ARTIGOS / ARTICLES

DOI: 10.5433/1679-0367.2020v41n2p263

Caracterizacao de Escherichia coli diarreiogénica isolada de agua
subterranea para consumo humano em um assentamento rural

Characterization of diarrheagenic Escherichia coli isolated from
underground water for human consumption in a rural settlement

Kawana Hiromori Macedo', Caroline Rodrigues da Silva?, Angélica Marim
Lopes Dambrozio®, Anahi Lara Klein?, Wellington Danilo de Oliveira®,
Matheus Silva Sanches?®, Sérgio Paulo Dejato da Rocha®,
Armando Navarro Ocana’, Jacinta Sanchez Pelayo®

Resumo

Escherichia coli diarreiogénica (DEC) ¢ um importante agente de infecgdes gastrointestinais
transmitidas pela agua. O trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-
quimica de 58 amostras de agua subterranea in natura para consumo de um assentamento rural e
caracterizar os isolados de E. coli, genotipicamente dentro dos patotipos de DEC, pela técnica da
PCR, e fenotipicamente. Todas as amostras apresentaram contaminagdo por coliformes totais e 36
(62,1%) por E. coli. Em células HEp-2, dos 170 isolados de E. coli, 106 (62,36%) apresentaram AA,
15 (8,82%) AD, 17 (10%) adesdo ndo caracterizado e 32 (18,82%) foram ndo aderentes. Quanto a
formacao de biofilme, 126 (74,12%) cepas sdo formadoras, e 44 (25,88%) nao formaram biofilme.
Foram identificadas DEC em 6,89% das amostras de agua: trés (5,17%) ETEC e uma (1,72%) EAEC.
EAEC apresentou AA e as trés cepas de ETEC apresentaram AD, AA 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 antibioticos testados.
As ETEC foram classificadas no filogrupo Bl ¢ a EAEC no E. Os sorotipos encontrados foram:
024:H21, OR:H21, O17:H46 e O6:H12. Todas as amostras estavam dentro dos parametros normais
de fluor e 13 (22,4%) apresentaram resultados acima do padrdo permitido de turbidez. A presenca
de E. coli e DEC nas amostras de dgua indica a necessidade de adogdo de medidas que evitem a
contaminag¢do da agua fornecida a populagao, evitando, assim, a transmissdo de doengas.
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Abstract

Diarrheogenic Escherichia coli (DEC) is an important agent of waterborne gastrointestinal infections.
The objective of this work was to evaluate the microbiological and physico-chemical quality of 58
freshwater groundwater samples for the consumption of a rural settlement and to characterize the
E. coli isolates, genotyped within the DEC pathophyses, by the PCR technique, and phenotypically.
All water samples presented contamination with total coliforms, and 36 (62.1%) with E. coli.
In HEp-2 cells, of 170 E. coli isolates, 106 (62.36%) showed AA, 15 (8.82%) AD, 17 (10%) non-
characterized adhesion and 32 (18.82%) were non-adherent. As for biofilm formation, 126 (74.12%)
strains are forming, and 44 (25.88%) did not form biofilm. 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). EAEC showed aggregative adherence, whereas various ETEC
strains presented diffuse, aggregative, and non-defined adherence. All DEC strains were biofilm
forming. 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.
All ETECs were classified into phylogenetic B1 and EAEC in E. The serotypes identified in our
study were: O24:H21, ONT:H21, O17:H46, and O6:H12. 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 to prevent the transmission of diseases.

Keywords: DEC. Water in natura. Settlement.

Introduciao

As
consideradas um importante problema de satde
publica, sdo originadas principalmente do contato
com agua contaminada com patégenos entéricos.
Em paises em desenvolvimento, tanto adultos
como criancas sofrem de doencas diarreicas
infecciosas, sendo a agua a principal fonte de
exposi¢do.!) Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS),® todos os anos 361 mil criangas com
menos de cinco anos, no mundo, morrem devido a
diarreia provocada pela falta de saneamento basico
e pela 4gua contaminada.

Em locais como os assentamentos rurais,
onde ndo hé infraestrutura adequada e a condi¢ao
higiénico-sanitaria ¢ baixa, ¢ comum nao ter
abastecimento de dgua publico. Assim, osassentados
procuram solugdes alternativas, abastecendo-se por
meio de agua proveniente de fontes subterraneas,

doengas de veiculacdo hidrica,

CcOmo POgos rasos ou minas, que, em sua maioria,
estdo sujeitas a contamina¢o.®

As Dbactérias
frequentemente utilizadas para a avaliagdo da
qualidade microbiologica da agua, sendo que,

do grupo coliforme sdo

desse grupo, a presenca de Escherichia coli, uma
bactéria termotolerante de origem exclusivamente
fecal, possui uma grande importancia clinica."

E. coli diarreiogénica (DEC) ¢ uma das
causas relacionadas a infec¢des 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 E. coli aderente invasora (AIEC),®
sendo os cinco primeiros os principais patotipos
pesquisados.

A diferenciagdo e a classificacdo de DEC
podem ser realizadas baseadas na presenca de
diferentes genes de viruléncia cromossomico e/ou
plasmidial que estdo ausentes na E. coli comensal.
A utilizagdo de técnicas moleculares permitiu uma
identificacao mais rapida dos diferentes patotipos,
j& que os métodos fenotipicos convencionais, como
a deteccao de toxinas, aderéncia e testes de invasao
necessitam de mais tempo.®

EPEC ¢ caracterizada por provocar uma
les@o intestinal conhecida como A/E (attaching-
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effacing) e por possuir os genes eae (intimina) ¢
bfpA (codificauma adesina fimbrial do tipo V). Sao
subdividas em dois grupos: EPEC tipica (tEPEC) e
EPEC atipica (aEPEC), considerando a presenga
ou auséncia do gene bfpA, respectivamente.®

As EAEC sao identificadas principalmente
pelo padrao de adesdo agregativo (AA) em cultura
de células, entretanto, devido as dificuldades de
realizar esse teste, diagnosticos moleculares tém
sido desenvolvidos para a deteccao 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 aaid 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 ndo apresentam esse gene.®

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

Esse estudo teve como objetivo avaliar a
qualidade microbiolodgica e fisico-quimica da agua
em um assentamento rural localizado na Regiao Sul
do Brasil, e a caracterizagdo genotipica e fenotipica
de fatores de viruléncia de DEC nos isolados de
E. coli encontradas nas amostras de 4gua analisadas.

Material e Métodos
Amostras

O estudo foi realizado com 58 amostras de
agua in natura para consumo humano provenientes
de24 minas e 8 pocos rasos de um assentamento com
aproximadamente 60 moradias e uma populagao
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 ¢ armazenadas a
4 °C, sendo analisadas em, no maximo, seis horas
no Laboratério de Bacteriologia (Departamento
de Microbiologia, CCB, Universidade Estadual de
Londrina - UEL, Londrina, Parana).

Andlise fisico-quimica da dgua

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada
mediante os parametros turbidez, pesquisado pelo
método Nefelométrico e de fluoreto pela técnica de
potenciometria, com um eletrodo ion seletivo de
fluoreto de lantanio, segundo a American Public
Health Association (APHA).©

Analise de coliformes totais e E. coli

A técnica utilizada para deteccdo e
quantifica¢@o de coliformes totais e E. coli foi a do
substrato cromogénico Colilert® (SOVEREIGN -
USA), aprovado pela American Public Health
Association® e realizada como descrita por
Schuroff et al.”

ApoOs a incubagdo a 37 °C por vinte e
quatro horas das cartelas Quanti-Tray (WP2000),
as estimativas quantitativas de Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e E. coli
foram determinadas de acordo com as instrucdes
do fabricante.

Isolamento de E. coli

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

Pesquisa de genes de viruléncia
através da PCR

Todos os isolados de E. coli foram testados
quanto a presenca dos genes de viruléncia de EPEC
(eae, bfpA), STEC (stx,, stx,), EHEC (eae, stx,, stx,),
EAEC (aaiC, aatA, aggR ¢ aaid), ETEC (LT, ST-1a
e ST-1b) e EIEC (ipaH). Como controle positivo para
os genes eae, bfpA foi utilizada a E. coli E2348/69
(O127:H6), para os genes stx;, stx, a EDL933
(E. coli O157:H7), para os genes aaiC, aaid, aatA
e aggR a EAEC 042 (044:H18), para os genes
ST-Ia, ST-1b ¢ LT a ETEC H10407 (O78:K80:H11)
eparao 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
extracdo por fervura segundo Lascowski et al.®
Os isolados de E. coli foram cultivados em caldo

Luria-Bertani (LB) (Difco®) a 37 °C por vinte
e quatro horas. Foram transferidos 1,5 mL da
cultura bacteriana para microtubos e em seguida
centrifugados a 10.000 x g por dez minutos.
O precipitado foi suspendido em 300 pL de agua
ultrapura estéril, submetida a fervura por dez
minutos e centrifugadas a 10.000 x g por cinco
minutos. Os sobrenadantes foram utilizados nos
ensaios da PCR.

As reacdes de amplificagdes foram realizadas
no termociclador GeneAmp® PCR System 9700
thermal cycler (Applied Biosystems, USA), com
um volume final de 25 iL, composto por 200 iM
dNTPs (Invitrogen®), 2,5 iM MgCl,, 1X tampdo
do PCR, 20 pmol de cada primer (Invitrogen®),
1 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen®), 2 iL
do lisado bacteriano. As amplificacdes 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) TCTGCAATGGTGCTTGCGCTTG 478 Vendruscolo et al.”?
(R) CAGTTGCCGCTTCAGCAGGAGT

eae (F) GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 Paton e Paton'?
(R) CCACCTGCAGCAACAAGAGG

stxl (F) ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 Paton e Paton'?
(R) AGAACGCCCACTGAGATCATC

stx2 (F) GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 Paton e Paton!?
(R) TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

aaiC (F) ATTGTCCTCAGGCATTTCACACG 215 Lima et al."V

(R) ACACCCCTGATAAACAA
aaid (F) CCCACGACCAGATAACG 476 Dudley et al.!?
(R) GTTTTCAGGATTGCCATTAG
aatA (F) CTGGCGAAAGACTGTATCATC 630 Schmidt et al.!"®

(R) AATGTATAGAAATCCGCTGTT

Continua
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Continuagdo
aggR (F) CGATACATTAAGACGCCTAAAG 346 Andrade, Gomes
(R) TCTGATACATTAAATTCATCTGC e Elias¥
ipaH (F) GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 600 Aranda, Fagundes
(R) GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC e Scaletsky9
LT (F) GGCGACAGATTATACCGTGC 450 Aranda, Fagundes
(R) CGGTCTCTATATTCCCTGTT e Scaletsky!
ST-1a (F) TCTGTATTATCTTTCCCCTC 186 Schultsz!®
(R) RATAACATCCAGCACAGGC
ST-1b (F) CCCTCAGGATGCTAAACCAG 166 Schultsz®

(R) TTAATAGCACCCGGTACAAGC

Fonte: Autores

Teste de adesdo em células HEp-2

O teste de adesdo foi realizado com todos
os 1isolados de E. coli, utilizando-se células
epiteliais HEp-2, segundo a técnica descrita por
Cravioto et al.,"” apos seis horas de interagdo
bactéria-célula. Este teste permite caracterizar
fenotipicamente os diferentes padroes de adesdo
apresentados pelos patotipos de DEC, classificadas
em: adesdo localizada (AL), agregativa (AA),
localizada - like (AL-L) e difusa (AD).®

Formacgdo de biofilme

A formagdo de biofilme foi realizada de
acordo com o método descrito por Wakimoto
et al."™® A formacgdo de biofilme foi considerada
positiva ao apresentar um resultado superior a 0,2
quando realizado uma leitura de densidade Optica
(DO) a 570 nm.

Sensibilidade a antimicrobianos

Nas amostras de DEC, a sensibilidade aos
antimicrobianos foi determinada pelo método
de disco difusdo em agar de acordo com as
do

Standards Institute.!'” Os seguintes antimicrobianos

recomendacdes Clinical and Laboratory
(Laborclin®, BR) foram testados: ampicilina (10ug),

tetraciclina (30ug), cefoxitina (30pg), cefalotina

(30pg), ciprofloxacina (5ug), acido nalidixico
(30png), piperacilina tazobactam (100/10ug),
ampicilina sulbactam (10/10ug), amicacina (30ug),
gentamicina (10pg) e cloranfenicol (30ug).

Classificacdo filogenética

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

Sorotipagem

A determinagdo dos antigenos somaticos
(01-0187) e flagelares (HI-H56) de E. coli foi
realizada na Universidad Nacional Autébnoma de
Meéxico - UNAM (Ciudad Universitaria, México).
Resultados

Em nosso estudo, foram analisadas 58
amostras de agua in natura para consumo humano,
coletadas de fontes subterraneas, entre elas, pocos
rasos e minas, ¢ todas apresentaram contaminacio
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
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E. coli. Segundo os ensaios de aderéncia em células
HEp-2 realizado com os isolados, 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 padrdo de adesdo caracterizado e
32 (18,82%) isolados foram nao aderentes.

Todos os isolados foram avaliados quanto a
capacidade de formacao do biofilme, 126 (74,12%)
cepas exibiram DO 570 nm acima de 0.2, sendo
consideradas formadoras de biofilme, e 44 (25,88%)
cepas obtiveram DO 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.

As 170 cepas de E. coli foram 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%) amostras com ETEC,
em que duas apresentaram o gene St-/b e uma o0s
genes Lt e St-1a, e uma (2,77%) EAEC com o gene
aaid, sendo caracterizada como aEAEC. Todas
as amostras de ETEC foram isoladas de agua de
mina e a aEAEC de pogo 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.

Tabela 2 - Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das amostras de DEC.

Amostra Patotipos Genes de Adesiao em Grupo Sorotipo Biofilme  Perfil de
de DEC  viruléncia células HEp-2 filogenético resisténcia
6.3 aEAEC aaid Adesao E 024:H21 + Sensivel
agregativa
8.4 ETEC Lt, St-a Adesao B1 OR:H21 + AMP, TET
difusa
45.5 ETEC St-b Adesao B1 O17:H46 + AMP, TET
nao definida
46.1 ETEC St-b Adesao B1 06:H12 + AMI, GEN
agregativa

Fonte: Autores

AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; AMI: amicacina; GEN: gentamicina.

Asamostras positivas para DEC apresentaram
diferentes padrdes de adesdo, as cepas de ETEC
apresentaram os padrdes AD, AA e adesdo ndo
definida, e a aEAEC expressou o padrao AA. 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. Segundo a analise filogenética, as trés
amostras de ETEC se enquadraram no filogrupo
Bl ¢ a aEAEC no filogrupo E. Os sorotipos
encontrados em nosso estudo foram: EAEC
024:H21 ¢ ETEC OR:H21, O17:H46 ¢ O6:H12.

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 todas as amostras estdo dentro dos
pardmetros de fltor.

Discussao

Conforme as mnormas da Portaria do
Ministério da Satde n°® 2914,%Y 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
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limite inferior a 1,5 mg/L para fluoreto e estavam
dentro dos limites permitidos. Os valores elevados
de turbidez estdo relacionados a redugdo da
transparéncia da agua e podem ser provocados
por particulas em suspensao, pela propria natureza
das rochas, ou devido & manuten¢do inadequada
das tubulagdes, sendo um problema para os
consumidores que utilizam agua de po¢o. Em um
estudo realizado por Scorsafava et al.?® foram
encontrados 10,8% das amostras coletadas de
pocos € 5,2% de minas com alteragdes nos niveis
de turbidez, e duas amostras acima do limite de
fluor, resultados que corroboram com os obtidos
em nosso estudo.

O Ministério da Saude, por meio da Portaria
n® 2914,2Y recomenda que seja analisada a
presenca de coliformes totais e E. coli para avaliar
a qualidade microbiolédgica da agua para consumo,
e esses microrganismos devem estar ausentes
na agua consumida. Os resultados das analises
microbiologicas obtidos em nosso estudo foram
similares ao de outro estudo realizado na mesma
regiao.”” Em contrapartida, em uma pesquisa
realizada com amostras de agua coletadas em
107 Centros Municipais de Educagdo Infantil
das cidades de Londrina, Cambé, Ibipora e
Rolandia no estado do Parana, provenientes do
sistema de abastecimento publico, apenas seis
(5,6%) estavam contaminadas com coliformes
totais ¢ uma (0,9%) com E. coli,*® enfatizando
a importancia do tratamento da 4gua para a
prevencdo de contaminacdo da agua subterranea
por microrganismos.

As principais fontes de abastecimento de
agua no meio rural sdo de origem subterranea e
em sua maioria ndo tratadas, fontes estas, sujeitas
a contaminacdo devido a sua baixa profundidade
e proximidade com a superficie do solo, estando
expostas ao escoamento de agua da chuva que
carreiam impurezas;*® e como aproximadamente
30% das amostras de agua do nosso trabalho foram
coletadas durante o periodo de chuva, isto pode ter
favorecido os altos indices de contaminacdo nessas
fontes de consumo, ja que as condi¢des climaticas
favorecem a propagagdo de patogenos.

Os grupos de DEC encontrados em nossa
pesquisa foram ETEC e EAEC. ETEC ¢ conhecida
como o principal agente etioldégico da “diarreia
dos viajantes”, ¢ EAEC esta associada a diarreia
aguda e persistente, principalmente em criangas ¢
idosos.® A doenga diarreica provocada por esses
patdgenos podem ser o resultado da ingestdo de
agua e alimentos contaminados.>

Em Londrina, Cestari et al.® encontraram 36
(12,2%) isolados de ETEC em 295 cepas de E. coli
isoladas de agua in natura para consumo humano;
e um estudo realizado na Franca com amostras
de agua superficial de rio também encontrou uma
porcentagem significativa de isolados de ETEC.”
Um estudo realizado na Nigéria com criangas entre
0-5 anos de idade com diarreia aguda mostrou
que das 400 amostras de fezes coletadas, DEC
foi encontrada em 51 amostras, e entre elas, 16
apresentavam caracteristicas de ETEC.®®

EAEC ¢ um importante patégeno emergente
em todo o mundo, e que além de causar diarreia pode
colonizar o trato gastrointestinal do homem de modo
assintomatico, levando a uma inflamacao intestinal
cronica.® Cepas de EAEC s3o 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
fenotipicamente os diferentes padroes de adesdo
apresentados pelos patotipos de DEC, classificadas
em: AL, AL-L, AD ¢ AA,® e de acordo com a
diversidade dos resultados encontrados, podemos
verificar a necessidade da investigagdo de genes de
viruléncia para confirmar o patotipo de DEC.

O biofilme ¢ um importante fator que contribui
para a persisténcia da infeccdo bacteriana na
mucosa intestinal, principalmente quando associada
a EAEC, facilitando a evasdo da bactéria ao sistema
imunologico.® 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 Bengala Ocidental, India, foi realizada
uma pesquisa de DEC em diferentes fontes de

in vitro, permitem caracterizar
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agua potavel e todos os isolados foram resistentes
a ampicilina e tetraciclina,®V resisténcia similar a
que encontramos em nossas cepas de ETEC.

Segundo a classificagdo de Clermont et al.,?”
as cepas de E. coli podem ser distribuidas em sete
filogrupos: A, B1, B2, C, D, E, F, sendo os A, B,
B2 e D os mais encontrados. Em nosso estudo,
as trés amostras de ETEC se enquadraram no
filogrupo B1 e a aEAEC no E. Uma pesquisa feita
por Aratjo et al.®? trabalhando com amostras de
agua e vegetais, verificou que o filogrupo B1 foi
0 mais predominante (56%) em cepas de ETEC,
seguido do A (22,3%), e do grupo E, um dos menos
encontrados, semelhante aos resultados obtidos em
nosso estudo.

Emisolados de ETEC, os antigenos somaticos
mais prevalentes sdo 06, O8, 078, 0128 ¢ 0153,
e os antigenos H mais comuns sdo H12, HI6,
H21, H45 e H9, e, com uma frequéncia menor,
os antigenos H7, H10 e H28.6» Em nosso estudo,
um dos isolados de ETEC apresentou o antigeno
06, encontrado em outros trabalhos. Na Coreia do
Sul, foram relatados dois surtos afetando alunos
do ensino médio, sendo que um surto ocorreu
em 2013 (107 alunos) e o outro em 2014 (1022
alunos), associados a ingestao de kimchi de repolho
e rabanete, uma comida tipica da Coreia do Sul, e
o agente associado a esses surtos foi a ETEC do
sorogrupo 06.%% As outras duas amostras de ETEC
apresentaram os sorotipos OR:H21 e O17:H46 que
ndo 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 044, OS5,
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.G9

Conclusio
Os resultados obtidos mostraram que a

qualidade microbioldgica da agua para consumo
no assentamento ¢ insatisfatoria e apresenta riscos

a saude dessa populacdo. A presenca de genes de
viruléncia em cepas de E. coli indica que, além
da agua estar contaminada, abriga cepas com um
potencial patogé€nico para causar infecgao.
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