera
impactos significativos a salubridade ambiental, sendo capaz de contaminar as aguas
utilizadas para o consumo humano.

Os grupos de DEC encontrados em nossa pesquisa foram ETEC e EAEC. ETEC é
conhecida como o principal agente etiolégico da “diarreia dos viajantes”, e EAEC esta
associada a diarreia aguda e persistente, principalmente em criancas e idosos “%*Y. A doenca
diarreica provocada por esses patdgenos podem ser o resultado da ingestdo de alimentos e
4gua contaminados “2),

No Brasil, Cestari et al. “® encontrou 36 (12,2%) isolados de ETEC em 295 cepas de
E. coli isoladas de agua in natura para consumo humano. Estudos realizados com amostras de
agua superficial de rios demonstraram uma porcentagem significativa de isolados de ETEC
(4449 "o em recursos hidricos utilizados para irrigacdo e em despejos sanitarios de hospitais,
como ocorre no Rio La Paz no Peru, o patotipo ETEC (94,4%2 foi 0 mais encontrado entre as
amostras que foram positivas para coliformes termotolerantes “°.

As cepas de ETEC estdo relacionadas a diversos casos de diarreia, como mostra o
trabalho realizado com criancas entre 0-5 anos de idade com diarreia aguda na Nigéria, que
das 400 amostras coletadas, DEC foi encontrada em 51 amostras e entre elas, 16
apresentavam caracteristicas de ETEC “”, ja em pacientes no México, dos 242 isolados de
DEC, 43 eram ETEC “,

EAEC é um importante patogeno emergente em todo o mundo, e que além de causar
diarreia pode colonizar o trato gastrointestinal do homem de modo assintomatico, levando a
uma inflamagdo intestinal cronica “®. Cepas de EAEC sdo frequentemente associadas a
diarreia aguda em criangas, como demonstram estudos anteriores “°**“*?) podendo ser
transmitidas através de agua contaminada ©°.

Ensaios de aderéncia em células HEp-2, cultivadas in vitro, permitem caracterizar
fenotipicamente os diferentes padrdes de adesdo apresentados pelos patotipos de DEC,
classificadas em: adeséo localizada (AL), localizada - like (AL-L), difusa (AD) e agregativa
(AA) “? De acordo com a diversidade de resultados encontrados, podemos verificar a
necessidade da investigacdo de genes de viruléncia para confirmar o patotipo de DEC.

O biofilme é um importante fator que contribui para a persisténcia da infecgédo
bacteriana na mucosa intestinal, principalmente quando associada a EAEC, facilitando a
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evasdo da bactéria ao sistema imunoldgico V. Bactérias que se encontram em meio aquatico
estdo mais propicias a formar um biofilme de maior intensidade para facilitar a permanéncia e
sobrevivéncia no meio ambiente ©?,

Em Bengal, india, foi realizada uma pesquisa de DEC em diferentes fontes de agua
potavel e todos os isolados foram resistentes a ampicilina e tetraciclina ©¥. A resisténcia a
antimicrobianos pode estar relacionada ao consumo de alimentos, como frangos de corte, que
podem funcionar como reservatério de genes de resisténcia a antibiéticos importantes em
medicina veterinaria e humana ©*.

Segundo a classificacdo de Clermont et al. ) as cepas de E. coli podem ser
distribuidas em sete filogrupos: A, B1, B2, C, D, E, F, sendo os filogrupos A, B1, B2 e D os
mais encontrados. Em nosso estudo, as trés amostras de ETEC se enquadraram no filogrupo
Bl e aaEAEC no filogrupo E.

De acordo com um estudo realizado por Von Mentzer et al. ®®, cepas de ETEC s&o
classificadas em cinco principais grupos filogenéticos (A, B1, B2, D e E), sendo os filogrupos
A e Bl os mais prevalentes entre as cepas comensais de humanos. Uma pesquisa feita por
Aradijo et al. ®® com amostras de agua e vegetais, em que no geral, o filogrupo B1 foi 0 mais
predominante (56% dos isolados) em cepas de ETEC, seguido do filogrupo A (22,3%), e 0
grupo E, um dos menos encontrado, semelhante aos resultados obtidos em nosso estudo.

A distribuicdo em grupos filogenéticos tem sido utilizada como uma maneira rapida
e simples de classificar cepas de E. coli patogénicas. As cepas pertencentes ao filogrupo B2, e
em minoria o filogrupo D, estdo frequentemente associados as infeccles extraintestinais e
com potencial patogénico ©"*®, ao contrario dos filogrupos A e B1. Em uma pesquisa
realizada com amostras de aguas superficiais, a maioria dos isolados de DEC (39/48)
pertencia aos grupos A ou B1 ®. De acordo com Walk et al. ©® é possivel diferenciar as
cepas de E. coli, atraves da filogenia, com o seu local de isolamento, onde, os grupos B2 e D
sdo menos frequentes no meio ambiente do que os grupos A e B1, estando em conformidade
com os resultados do nosso trabalho.

Em isolados de ETEC, ja foram descritos, pelo menos, 100 sorogrupos somaticos (O)
e 34 flagelares (H), no entanto ha um numero limitado de sorotipos associados a doengas
infecciosas, como O8:H9, 06:H16, O78:H12 e 025:H42, de maior relevancia clinica. Os
antigenos somaticos mais prevalentes sdo 06, 078, 08, 0128 e 0153, e os antigenos H mais
comuns sdo H12, H16, H21, H45 e H9, e, com uma frequéncia menor, os antigenos H7, H10 e
H28 ©1%2) Em nosso estudo, um dos isolados de ETEC apresentou o antigeno O6, encontrado
com frequéncia em outros trabalhos, como em pacientes com diarreia aguda no México, em
que esse sorogrupo foi um dos mais comuns © e também em isolados de fezes de pacientes
com diarreia na China ®”. As outras duas amostras de ETEC apresentaram 0s Sorotipos
OR:H21 e O17:H46 que n&o estdo entre os mais prevalentes.

Em um estudo realizado por Benevides-Matos et al. ®® com 1.156 isolados de E. coli
em criangas com ou sem diarreia aguda, a maioria dos isolados de EAEC pertenciam aos
sorogrupos O44, 055, 0111, 0125 e 0127, sendo isolados de criangas que apresentavam um
quadro clinico de gastroenterite aguda. O antigeno 024, encontrado em nosso estudo, ndo é
comum em cepas de EAEC, em contrapartida, o antigeno H21 foi encontrado em estudos
anteriores 7).

Concluséao

Os resultados obtidos mostraram que a qualidade microbiologica da agua para
consumo no assentamento é insatisfatdria e apresenta riscos a saude dessa populagdo. A
presenca de genes de viruléncia em cepas de E. coli, indica que além da &agua estar
contaminada, abriga cepas com um potencial para causar infeccao.
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