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RESUMO

Esta pesquisa cientifica teve como principal objetivo identificar patdtipos de
Escherichia coli diarreiogénica nas aguas superficiais da Bacia Hidrografica do
Rio Xopoto, na regiao do Alto Rio Doce, Minas Gerais. Os estudos referentes as
estirpes diarreiogénicas de E. coli no meio ambiente no Brasil sdo escassos.
A bacia hidrogrdfica escolhida para o estudo sofre intensa degradacao
ambiental devido ao lancamento de esgoto in natura em seus corpos dagua
e as atividades antropicas, como a agropecuaria. As coletas de agua nos
13 pontos amostrais foram realizadas em duas épocas do ano de 2015 (@bril
e julho). Para identificacdo dos genes de E. coli diarreiogénica, utilizou-se
0 método de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A bacia hidrogrdfica
apresentou contaminacao diarreiogénica de patétipos E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), £. coli enteropatogénica (EPEC) e E. coli enterotoxigénica
(ETEC), tal ocorréncia foi constante em ambas as campanhas. Os genes de
viruléncia observados foram: na STEC, toxina Shiga (Stx7), responsavel por
causar doencas renais graves, como a sindrome hemolitico-urémica (SHU); ja
a EPEC apresentou somente o gene virulento eae, caracteristico do subgrupo
atipico (@EPEC); a ETEC apresentou toxinas termolabeis (LT). A presenca
desses patotipos representa potencial risco de doencas diarreiogénicas
na populacao que utiliza os recursos hidricos, particularmente idosos e
criangas, e evidencia o comprometimento da qualidade microbioldgica dos
cursos dagua constituintes da Bacia Hidrografica do Rio Xopoto, decorrente
principalmente da auséncia de estacdes de tratamento de esgoto (ETES).

Palavras-chave: Bacia Hidrografica do Rio Xopotd; Rio Doce; Escherichia coli
diarreiogénica; reacdo em cadeia da polimerase.
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ABSTRACT

The main purpose of this scientific research was to identify pathotypes
of diarrheogenic Escherichia coli in the watershed of Xopotd River, in
Alto do Rio Doce, Minas Gerais region, Brazil. The studies referring to the
stirps diarrheagenics of E. coli in the environment in Brazil are scarce.
The watershed chosen for the study suffers intense environmental
degradation due the release of raw sewage into their water bodies and
human activities, such as agriculture. The water collecting at 13 sampling
points were held in two periods of the year 2015 (April and July). For
the identification of the genes of diarrheagenic E. coli, the method of
reaction polymerase chain (PCR) was used. The watershed presented
pathogenic contamination of pathotypes Shiga toxin-producing E. coli
(STEQ), enteropathogenic E. coli (EPEC), and enterotoxigenic E. coli
(ETEC) such a constant occurrence in both campaigns. The virulence
genes observed were: STEC, Shiga toxin (Stx7), responsible for causing
severe kidney disease as hemolytic-uremic syndrome (HUS). Besides that,
EPEC presented only the virulent gene eae, characteristic of the atypical
subgroup @EPEC), as well as thermolabile toxins (LT). The presence of
these pathotypes represents potential risk of diarrheagenic diseases in
the population that uses the water resources, particularly the elderly
and children, and demonstrates the commitment of the microbiological
quality of constituents watercourses of the watershed of Xopoto River,
mainly because the lack of sewage treatment facilities.

Keywords: watershed of Xopotd River; Doce River; diarrheagenic Escherichia
coli; polymerase chain reaction.
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INTRODUCAO

A degradacao dos recursos hidricos superficiais ocorre principalmente
em fungao das atividades antropicas desenvolvidas no dmbito das bacias
hidrograficas. As interferéncias dessas atividades nos recursos hidricos
podem ser mensuradas utilizando, entre outros, os parametros micro-
biologicos. Para investigar a qualidade microbioldgica da agua, sdo
utilizados os micro-organismos indicadores de contaminacéo fecal,
denominados como grupo de coliformes, segundo a American Public
Health Association (APHA, 2012), composto por coliformes totais,
coliformes fecais, Escherichia coli e enterococci.

Segundo Barrell et al. (2002), para que uma bactéria seja considerada
ideal como indicador de contaminacio fecal, ela deve essencialmente estar
presente em grande concentragdo nas fezes de humanos e de outros ani-
mais homeotérmicos, ser identificavel por métodos simples, ndo crescer
em dguas naturais. Também deve estar presente em efluentes residuais,
além de ser exclusivamente de origem fecal. Contudo, nenhuma bacté-
ria indicadora preenche integralmente os requisitos, mas a E. coli possui
significativa relevincia. Esse micro-organismo ¢é o tnico indicador de
contaminagao fecal na 4gua e em alimentos relacionados exclusivamente
com vestigios de fezes, assim como indica contaminagéo fecal recente em
corpos d'agua e pode ser detectada com baixo or¢amento (WHO, 2011).
Sua detec¢do é um indicativo da possivel presenca de outros patogenos
causadores de doengas, como Shigella, Salmonella, virus e protozoarios.

A presenca da bactéria no meio aquatico estd estreitamente relacio-
nada alangamentos de esgoto doméstico in natura nos corpos dos cursos
d'agua ou ao carreamento de particulas de solos expostos a fezes de ani-
mais. Em alimentos, especialmente 0s vegetais e as frutas, a contaminagio
por E. coli ocorre principalmente pela irrigacio por essas aguas e/ou pelo
contato com excrementos animais (manejo erroneo de biofertilizantes).

O género Escherichia pertence a familia Enterobacteriaceae, cuja
espécie mais pesquisada mundialmente é a E. coli, devido a sua impor-
tancia para a saude publica e a sua recorréncia em doencas entéricas.
E uma bactéria gram-negativa, presente no trato intestinal de animais
homeotérmicos, entre eles, o ser humano. E comensal, ja que habita o
intestino sem causar doengas. Apenas uma pequena parte das estirpes
apresenta patogenicidade responsavel por enfermidades, sendo seis os
patotipos (grupos que apresentam diferentes mecanismos de virulén-
cia) de E. coli diarreiogénica que causam uma variedade de tipos de
doengas, como, por exemplo, a sindrome hemolitico-urémica (SHU)
(KUHNERT et al., 2000).

Este estudo abordou as estirpes diarreiogénicas E. coli enteropato-
génica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli ente-
rotoxigénica (ETEC). A E. coli diarreiogénica possui grupos relevantes,
pelaimportancia clinica devido a produgéo de enterotoxinas semelhantes
as da Shigella drysenteriare 1, como a STEC, que em casos mais seve-
ros progride para colites hemorragicas e SHU, podendo levar a 6bito.

E também considerada como um patdgeno alimentar emergente com
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sintomas severos (SCHLENKER & SURAWICZ, 2009). Esse patotipo
ndo possui limites estabelecidos pela legislacio brasileira para alimen-
tos e contato com corpos d’agua e sua utilizagdo.

Para Caldorin et al. (2013), mesmo que a ocorréncia de doen-
cas diarreicas em humanos no Brasil seja discreta, diversos estudos
nacionais em rebanhos bovinos evidenciam a prevaléncia de cepas de
STEC no pais. Para a Organizagdo Mundial de Satude (WHO, 1998),
o crescente aumento dos surtos diarreicos relacionados com a STEC
no mundo corrobora para demonstrar a importancia da obtengéo de
dados da estirpe, principalmente devido ao fato de o Brasil fazer divisa
com a Argentina, onde a STEC/EHEC ¢é endémica. Além do fato de a
caracteristica de contaminagao, até entdo prioritariamente por inges-
tdo de alimentos de origem animal, ter adquirido novo perfil, sendo
que o ultimo grande surto mundial de STEC foi por contaminagéo de
vegetais por agua de irrigacio (WHO, 2011).

As STECs sdo um grupo bactérias patogénicas emergentes, relaciona-
das a surtos diarreicos de origem alimentar. Entre os muitos subtipos que
constitui o grupo, o mais comum ¢é E. coli entero-hemorragica (EHEC).
Os sintomas causados pela STEC variam entre diarreia leve a colite
hemorrégica e SHU, relacionada a sequelas renais (BRYAN et al., 2015).

As cepas de STEC produzem importantes substincias denomina-
das toxinas de Shiga (Stx), mais precisamente, Stx1 e Stx2, seus princi-
pais fatores de viruléncia. A EHEC expressa simultaneamente os genes
Stx e eae, principal diferenga entre esse e os demais subtipos da STEC
(LOUKIADIS et al., 2006). A intimina (eae) confere maior severidade
a diarreia causada pela EHEC, provocando com maior frequéncia a
SHU (PATON & PATON, 1998). Para Persson et al. (2007), a evolu-
¢do de doenga diarreica para SHU tem sido relacionada com maior
incidéncia em pessoas que apresentaram nas fezes a estirpe STEC con-
tendo apenas a toxina Stx2.

A transmissao de STEC em humanos ocorre principalmente por
via fecal oral, devido a ingestao de alimentos de origem animal con-
taminados, como carne bovina malcozida, derivados lacteos néo pas-
teurizados, verduras e frutas irrigadas com dgua infectada, assim como
por meio da ingestdo direta de 4gua contaminada com excrementos
de animais. Os bovinos, sauddveis ou nao, sao o reservatdrio natural
do patdtipo com maior associagio as enfermidades diarreicas huma-
nas. A infec¢do também pode ser transmitida por contato interpes-
soal entre pessoas doentes e sadias, devido a falta de higiene (MEAD
& GRIFFIN, 1998).

A EHEC foi relacionada com surtos diarreicos inicialmente
em 1982 nos Estados de Oregon e Michigan, nos Estados Unidos.
Wells et al. (1983), associaram a ingestdo de hamburguer com dor
abdominal intensa e diarreia sanguinolenta (colite hemorragica)
com auséncia ou presenca de febre. Em 1983, pacientes apresen-
tando quadro de SHU relataram diarreia de 4 a 10 dias antes da
SHU (KARMALI et al., 1983).
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Para Nataro & Kaper (1998), estirpes patogénicas de E. coli so os
principais causadores de diarreia infantil no mundo. Recentemente,
a STEC foi relacionada com um surto diarreico em vérios paises da
Europa e da América do Norte, por meio do qual cerca de 4.074 pes-
soas foram diagnosticadas com a infec¢ao causada pelo patétipo asso-
ciado a SHU. Somente na Alemanha, segundo a WHO (WHO, 2011),
foram notificadas 3.935 internagdes, sendo que dos 857 casos de SHU,
32 pacientes evoluiram para 6bito, e dos 3.078 casos de STEC/EHEC,
foram contabilizadas 16 mortes. O consumo de vegetais crus irrigados
com agua contaminada foi apontado como causa do surto.

No Brasil, até o momento, nao houve surtos diarreicos expressivos
correlacionados com a estirpe EHEC (GUTH et al., 2002). No entanto,
segundo Irino et al. (2002), dois casos de diarreia sanguinolenta origi-
nados da ingestao de carne bovina malcozida foram relatados em 2001
na cidade de Campinas, Sao Paulo. Nao houve progressao para SHU,
mas as estirpes virulentas foram detectadas como EHEC. Para os mes-
mos autores, o primeiro caso notificado no pais de diarreia relacionada
com EHEC ocorreu em 1990, em Sao Paulo. No Laboratério Instituto
Adolfo Lutz (IAL) foram isoladas cepas de EHEC de um paciente diar-
reico de 18 anos com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

Outro grupo importante de E. coli diarreiogénica é a ETEC, que,
devido a sua importancia epidemioldgica, afeta milhoes de pessoas
anualmente. Segundo Murray et al. (2009), a ETEC é endémica dos pai-
ses em desenvolvimento do continente americano, sendo que ocorrem
cerca de 650 milhdes de casos por ano de episddios diarreicos relacio-
nados  estirpe, principalmente em criangas e viajantes. Segundo Nataro
& Kaper (1998), dgua e alimentos infectados por fezes contamina-
das com ETEC provocam os seguintes sintomas: diarreia com curto
periodo de incubagio, aquosa, sem sangue ou muco. A estirpe ETEC
produz a enterotoxina LT (toxina termolabil), dividida em dois soro-
grupos: elt-Ia, cuja patogenicidade atinge seres humanos e animais;
e elt-Ila, predominantemente relacionada com diarreias em animais.
As toxinas termoldbeis sdo similares a enterotoxina do Vibrio cholerae.
Outro grupo de enterotoxina associada 8 ETEC é composto pelas toxi-
nas termoestaveis S, subdivididas em Sta e Stb, ambas relacionadas a
doenqas diarreicas tanto em humanos quanto em suinos; no entanto,
a toxina Stb tem sido isolada principalmente em suinos (NATARO &
KAPER, 1998). Segundo Sears & Kaper (1996), a estirpe estd relacio-
nada com diarreias em criangas nos paises em desenvolvimento e em
viajantes de paises de primeiro mundo que visitam paises subdesen-
volvidos. Para Nataro e Kaper (1998), em regides subdesenvolvidas a
infraestrutura deficiente é responsavel pela disseminagdo das doengas
diarreicas associadas a ETEC.

A EPEC também é um importante patétipo relacionado a doengas
entéricas nos paises em desenvolvimento. As doengas diarreicas causadas
pela estirpe EPEC, segundo Nataro & Kaper (1998), acometem princi-

palmente criangas menores de dois anos em paises subdesenvolvidos.
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A principal via de contaminagéo ¢ a feco-oral (maos), apds contato
com agua, alimentos e objetos de uso pessoal (fomites) contaminados
por fezes. Os sintomas da infecgdo sao: diarreia liquida aguda, com
muco, febre e desidratagio — em casos severos, pode ser prolongada
(NATARO & KAPER, 1998).

No Brasil, assim como em outros paises em que a infraestrutura de
saneamento bdsico ¢ insuficiente, as infec¢des por EPEC sdo recorren-
tes. Gomes et al. (1991) associaram 26% dos casos de diarreia infantil
em menores de 12 meses no Estado de Sao Paulo a cepas de EPEC.
Kobayashi et al. (2000) identificaram 18% das estirpes diarreiogénicas
em criangas no Estado do Parand como sendo EPEC.

Em 2012, doengas diarreicas mataram cerca de 1,5 milhdo de pes-
soas em todo o mundo, segundo a WHO (2014). Tal agéncia ainda
relatou que a diarreia foi a terceira causa de mortes em paises de baixa
renda, sendo responsavel por 53% dos dbitos. Segundo o Fundo das
Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF, 2009), doengas diarreicas
compdem a segunda causa de mortes em menores de 5 anos, matando
1,5 milhdo de criangas anualmente. Para 0 mesmo 6rgéo, o saneamento
basico precirio, a md qualidade da dgua de abastecimento e a falta de
higiene sdo responsaveis por 88% das mortes por diarreia no mundo.
Segundo o relatdrio do Trata Brasil (2010), o saneamento precario,
principalmente o esgoto, reflete em quatro vezes mais internagdes por
doengas diarreicas no Brasil.

Apesar da importancia da identificagdo de estirpes diarreiogéni-
cas de E. coli no meio ambiente, no Brasil, tais estudos sao escassos.
Citam-se como exemplo Schuroft et al. (2014), que estudaram a pre-
senca de EPEC e EHEC em Londrina, Parand, e Célico et al. (2014),
que observaram viruléncia de E. coli em agua para irrigagao.

Nesse contexto, no presente estudo objetivou-se avaliar quantita-
tivamente os organismos indicadores de contaminagao fecal (E. coli)
e identificar molecularmente os tipos de viruléncias de EPEC, STEC/
EHEC e ETEC presentes na Bacia Hidrografica do Rio Xopot6 em duas
épocas sazonais no ano de 2015. A Bacia Hidrogréfica do Rio Xopotd
esta inserida nas nascentes da Bacia Hidrografica do Rio Doce, que
apresenta importancia econdmica e social nos Estados de Minas Gerais
e do Espirito Santo; no entanto, os municipios ao longo do Rio Xopoto
possuem saneamento basico precario, com auséncia, em sua maioria,
de estagdes de tratamento de esgoto (ETEs) e estagdes de tratamento
de agua (ETAs) em menor quantidade, potencializando o risco de con-

taminagdo da populagdo por patdgenos entéricos.

METODOLOGIA

Area de estudo
A Bacia Hidrografica do Rio Xopot6 estd situada na Zona da Mata do

Estado de Minas Gerais, inserida na Unidade de Planejamento de Gestao
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de Recursos Hidricos — UPGRH DO1 Piranga (IGAM, 2015), perten-
cente & Bacia Hidrografica do Rio Doce no ambito federal, como ilustrado
na Figura 1. A ja citada bacia hidrogréfica abrange 14 municipios: Alto
Rio Doce, Bris Pires, Cipotanea, Desterro do Melo, Divinésia, Dores
do Turvo, Mercés, Paula Candido, Presidente Bernardes, Rio Espera,
Senador Firmino, Senhora de Oliveira, Senhora dos Remédios e Uba.
Nesses municipios residem 189.987 habitantes, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), sendo que a populagdo
rural se sobrepde & urbana em 8 municipios. A Bacia Hidrografica do Rio
Xopoto tem drea igual a 2.068,16 km? e perimetro de 289,65 km, e o Rio
Xopotd tem comprimento igual a 104,29 km. Na drea de drenagem da
Bacia Hidrografica do Rio Doce, o Rio Xopot6 possui 3,27% de repre-
sentatividade, com relacdo a vazao total do Rio Doce, e contribui com
34,7% m*/s (UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV, 2016).
A disposicao dos residuos sdlidos urbanos (RSU) dos munici-
pios pertencentes & bacia hidrografica no ano de 2015 ndo atendeu ao
programa Minas Sem Lixdes, da Fundagédo Estadual de Minas Gerais
(FEAM), iniciado em 2003, que busca eliminar os descartes de RSU
em mecanismos ambientalmente incorretos, como os lixdes.
Segundo a FEAM (2015b), das 14 cidades, 3 descartaram seus
residuos em lixdes, 6 possuiam unidades de triagem e compostagem
(UTCs) regularizadas, 2 apresentam aterros controlados (ACs), 1 cidade
possuia aterro sanitario (AS) regularizado, 2 cidades possuiam ASs

ndo regularizados.

Entre os 14 municipios, apenas os municipios de Desterro do Melo
e Senhora de Oliveira possuem ETEs instaladas e operando. Segundo a
FEAM (2015), a estagdo de Desterro do Melo atende a cerca de 61% da
populagio residente no municipio, e em Senhora de Oliveira a ETE atende
a90% da comunidade. As demais localidades langam os efluentes in natura
nos cursos d’agua, diretamente no Rio Xopoté ou em seus afluentes.

O abastecimento de dgua em nove dos municipios da bacia hidro-
grafica é realizado por concessiondria terceirizada, Companhia de
Saneamento de Minas Gerais (COPASA), e em quatro municipios, pelo
Servigo Autdonomo de Agua e Esgoto (SAAE). A cidade de Senhora

dos Remédios ndo tem tratamento de agua.

MATERIAIS E METODOS

Previamente, foram estabelecidos 13 pontos de amostragem de dgua
para determinar a presenca de E. coli na bacia hidrografica, como evi-
denciado na Figura 2.

Os pontos de amostragem foram determinados apds observagédo
dos principais afluentes e nicleos populacionais inseridos no terri-
tério Bacia Hidrografica do Rio Xopotd. As amostragens ocorreram
em dois periodos anuais de 2015 representativos da estagdo chuvosa
e seca (abril e julho). A confirmagdo da presenca de E. coli foi rea-
lizada com substrato enzimatico método Colilert® 9223B de acordo

com APHA (2012). A identificagdo dos patétipos diarreiogénicos de
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Figura1- Localizacao da bacia hidrografica do Rio Xopoto.
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E. coli foi orientada por literatura especifica, como evidenciado no
Quadro 1, sendo a andlise qualitativa realizada por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR).

Para isolamento e confirmagao da identificagdo de E. coli, foi empre-
gada a metodologia convencional, descrita a seguir:

o 1@%etapa: enriquecimento da amostra: uma aliquota de 10 UL das
amostras de agua cultivadas no substrato enzimatico Colilert
positivas para E. coli foi inoculada em Agar MacConkey (MCK,
HiMedia, Mumbai, India). A cultura foi incubada a 37°C, por
24 horas. De cada placa representativa de cada ponto foram
pescadas todas as colonias com morfotipos diferentes e, no
maéximo, cinco colénias com o mesmo morfotipo. Cada uma
delas foi inoculada em Tryptic Soy Agar (TSA, DIfco, Sparks,
MD, EUA) e incubada;

o 2%etapa: identificagdo das amostras isoladas: a identificacdo da espé-
cie E. coli, em cada cultura pura, foi confirmada por provas bioqui-

mico-fisioldgicas: produgio de gés a partir da glicose, fermentagéo

da lactose, descarboxilagdo da lisina, produ¢io de indol a partir
do triptofano, ndo utilizagdo do citrato, ndo degradacdo da ureia
e auséncia de produgio de sulfeto de hidrogénio a partir de ami-
nodcidos sulfurados, utilizando o meio de Rugai modificado por

Pessoa & Silva (1972).

Identificacdo molecular dos
patétipos diarreiogénicos de E. coli
A extragao de DNA das culturas puras de E. coli foi realizada por
aquecimento. Inicialmente, as suspensoes de colonias crescidas foram
solubilizadas em 50 pL de dgua estéril Milli-Q’ (Direct-Q 3; Millipore,
Molsheim, Franga) e submetidas a fervura, em banho-maria, a 95°C,
por 10 minutos; posteriormente, ocorreu a centrifugacao do material
com rota¢ao 3.000 rpm, por 10 minutos, em centrifuga.

A partir do sobrenadante foi medida a concentragdo de DNA
em espectrofotometro (Nanodrop 1000; Thermo Fischer Scientific,

Wilmington, DE, EUA), empregando-se comprimento de onda de
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Figura 2 - Pontos de coleta na Bacia Hidrografica do Rio Xopoto.
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260 nm, e a relagdo DNA/proteina foi estimada utilizando-se, também,
a leitura realizada a 280 nm. O material foi, entdo, mantido a -20°C até
o momento de sua utilizago.

As amostras de E. coli isoladas foram caracterizadas por meio de
PCR, empregando-se como alvos os seguintes marcadores de virulén-
cia: eae (Reid et al., 1999), bfpA (GUNZBURG et al., 1995), Stx1 e Stx2
(VIDAL et al., 2004), elt e est (ARANDA et al., 2004). As reagoes de
amplificacdo apresentam volume final de 20 UL e o mix é constituido
por tampdo (Tris HCl 10 mM, pH 8,4; KCl 25 mM), 1,5 mM de MgClz,
200 UM de cada ANTP (Promega), 0,5 UM de cada primer (Integrated
DNA Technologies Inc., Coralville, IA, EUA), 1 U de Taq DNA poli-
merase (Phoneutria) e 20 ng de DNA molde. Os primers e as condi-
¢Oes de cada reagio estdo apresentados no Quadro 1. Cerca de 4 puL
dos produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de aga-
rose 8% (Sigma-Aldrich) acrescido de 0,01% de corante SYBR Green I
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os controles positivos para eae, Stx1
e Stx2 (E. coli CDC EDL-933, INCQS 00171), bfpA (E. coli CDC 0126,
INCQS 000184), elt (E. coli 0761-2), est (E. coli 0122-4), bem como o

controle negativo interno (dgua), foram incluidos em cada lote de rea-
¢des. Para visualizacdo das bandas da PCR no transluminador sob luz
ultravioleta, foi confeccionado o gel de agarose 1,5%. Como padrao,
foi utilizado o marcador de massa molecular 100 bp (Thermo Fisher

Scientific, Vilnius, Lithuania).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Escherichia coli

Os resultados das andlises microbioldgicas realizadas em 2015 na
Bacia Hidrografica do Rio Xopoto constataram ocorréncia de E. coli
em todos os pontos de amostragem, confirmando a contaminagio
fecal e evidenciando a elevada possibilidade de presenga de pato-
genos entéricos, como pode ser observado na Figura 3. Seis pon-
tos na primeira coleta apresentaram concentragdes de E. coli acima
do estabelecido no Brasil (2005) de 1.000 NMP/100 mL para dguas
classe 2 (pontos 02, 06, 07, 08 e 13). Na segunda campanha de

Quadro 1 - Sequéncia de oligonucletideos utilizados como iniciadores e peso molecular em pares de bases (utilizados nas reacdes em cadeia

da polimerase.

Gene Primer

F:5 CTG AAC GGC GAT TACGCG AA 3

€ae R:5 CCA GAC GAT ACG ATC CAG 3

Programa Amplicon (bp) Referéncia

950C/40 s
530C/2 min
600C/2 min

40x

917 Reid et al (1999)

F:5 AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 3

oA R5 GCCGCT TTATCCAACCTIG GTA 3

950C/40 s
530C/2 min
600C/2 min

40x

326 Gunzburg et al. (1995)

F:5 CAG TTA ATG TGG TGG GGA AGG 3

b R:5 CCA CAG ACA ATG TAACCG CTG 3

950C/20 s

61°C/40 s

72°C/90 s
30x

348 Vidal et al. 2004)

F5 ATCCTATTC CCG GGAGITTACG 3

b2 R5 GCG TCATCG TAT ACACAGGACC 3

950C/20 s

61°C/40 s

720C/90 s
30x

584 Vidal et al. 2004)

F5 GGC GAG AGA TTATACCGT GC 3

el R5 CGG TCT CTATAT TCCCCT GTT 3

950C/5 min
950C/45 s
500C/1 min
720C/1 min
40x
720C/7 min

820 Aranda et al. 2004)

F5 AAA GGA GAG CTT CGT CACATT TT 3

est R5 AAT GTC CGT CCTGCT TTAGGAC 3

950C/5 min
950C/45 s
500C/1 min
720C/1 min
40x
720C/7 min

190 Aranda et al. 2004)

Fonte: Reid et al. (1999), Vidal et al. 2004) e Aranda et al. 2004).
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coleta, devido a reducéo da precipitacdo na drea de estudo, a con-
centragdo de E. coli diminuiu consideravelmente — o ponto 06 foi
0 unico que apresentou concentragdes em desacordo com a legis-
lagao nessa amostragem.

A concentragdo de E. coli no ponto 07, detectada na primeira
coleta (12,74 x 10* NMP/100 mL), foi a mais elevada de ambas as
coletas na bacia hidrografica. As dguas desse e dos demais pontos
amostrais, como se encontram, apresentam restrigoes quanto ao uso
para irrigagdo de hortaligas e frutas, bem como para pescaria e des-
sedentagdo de animais, segundo critérios estabelecidos pela legisla-
¢do do Brasil (2005). Para ETAs que captam aguas desses pontos ou
nas adjacéncias, a adi¢do de cloro para desinfecgdo deve ser realizada

com mais atengao.

Escherichia coli diarreiogénica

Dos 13 pontos analisados nas 2 campanhas de amostragem (26 amos-
tras), foram isoladas 103 colonias positivas para E. coli. Das amos-
tras positivas, uma apresentou genes de viruléncia caracteristicos
do patétipo ETEC, duas foram detectadas como genes StxI ou Stx2
presentes na linhagem da EHEC/STEC e outras trés pertenciam a
linhagem EPEC.

Akter et al. (2013), analisando 46 rios na Republica Popular
Bangladesh, observaram a prevaléncia das estirpes de ETEC, STEC
e EPEC nos cursos d’'agua no pais, corroborando a premissa de que
eles sdo os patdtipos mais recorrentes na contaminagdo microbiold-
gica de dguas superficiais por todo o mundo. Em estudo realizado em
aguas superficiais no Estado de Osun, sudoeste da Nigéria, Titilawo

et al. (2015) observaram que em 300 colonias isoladas em 10 pontos
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Figura 3 - Concentracdo de Escherichia coli em 2015.
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amostrais, cerca de 91% apresentavam genes de viruléncia relaciona-
dos a algum patétipo de E. coli; sendo assim, apenas 9% das colonias
ndo apresentavam risco a saide humana ou animal, confirmando a
alta proporgao da contamina¢do microbioldgica na drea de estudo.
Nesse estudo na Nigéria, aproximadamente 45% das amostras eram da
estirpe ETEC, seguida pela EHEC e pela EPEC. Situagdo diferente da
Bacia Hidrogréfica do Rio Xopoto, na qual as estirpes STEC e EPEC
foram as mais representativas, detectadas em trés pontos na drea de
estudo. Ja a ETEC apareceu em um ponto amostral.

Na primeira campanha amostral, em época de maior indice plu-
viométrico, 3 dos 13 pontos analisados foram diagnosticados com
genes patogénicos de E. coli, sendo eles: 01 (ETEC), 06 (EPEC) e
10 (EPEC). Na segunda coleta, realizada em periodo de menor plu-
viosidade, os pontos 02 (STEC), 06 (STEC) e 12 (EPEC) apresentaram
bactérias diarreiogénicas.

O ponto de coleta 01, na primeira campanha amostral, apresentou
concentragdes abaixo do exigido (BRASIL, 2005): 9,9 x 10' NMP/100 mL;
no entanto, foi detectada estirpe diarreiogénica de ETEC no local e a
dose infectante do patdgeno ¢ alta, sendo necessarios cerca de 10® de
organismos para causar infecgoes (NATARO & KAPER,1998), sendo
assim, diante da concentragao total de E. coli no ponto amostral, a pos-
sibilidade de contaminagdo parece ser reduzida. No ponto de coleta
02, a concentragao de E. coli na primeira amostragem estava acima
do limite aceitavel (1,48x10° NMP/100 mL), nenhuma estirpe diar-
reiogénica foi detectada; na segunda coleta, a concentragio de E coli
diminuiu em torno de 7 vezes (2x10* NMP/100 mL) e detectou-se o
patdtipo EHEC na amostragem.

No ponto amostral 05 a concentragio de E. coli desobedeceu
ao limite maximo estabelecido (BRASIL, 2005) na primeira coleta
(1,46x10° NMP/100 mL), campanha amostral na qual nao foi detec-
tada estirpe virulenta. Na segunda coleta, houve diminui¢io de E. coli
(4,1x10° NMP/100 mL), também sem detec¢ao de patdgenos. O ponto
amostral 06 foi o unico incidente em altas concentra¢des de E. coli nas
duas campanhas amostrais, estando, por isso, em desacordo com a
legislagdo (9,9x10? e 5,548x10° NMP/100 mL, respectivamente). Na pri-
meira campanha amostral detectou-se EPEC no local.

A estirpe EHEC possui baixa dose infectante, de 100 a 200 orga-
nismos podem causar infec¢do (NATARO & KAPER, 1998); diante
da concentragéo de E. coli detectada no ponto amostral 06, as medi-
das de prevengao de contanto e utilizagdo desse corpo d’agua devem
ser intensificadas.

O ponto amostral 10 apresentou concentracdes de E. coli dentro do exi-
gido pelalegislagdo em ambas as coletas (7,4x10% e 2,0x10° NMP/100 mL).
Somente na primeira campanha amostral detectou-se o patégeno
EPEC. O ponto de amostragem 12 néo excedeu o limite maximo de
1,0x10° NMP/100 mL estipulado (BRASIL, 2005), apresentando 4,1x10?

e 2,0x10> NMP/100 mL, respectivamente. Na primeira coleta houve
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detec¢ao do patégeno EPEC, ja na segunda amostragem nao houve
detec¢do de nenhuma estirpe diarreiogénica.

E possivel observar a distribui¢io temporal e espacial dos patéti-
pos diarreiogénicos na Bacia Hidrografica do Rio Xopoto, no ano de
2015, na Figura 4.

A contaminagio fecal da bacia hidrogréfica foi proporcional a
sazonalidade, devido principalmente a intensificagiao do escoamento
superficial, acentuando o transporte de particulas contaminadas por
material fecal para os corpos d’dgua. A sazonalidade foi descrita, por
inumeros autores, como a principal variavel influenciadora na degrada-
¢ao da qualidade microbioldgica das 4guas superficiais. Segundo Melo
(2006), em estudo nas lagoas do Parque Estadual do Rio Doce, Minas
Gerais, os resultados de E. coli foram superiores nos meses de maior

indice pluviométrico. Morais et al. (2012) destacam que no Rio Cabega,

Sao Paulo, entre os meses de outubro a mar¢o, devido a maior incidén-
cia do escoamento superficial e & auséncia de mata ciliar, a concentra-
¢do da bactéria foi superior a da estagdo seca. Segundo Brennan et al.
(2013), a capacidade de sobrevivéncia da E. coli devido a necessidades
nutricionais simples e a adaptabilidade de versatilidade no interior do
solo transforma o ambiente em um disseminador de contaminagéo
microbioldgica para corpos hidricos, potencializando a possibilidade
de carreamento de patétipos diarreiogénicos.

Dos 5 pontos de amostragem positivos para bactérias diarreiogé-
nicas, 3 estdo localizados em dreas rurais com presenca de atividade
pecuaria (06 e 12) e, em menor propor¢io, em locais nos quais ha lan-
camento de esgoto doméstico in natura (01, 02 e 10). Sendo assim, o
carreamento de particulas do solo contaminado é o principal meio de

entrada das bactérias nos cursos dagua. Ja o ponto amostral 12, também
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situado em zona rural, além de receber contribui¢des da contamina-
¢do fecal proveniente da pecudria, recepciona consideravel aporte de
esgoto doméstico in natura dos nicleos populacionais a montante da
bacia hidrogréfica. A contaminag¢do do outro ponto positivo para E.
coli diarreiogénica (ponto 06) também foi motivada principalmente
por lancamento de esgoto doméstico in natura, porém proveniente dos
municipios de Rio Espera e Alto Rio Doce.

A estirpe diarreiogénica ETEC, identificada no ponto amostral 01,
segundo Mainil (2013), possui como principais hospedeiros: seres huma-
nos, bovinos, suinos e cachorros. Segundo Foster & Smith (2009), infec-
¢oes diarreicas em bezerros sdo mais frequentemente associadas a estirpe
ETEC. No Estado de Minas Gerais, Andrade et al. (2012) identificaram
genes de viruléncia caracteristicos do patétipo tanto em bezerros sauda-
veis quanto em animais diarreicos. Em estudo realizado com bezerros no
Vale da Caxemira, na India, Manzoor et al. (2015) diagnosticaram a preva-
léncia de ETEC em 15% dos em 200 animais analisados. Devido as carac-
teristicas das atividades antrdpicas desenvolvidas no ponto amostral em
questdo, possivelmente a contaminagao foi originada das fezes de bovinos.

A STEC foi diagnosticada na segunda campanha amostral nos
pontos de coleta 02 e 06, que apresentaram apenas o gene de virulén-
cia StxI, semelhante a toxina produzida pela Shigella dysenteriae 1,
causa de diarreia aguda. O langamento de esgoto e a atividade pecua-
ria podem ter sido preponderantes para a detecgio.

A estirpe EPEC foi identificada em 2 pontos amostrais (06 e 10)
na primeira campanha de coleta e em um ponto de coleta da segunda
amostragem (12). Todos os pontos estdo sob a influéncia da pecuaria,
mas salienta-se que o ponto 06 estd localizado em drea urbana e o ponto
12 em zona rural, ambos sob a interferéncia de esgoto doméstico in
natura. Nos trés pontos em que patétipo EPEC foi identificado, o gene
virulento apresentou caracteristicas atipicas, ou seja, a estirpe apresen-
tou apenas o eae gene. Segundo Nguyen et al. (2006), em humanos
infectados pela EPEC atipica, ha aumento da possibilidade de 6bito,
devido ao prolongamento do estado diarreico.

Em comparagio com estudos de identificagdo molecular de EPEC
diarreiogénica em dguas superficiais realizados no Brasil e no exterior,
a Bacia Hidrografica do Rio Xopot6 apresentou tendéncia similar de
diagndstico entre 2 e 3% de EPEC atipica nas pesquisas. Melo et al.
(2006), estudando lagos de Minas Gerais, diagnosticaram em 2,5%
das cepas eae gene; Sidhu et al. (2013), analisando a qualidade micro-
biolégica de rios na Australia, concluiram que 3% das cepas diarreio-
génicas eram de EPEC atipica; Schuroff et al. (2014), diagnosticaram
2% de eae gene em lagos no Parana. Os fatos corroboram o aumento
mundial das doengas diarreicas, cujo agente etiolégico é a EPEC ati-
pica, como diagnosticado por Blanco et al. (2006), em Montevidéu,
no Uruguai, e Kozub-Witkowski et al. (2008), na Alemanha.

A contaminagao de alimentos em regides com potencial de pro-

dugdo de leguminosas e culturas olericolas, como hortaligas e frutas,
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semelhante a drea de estudo, ocorre principalmente devido & ma qua-
lidade da 4gua de irrigagdo. A drea de estudo, segundo dados do IBGE
(2015), produziu, no ano de 2014, 13 t de tomate, além de hortalicas
de subsisténcia, conforme observado em campo.

A populagao que vive na area da Bacia Hidrografica do Rio
Xopotd utiliza os recursos hidricos locais para diversos fins. A con-
firmagao de elevados indices de concentragdo de E. coli em todos
os pontos de coleta, independentemente da sazonalidade, e a veri-
ficagao de estirpes diarreiogénicas altamente infecciosas, como o
gene Stx da STEC, comprovam o elevado risco de contaminag¢ao na
area de estudo. Para Ndlovu et al. (2015), a presenca do gene Stx
em aguas superficiais é grave, devido principalmente aos multiplos
usos do recurso em uma bacia hidrogréfica e a facilidade de acesso
pelo ser humano. A severidade das doengas diarreicas causadas
pela E. coli que apresenta tal gene pode levar a 6bito ou a sequelas
renais irreversiveis, o que potencializa a gravidade de sua identifi-
cacdo na area de estudo.

Segundo Cerqueira et al. (1999), a detec¢do de ETEC e STEC
em regides onde a pecudria leiteira ¢ significativa, como a estudada,
torna explicita a necessidade da precauc¢do higiénico-sanitaria dos
trabalhadores no manuseio do gado na ordenha, na preparagio de
derivados do leite e na utilizacido de esterco bovino na adubagio de
alimentos, principalmente os ingeridos. O reconhecimento da bac-
téria EPEC, causa de grande parte das internagdes por gastrenterites,
em sua forma atipica, ainda pouco estudada e sem defini¢do certeira
das consequéncias para doengas diarreicas humanas, é motivo para
cautela nos usos dos recursos hidricos locais, ja que, segundo Sidhu
et al. (2013), ha uma tendéncia de ascensdo do eae gene em dguas
superficiais. Ainda, deve existir prudéncia no ambiente hospitalar
regional, j& que a disseminagdo pode ocorrer por contato pessoal,
principalmente em Senhora dos Remédios, municipio da bacia hidro-

grafica que ainda ndo tem ETA.

CONCLUSOES

A qualidade microbiolégica da d4gua na Bacia Hidrografica do Rio
Xopoto esta em deterioragdo; além das elevadas concentragdes detec-
tadas de E. coli em 2015, a bacia hidrografica apresentou, em ambas as
amostragens, diversificados genétipos de E. coli diarreiogénica (STEC,
EPEC e ETEQ).
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