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Resumo

Intr oducgdo:As estagdes de tratamento de agua tém por fungdo captar agua, tratar e a distribuir na forma potavel. Neste process
séo originados residuos como lodo de decantador e agua de lavagem de filtros. Entre as bactérias encontradas nos residt
destacamos lascherichia coli. Embora comensal, algumas cepas podem causar gastroenterites, sendo um dos principais agente
causais de diarreia em criangas e em adultos nos paises em desenvol@hjetitw: Considerada a importancia das diarreias
causadas pdt. coli, esse trabalho teve como objetivo avaliar genotipicamente e fenotipicamente 171 Eepals ideladas de

agua bruta e residuos (lodo e 4gua de lavagem de filtros) de duas estacdes de tratamento de agua (Cafezal e Tibagi) da cidad
Londrina, PRMateriais e Métodos:Genotipicamente estas cepas foram investigadas para a presenca dos marcadores de viruléncic
stx1, stx2, eae, bfpA e hlyA pela técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia. Na caracterizagéo fenotipica foi utilizado o testes de
adesdo em células HEp-Resultados: Cinco isolados (2,9%) foram positivos para o geae classificados com&. coli
enteropatogénica atipica. Oito cepas (4,7%) foram classificadasEoeob produtora de toxina Shiga destas, sete foram
positivas paratxl e uma positiva parstxl, stx2 e hlyA. Nenhum isolado foi positivo para o gesipA. No teste de adeséo 126

cepas (73,7%) apresentaram padrdo de adesdo agregativa, 36 (21%) padrédo de adesdo misto (adesdo agregativa com ad
difusa) e nove isolados (5,3%) foram classificados como ndo aderBudes. as cepas de coli enteropatogénica atipica
apresentaram adeséo agregativale. asli produtora de toxina Shiga apresentaram padréo agregativo eQuaistdusdesA

presenca d&. coli patogénicas nas estagfes de tratamento de agua pode ser considerado uma ameaca a saude publica e no
estratégias de gestao sobre tais residuos precisam ser implementadas, a fim de proteger ambiente e a saude da populacao.

Descritores:Residuos, Escherichia coli; Escherichia coli enteropatogénica; Escherichia coli shiga toxigénica. igénica.

Abstract

Intr oduction: Water treatment plants are designed for receiving, treating, and distributing drinkabl&hisj@ocess generates

wastes like sludge from sedimentation tanks and filter backwash &stigarichia coli is one of the major bacterial species found

in the water treatment wastédthough E. coli is a commensal ganism, some strains can cause gastroenteritis. It has been
considered one of the main causative agents of diarrhea in children and adults in developing cobjetriese: Regarding the
importance of diarrhea causedtycoli, this trial aimed to analyze 171 straingo€oli by phenotype and genotype, isolated from
receiving water and wastes (sludge and filter backwash water) from two water treatment plants (Cafezal and Tibagi) in Londrina,
PR.Materials and Methods: Genotypic characteristics were determined by the presedsé,atx2, eae, bfpA, andehxA virulence

markers using Polymerase Chain Reaction. Phenotypic characteristics were determined by adhesion tesRastiEspFa/e

strains (2.9%) were positive feae gene and classified as atypical enteropathoderdali. Eight strains (4.7%) were classified

as Shiga toxin-producing. coli and seven of those were positive $odl and one positive fatx1, stx2 andhxA sequencesll

isolated showed positive fofpA gene. One hundred twenty-six (126) strains (73.7%) showed aggregative adhesion, 36 strains
(21%) showed mixed adherence (aggregative adherence with diffuse adherence), and 9 strains (5.3%) were classified as ne
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adherentsAll strains of atypical enteropathogertic coli showed aggregative adherence and Shiga toxin-prodé&ciogi
showed an aggregative and mixed patt@wonclusion: The presence of pathogerticcoli in water treatment plants may be
considered a threat to public health. New management strategies related to these wastes must be implemented to prote
environment and public health.

Descriptors:Waste products; Escherichia coli; Enteropathogenic escherichia coli; Shiga-toxigenic escherichia coli lia coli

Introducéo provocar doencas em humanos é associada principalmente a
EstacOes de tratamento de agua¥&Tém por objetivo captar producéo de dois tipos de citotoxinas denominadas toxinas
a agua disponivel superficialmente dos rios, lagos Shiga (Stx1 e Stx2), cujo mecanismo de agéloi a inibicio da
reservatorios, realizar o tratamento e abastecer a populagéossatese protéica nas células &vtJm grande nimero de cepas

a forma de agua potavel de acordo com a Portaria 2914/201 4gSTEC é capaz de produzir enterohemolisina (Ehly), codificada
Ministério da Saude (BRASIL, 2@} As impurezas contidas na pelo gendilyA que esta presente em um plasmidio de viruléncia
agua sao removidas durante o processo de potabilizacd®90kb (pO157p produgio de enterohemolisina também esta
originando assim, como residuos principais, os lodos @gsociada a doencas de maior gravidade, mas a maneira como
decantadores e a agua de lavagem dos fittros contribui para a patogénese de STEC ainda ndo é bem
Os lodos gerados nos decantadores da#\sE¥40 compreendida. Uma possibilidade é que a liberagdo da
potencialmente toxicos para plantas, seres humanosi@noglobina, por causa da lise dos eritrocitos, sirva como fonte
organismos aquaticos. O descarte em rios altega ferro estimulando o crescimento do microrgani¥mo
consideravelmente as caracteristicas da agua do corpo receptatoli enterohemorragica (EHEC) compreende um subgrupo
provocando assoreamento, turbidez, mudanga na cor edeaSTEC que inclui cepas altamente patogénicas e de grande
composicao quimica, além da possibilidade de contaminagafvancia clinico-epidemiolégiodlém de produzir um ou ambos

do lencol freatic®. Além do lodo do decantadasutra forma  os tipos de toxina Shiga, essas cepas também tém a capacidade
de gerar residuos encontrados na&ssf por meio da lavagem de aderir firmemente aos enterdcitos por meio da proteina
dos filtros. Os filtros sé@o normalmente lavados por fluxo datimina, codificada pelo geneae, na qual esta associado a
agua que resulta na producdo de grande volume de agmanacio de uma lesdo histopatolégica conhecida como
residuaria e baixas concentragdes de solidos num curto espgigaching and effacement (A/E), na mucosa intestinal,

de tempo. Os indices de producéo de aguas residuais nessacterizada pela destruicdo das microvilosidades, aderéncia
processo podem chegar a 5% ou ffais intima da bactéria @ membrana apical da célula epitelial e
A avaliagdo da presenca de microrganismos indicadores fedaisnacio de estruturas celulares semelhantes a pe@@stais

€ 0 modo mais sensivel e especifico de avaliar a qualidaventro do grupo d&. coli causadoras da lesadE (AEEC),
sanitaria da agua de efluentes. Indicadores microbiol6gicos g@ptadoras da regido LEE, também se encontra o grupo EPEC,
utilizados mundialmente para verificar a contaminagao pfnportante causador de diarreia infantil, principalmente, nos
residuos humanos e animais. Os indicadores geralmeptgses em desenvolvimefito

utilizados incluem coliformes totaig€scherichia coli e EPEC tipicas (tEPEC) sdo cepas que apresentam, além do gene
Enterococcus spp.. E. coli € de grande importancia clinica, poiseae, um plasmidio de 60 MDa denominado EAF (EREI@rence
trata-se de um dos principais agentes causais de diarreiafgfor), contendo o genkfpA que participa da biogénese de
criangas nos paises em desenvolviniéfito uma adesina fimbrial denominabolandle-for ming pilus (BFP),
EmboraE. coli seja um microrganismo comensal em humanoglém da sequéncia genética referente ao fragmento sonda EAF
algumas cepas estéesociadas a infeccdo intestinal, tanto em do operorper (plasmid encoded regulator), que codifica
criancas como em adultos, conhecidas cofnacoli  genes reguladores de fatores de viruléncia de EPEC. Ja as cepa:
diarreiogénicas (DEC). Estdo agrupadas em oito categorig§e nio apresentam o plasmidio EAF s&o denominadas EPEC
considerando os seus mecanismos de viruléncia especificapicas (aEPECAIEémM disso, tEPEC e aEPEC também diferem
as sindromes clinicas que causam, os sorotipos O, H,q@into ao padréo de adeséo a células epiteliais: tEPEC mostram
aspectos epidemiologicos e/ou os tipos de interagdes capenas o padrido de adesdo localizada (LA), enquanto que
linhagens. Esses grupos de DEC séo classificados dmoaEPEC podem apresentatém de LA, o padrdo de adesdo
coli enteropatogénica (EPE®),coli enterotoxigénica (ETEC), localizadakike (LAL), ades&o difusa (DA), ades&o agregativa

E. coli enteroinvasora (EIECE. coli produtora de toxina Shiga (AA), além de padrdes de ades&o néo definidos (ND) e amostras
(STEC) E. coli enteroagregativa (EAECK. coli que adere nzo aderentes (NAY

difusamente a células epiteliais (DAE®), coli aderente Nos Gltimos anos, varios estudos epidemiolégicos vém
invasora (AIEC) &. coli enteroagregativa produtora de toxinajemonstrando que aEPEC é mais prevalentes do que tEPEC em
Shiga (STEAEC) casos de diarreia em todo 0 mundo, colocando aEPEC como um
A infeccdo provocada por STEC tem a capacidade de causatégeno emergerit”),

casos esporadicos de diarreia, colite hemorragica e Sindramge trabalho teve como objetivo avaliar a presenca genotipica
Hemolitica Urémica (SHU), constituindo-se em um dos principaisfenotipica de fatores de viruléncia associados a diarreia em
causadores de insuficiéncia renalhabilidade das STEC em amostras dE. coli diarreiogénicas (EPEC e STEC) isoladas de
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agua bruta e residuos (lodo e agua de lavagem de filtros)2€) por 24 horas. Posteriormente, realizou-se a leitura dos

ETAs (Cafezal élibagi) da cidade de Londrina, PR. pocos. Os que apresentaram a coloracdo amarela, indicaram a
presenca de coliformes totais. Para verificar a presenEa de
Material e Métodos coli, a cartela foi observada na lampada de luz ultravioleta (365

Cinco amostras, com volume de 5 L cada, da 4gua bruta, lodowd®), e 0os pogos amarelos que adquiriram coloragédo azul-
decantadores e da agua de lavagem de filtros (ALF) fordlorescente foram determinados como positivos.

coletadas de cada ETTibagi e Cafezal), pertencentes a cidadéliquotas dos pocos positivos pdtacoli foram retiradas da

de Londrina-PR, no periodo de Setembro de 2011 a Julhoodetela e semeadas em agar MacConkey (Difco, USA) e
2012.As amostras foram transportadas para a Universidaeubadas a 37°C por 18 horas, colérdasE. coli foram
Estadual de Londrina (UEL) e mantidas a /€analises foram selecionadas do crescimento bacteriano de cada placa e
realizadas em até 24 horAgécnica utilizada para deteccéo esubmetidas a identificagcdo bioquimica através do Enterokit B
quantificacao d&. coli foi a do substrato cromogénico Colilert(Probac, Brasil).

(SOVEREIGN —USA). Foram caracterizados genotipicamente pela técnica de PCR com
As amostras foram analisadas segundo procedimento desasligonucleotideos iniciadores especificos os 171 isoladBs de

a seguirEm um frasco estéril, contendo 100 dd.amostra a ser coli obtidos na identificagcao bioquimicé31 oriundos da agua
analisada, acrescentou-se assepticamente uma ampol@mia, 80 do lodo e 60 dd_F). Destesl03 eram provenientes
substrato Colilert, homogenizou-se levemente e a 4gua fais amostras coletadas naETlbagi e 63 da EA-Cafezal As
transferida para a cartela Quanti-Tray (WP2000) constituida papas foram cultivadas em agar LB (Luria-Bertani) a 37°C por 24
49 pocos grandes e 48 pequenos. Selou-se a cartela com a Ages. O DNA das amostras foi extraido por fervura e utilizado
adicionada previamente com a seladora Quanti Tray Seates ensaios de PCRafela 1) .

(IDEXX/SOVEREIGN - USA). Incubou-se a cartela a 35°C (+/-

Tabela 1- Sequéncia dos oligonucleotideos pesquisados, tamanho dos fragmentos @enpiNitados e temperatura de
anelamento.

Gene Sequéncia do oligonucleotideo Tamanho (pb)* Temperatura de anelamento
(59

bfpA (F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT 326 60°C

(R) GCCGCTTATCCAACCTGGT
(F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT

eae (R) GCCGCTTRTCCAACCTGGT 384
(F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT
(R) GCCGCTTATCCAACCTGGT

stx1 (F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT
(R) GCCGCTTATCCAACCTGGT
(F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT

stx2 (R) GCCGCTTRTCCAACCTGGT 255
(F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT

(R) GCCGCTTRTCCAACCTGGT
hiyA (F) CAATGGTGGTTGCGCTTGGT 534 60°C
(R) GCCGCTTRTCCAACCTGGT

60°C

180 60°C

60°C

Para cada reacéo, a amplificacdo do DNA bacteriano foi realizada
em volumes de 25 iL, contendo 2 iL do lisado bacteriano, 0,2

A Tabela 1 mostra as sequéncias dos oligonucleotide®M de dNTPs, 2,0 mM de Mg¢120 pmol de cada
oligonucleotideo iniciadorlU deTaq DNA polimerase

iniciadores, tamanho dos fragmentos de DNA amplificados €' ¥’ - = - K €
(Invitrogert™), tampéo de reagdo 1X e agua Milli-Q (Millipore)

temperatura de anelamento, ja descritos na liteféttiaAs - _ s .
sequéncias génicasae, six1, stx2 e hlyA foram testadapor ~ €Sterilizada para o volume final de 25 IL. Para observacao do

meio de uma multiplex PCR. Nas cepaspositivas, pesquisou- produto amplificado foi utilizada eletroforese em gel de agarose

se 0 genéfpA para a possivel caracterizaggo do patotipo EPEEY?: Preparado em tamp@ns Borato EDR (TBE). Na corrida
tipica. eletroforética, utilizou-se um marcador de massa molecular

* PB= pares de bases

Arg. Ciénc. Saude. 2014jul-Set; 21(3) 93-8



96
(100pb Ladder — Invitrogéi) para comparacdo da massdentre o total de amostras estudadas neste trabalho, 126 (73,7%)
molecular do fragmento amplificado. Os géis foram corados cgrassuiam um perfil de adeséo agregativo (AA), com cinco
a solugdo SYBER SAFE (Invitrog8f) e observados em destas (2,9%) apresentando adesao agregativa do tipo “chain-
transluminador com luz ultravioleta. like adhesion” (CLA). Outras varia¢gfes do padréo de adeséo
A cepa EDL 933K. coli O157H7) foi utilizada como controle agregativo também foram observadas, sendo encontradas
positivo para os genese, stx1, stx2, hlyA e a E2348/69 como amostras que aderiram de forma agregativa somente na laminula,
controle positivo para o getpA. A cepa HB101E. coli K-  ades&@o somente nas células, adesdo tanto na superficie celular
12) foi o controle negativo da reacao. guanto na laminula.
A capacidade de aderéncia dos isolados as células epitellaiata e seis amostras (21%) apresentaram perfil de adeséo misto,
HEp-2 (carcinoma de laringe humana) foi verificada de acordendo encontradas células que aderiram de forma difusa e outras
com a técnica ja descrita na literaftftaForam realizados que aderiram de forma agregativa. Nove amostras (5,38) de
ensaios de 6 horas de interacdo bactéria-célula HEp-2. Pacala ndo aderiram nas células HEp-2, sendo, portanto,
realizagéo dos ensaios de adeséo, as amostras bacterianas fdesmsificadas como ndo aderentes (NAp adesdes do tipo
inoculadas em 3 mL de caldo triptico de soja (TSB) (Difco, USA9Qcalizada (AL), localizada-like (LAL) e néo caracteristica (NC)
e incubadas a 37°C por 18 horas em condicdes estéticas. ndo foram encontradas neste estudo.

Dentre as cinco amostras de aEPEC encontradas, todas
Resultados apresentaram o padréo de ades&o agregativo. Nas oito cepas
Dos 171 isolados dg. coli, 13 (7,60%) foram positivos parade STEC, sete apresentaram padrdo agregativo e uma apresentot
algum dos marcadores de viruléncia investigados. Cinco (2,98th padréo misto de agregativo com difuso. Com relagao a origem
foram positivas para o gereae, sendo classificadas comodas cepas de aEPEC, duas foram isoladas do lodo de decantadol
aEPEC. Oito cepas (4,7%) foram classificadas como STE@a ETA Cafezal, trés isolados sao provenientes daHbagi,
sendo que destas, sete foram positivas para a seqa&fi@a sendo duas cepas daF e uma do lodo de decantadbodas
uma positiva para as sequéncsad, stx2 e hlyA. Nenhum as cepas de STEC foram isolada®\tl& da ETA Tibagi. A
isolado foi positivo para o geépA. Neste estudo, a detecgdoassociacéo dos fatores de viruléncia e do padréo de adeséo nas
de marcadores de viruléncia especificos permitiu classificar o&tmostras d&. coli de diferentes EAs € apresentado abela
cepas como STEGstk positiva) e cinco como aEPE@aé 2.
positiva).

Tabela 2- Associacéo dos fatores de viruléncia positivos pela PCR e do padréo de adesdo em células HEp-2 com as amostt
Escherichia coli isoladas.

Isolado PCR Patotipo Adeséo ETA* Residuo
eae bfpA stx1 stx2 hlyA
3 X X x STEC+ AA+/ADS  Tibagi ALF//
25 X aEPEC AA Tibagi Lodo
32 X aEPEC AA Tibagi Lodo
3 X aEPEC AA Tibagi Lodo
% X aEPEC AA Tibagi Lodo
57 X aEPEC AA Tibagi Lodo
59 X aEPEC AA Tibagi Lodo
60 X aEPEC AA Tibagi Lodo
61 X aEPEC AA Tibagi Lodo
69 X aEPEC AA Tibagi Lodo
70 X aEPEC AA Tibagi Lodo
98 X aEPEC AA Tibagi Lodo
9 X aEPEC AA Tibagi Lodo

*ETA= Estagégo de tratamento de aguaTEC=E. coli produtora de toxina ShigéAA= Adesao agregativaAD= Adesé&o
difusa;lALF= Agua de lavagem de filtrGaEPEC=E. coli enteropatogénica atipica
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Discussao cloragdo na &gua bruta, na época das coletas das amostras,
E. coli é estuda em diversas fontes. Porém, o estudo dedgaultou o isolamento dE. coli. Além disso, o isolamento de
bactéria de fontes ambientais ainda é escasso, apesar deEsaali foi maior nos residuos lodoAdF do que da agua bruta,
utilizacdo como indicadora de contaminacao fecal. Os fatores1 virtude principalmente da quantidade maior de
de viruléncia em amostras isoladas de ambiente sdo poutierorganismos encontrados. Os residuos, naturalmente,
relatados na literatuf@. Segundodados da Organizacdo tendem a concentrar matéria organica, gerando assim uma maior
Mundial de Salde (OMS), 80% das doencas que ocorrem gosntidade de microrganismos quando comparada com a agua
paises em desenvolvimento sdo ocasionadas pela contaminécéta que entra na BT
da 4gua. Estima-se que, aproximadamente, doze milhfesNis ensaios de adesdo observou-se nievaléncia do
pessoas morrem, anualmente, em todo o mundo, por problepadréo de adesao agregativo (AA), em que 126 cefiasdée
relacionados a qualidade da agua. No Brasil, 0s registros(@8,7%) apresentaram egselrao. Varios trabalhos descrevem
Sistema Unico de Saude (SUS) mostram que 80% dagprevaléncia desse tipo de adesdo em amostris i
internagBes hospitalares do pais sdo decorrentes de doeagasientaisA alta incidéncia de cepas agregativas indica uma
de veiculagao hidri¢&. adaptacdo dessas bactérias com o intuito de maior resisténcia e
As aguas tratadas pelas dua®\ETque sao distribuidas parapersisténcia no meio ambiente (considerado muitas vezes um
a populagéo de Londrina) provém do Ribeirdo Cafezal e do Rimbiente hostif)":2223)
Tibagi.A bacia do Ribeirdo Cafezal, localizada na regido sul @dém de cepas agregativas, outro fato que chamou a atencéo
municipio, possui uma area de 67 Km2 e se estende poira presenca de padrdes de adesdo misto (agregativo e difuso)
aproximadamente 72 Km. Representa uma das principais baeas um nimero alto de amostras (21%). Na literatura ja foi
hidrogréficas da &rea urbana. Enquanto isso, a bacia dodemonstrado que € comum algumas cepas sofrerem variacdes
Tibagi tem area aproximada de 25.000 km2, o que correspondieapadrédo de adesdo, exibindo muitas vezes mais de um
quase 13% da superficie do estado do Parand, passandoppdra&®. A ocorréncia dé&. coli patogénica em EA5 € ainda
cerca de 54 municipios. Segundo dados operacionais, pauco pesquisado e descrito na literadttir®e acordo com a
dezembro de 2006 os rios Tibagi e Cafezal contribuiram cditeratura pesquisada este trabalho representa o primeiro relato
55% e 37% do volume de agua distribuido pelas duds,ET de EPEC e STEC isoladas de residuos esHID Brasil A
respectivament®), presenca dE. coli diarreiogénicas em residuos deAEpode
O que se observa nos ultimos anos nessas bacias hidrografiepsesentar um risco, pois, presente nesses residuos que
€ a contaminacdo de suas aguas decorrente da descargaodmalmente sdo lancados em rios e lagos, prejudicam a
residuos domésticos, industriais e agropecuaka@sescente qualidade da agua do corpo receptor e a saude da populagéo.
urbanizagéo da regido contribuiu para a diminuicdo da mata
ciliar, aumento no nimero de aterros sanitarios e um crescedtmclusdes
assoreamento desses riédssim, a presenca de. coli O presente estudou constatou que a investigacédo da prevaléncia
diarreiogénicas pode ser um resultado da descarga de agleagenes dE. coli diarreiogénicas (EPEC e STEC), em residuos
residuais doméstica e agropecuaria em torno dessas baciade estacdes de tratamento de aguaA@LTsdo importantes
As &guas tidas como superficiais (rios, lagos e represas) paca prevenir possiveis contaminagdes de fontes de agua e a
comumente utilizadas como matéria prima para a producdodiesseminacdo de bactérias potencialmente patogénicas no
agua potavel nas BB, podendo muitas vezes estammbienteA presenca dE. coli patogénicas nas B§ deve ser
contaminadas, representando assim grandes riscos a saudmdsiderada uma ameaca a salde publica e novas estratégias
populacé@oAlguns trabalhos mostram que a contaminacao dde gestao sobre tais residuos precisam ser implantadas para
aguas superficiais col coli sdo associadaum aumento no protegeyndo so o meio ambiente, mas a saldde da populacao.
ndmero de surtos de doencas e méPtEs
Em nosso estudo avaliamos tanto a dgua bruta quantoReseréncias
residuos, lodo ALF, de duas EAs da cidade de Londrina, PR,1.Achon CL, Barroso MM, Cordeiro JS. Residuos de esta¢bes
guanto a presenca dos patétipos EPEC e STEE. deli  de tratamento de agua e a ISO 24512: desafio do saneamento
diarreiogénicas. O numero de cepas virulentas, tanto raasileiro Eng Sanidmbient. 2013;18(2)15-22.
estacdes quando nos residuos pesquisados, foi bast@nReis EO, Cotrim MEB, Rodrigues C, Pires MABeltrame
influenciado pelo nimero de amostras isoladas. Filho O, Rocha SM, et al. Identificacé@o da influéncia do descarte
Observou-se que a BTafezal, apresentou apenas duas cepds lodo de estacdes de tratamento de agua. Quim Nova.
de aEPEC, o numero de isolados foi menor (n=68) quang@07;30(4):865-72.
comparado com a BTibagi (n=103). O mesmo se notou nos3.Freitas GA, Bastos RKX, Bevilacqua PD, Padua VL, Pimenta
residuos, na qual a auséncia de isolados virulentos na agEBAndrade RC. Recirculacdo de 4gua de lavagem de filtros e
bruta é decorrente do baixo niumero de amostras (n=3fgrigos associados a protozoarios. Eng SAmibient.
enquanto que o lodo de decantado® & apresentam maior 2010;15(1):37-46.
guantidade de isolados (n=80 e n=60, respectivamente).  4.Cabral JPSVater microbiologyBacterial pathogens and water
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