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Resumo

Introdugdo: As doengas veiculadas pela dgua sdo principalmente causadas por patégenos entéricos, sendo o patotipo Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) de grande importancia em paises em desenvolvimento. Objetivo: Detectar a presenga de genes de viruléncia
relacionados a ETEC em cepas de E. coli isoladas de agua para consumo humano. Metodologia: 295 cepas de E. coli obtidas de agua
de 27 municipios do norte do Estado do Parana, Brasil, entre fevereiro e dezembro de 2005, foram testadas quanto a presenca de
genes que codificam para as enterotoxinas LT-I (/t-1), ST-a (st-a) e ST-b (st-b) e para os fatores de colonizagdo CFA/I (cfa/l), CFA/II (cfa/
11), K88 (faeG) e K99 (fanC) através da técnica da PCR. Resultados: Das 295 cepas de E. coli estudadas, 36 (12,2%) apresentaram o
gene [t-1, uma (0,34%) o gene st-a e trés (1,02%) o st-b. Quanto aos fatores de colonizagdo, trés cepas (1,02%) foram positivas para
o gene faeG, quatro (1,36%) para cfa/l, duas (0,68%) para cfa/ll e nenhuma apresentou o gene fanC. Uma cepa (0,34%) foi positiva
simultaneamente para os genes /t-/ e st-b e outra (0,34%) para os genes [t-] e faeG. Conclusdo: Logo, cinquenta e uma (17,29%)
cepas apresentaram, pelo menos, um gene que codifica enterotoxina e/ou fator de colonizag&o relacionado a ETEC. Sendo assim, o
cuidado com a qualidade microbioldgica da dgua para consumo humano é fundamental, evitando que a mesma torne-se veiculo de
transmissdo de bactérias potencialmente patogénicas, como ETEC.

Palavras-chave: ETEC. Agua Potavel. Fatores de Viruléncia.

Abstract

Introduction: The waterborne diseases are mainly caused by enteric pathogens, being the pathotype enterotoxigenic Escherichia coli
(ETEC) of great importance in developing countries. Objective: This study aimed to detect the presence of virulence genes related
to ETEC in E. coli strains isolated from drinking water. Methodology: A total of 295 strains of E. coli were isolated from water of 27
municipalities in the north of Parand State — Brazil, between February and December 2005. Strains were tested for the presence of
genes coding to LT- (It-1), ST-a (st-a) and ST-b (st-b) enterotoxins, and CFA/I (cfa/l), CFA/II (cfa/ll), K88 (faeG) and K99 (fanC) colonization
factors, using the PCR technique. Results: Of the 295 strains of E. coli studied, 36 (12.2%) had the It-1 gene, one strain (0.34%) st-a gene
and three (1.02%) st-b. As for colonization factors, three strains (1.02%) were positive to faeG gene, four (1.36%) to cfa/I, two (0.68%)
to cfa/ll and no strain was positive to fanC gene. One strain (0.34%) was positive for both It-I e st-b genes and one (0.34%) for It-1
faeG genes. Conclusion: Therefore, fifty-one ( 17.29 %) strains showed at least a gene encoding entorotoxina and / or colonization
factor related to ETEC . Therefore, it is essential to monitor the microbiological quality of drinking water, avoiding it to become a
vehicle for the transmission of potentially pathogenic bacteria such as ETEC.
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INTRODUCAO

A agua é o mais importante recurso natural do mundo
e sem ela a vida ndo pode existir, pois nenhum processo
metabdlico ocorre sem a sua agdo direta ou indireta. As
doengas veiculadas pela dgua sdo principalmente causa-
das por patégenos entéricos, sendo Escherichia coli de
grande importancia clinica, por se tratar de uma bactéria
termotolerante de origem exclusivamente fecal (CABRAL,
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2010). Dados epidemioldgicos mostram que cerca de
700.000 mil pessoas de paises em desenvolvimento
morrem todos os anos por decorréncia da diarreia por
ETEC (MENEZES et al., 2003). E. coli associadas a infeccdo
intestinal, tanto em criangas como em adultos, sdo conhe-
cidas como E. coli diarreiogénicas (DEC) e estdo agrupadas
em oito patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E.
coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagre-
gativa (EAEC), E. coli que adere difusamente a células
epiteliais (DAEC), E. coli aderente invasora (AIEC) e E. coli
enteroagregativa produtora de toxina Shiga (STEAEC)
(CLEMENTS et al., 2012).
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ETEC sdo E. coli que produzem a toxina termoestavel
(ST) e/ou toxina termolabil (LT) (FENG; WEAGANT; JINNE-
MAN, 2011). A infecgdo por cepas de ETEC é responsavel
por casos de diarreia em criancgas e viajantes. Diarreia por
ETEC pode ser o resultado da ingestdo de alimentos e dgua
contaminados com fezes humanas e de animais. A doenga
se manifesta através de uma diarreia podendo ainda estar
associada em alguns casos com uma febre baixa. (FENG;
WEAGANT; JINNEMAN, 2011; FORSYTHE, 2013).

O desenvolvimento de diarreia por ETEC depende de
dois fatores importantes: colonizagdo do intestino delgado
e produgdo de enterotoxinas (CROXEN; FINLAY, 2010). As
enterotoxinas LT e ST causam perda de agua e eletrdlitos
para dentro do lumen intestinal provocando diarreia e
desidratacdo (ISIDEAN et al., 2011).

LTs sdo toxinas oligoméricas, e atuam aumentando
os niveis intracelulares de adenosina monofosfato cicli-
co (AMP ciclico) aumento da secre¢do de ions cloreto e
carbonato, de dgua e na inibicdo da absorgdo de sodio.
Existem dois grandes grupos de LT: LT-I e LT-Il. LTI pode ser
subdividida em LTlh, toxina prevalente em ETEC isoladas de
seres humanos e LTIp, toxina prevalente de ETEC oriunda
de suinos e seres humanos (MAINIL, 2013). STs sdo toxi-
nas monomeéricas termoestaveis e sdo divididas em duas
grandes classes: ST-a (ST-1) e ST-b (ST-11).

No processo de patogenicidade, primeiramente ETEC
necessita se aderir ao epitélio intestinal para ndo ser eli-
minada com o peristaltismo, depois de adesdo ETEC inicia
a producdo da enterotoxina STa. Nas microvilosidades
intestinais estd presente o receptor de STa o guanilato
ciclase C (GC-C). Quando a toxina se liga ao seu receptor
causa um aumento intracelular de monofosfato guanilato
ciclico (cGMP), além da ativagdo da proteina quinase |l
cGMP-dependente (cGKIl). Essa quinase fosforila e ativa o
canal de cloreto (CFTR), o que resulta na secreg¢ao de ions
cloreto e bicarbonato e na inibicdo da absorgdo de ions
sédio e efluxo de dgua para o lumen intestinal (FOSTER;
SMITH, 2009).

A coloniza¢do do intestino delgado é outro fator impor-
tante para o aparecimento da diarreia. A adesdo de ETEC
no intestino delgado ocorre por fatores de colonizagao,
fimbriais ou ndo fimbriais. As cepas enterotoxigénicas, além
da capacidade de produzirem toxinas, precisam aderir-se
a mucosa do intestino delgado e coloniza-lo para que o
processo infeccioso se estabelega. Esta adesdo é mediada
por fimbrias protéicas, que sdo conhecidas como fatores de
colonizagdo presentes na superficie bacteriana e que reco-
nhecem receptores especificos, localizados na superficie da
célula epitelial intestinal (MADHAVAN; SAKELLARIS, 2015).
No patotipo ETEC sdo conhecidos varios fatores de coloniza-
¢do como: K88 (F4), K99 (F5), 987P e F41 isolados de cepas
de ETEC de animais (suinos, bovinos e ovinos) (ZHOU; ZHU;
ZHU, 2012) e os fatores de colonizagao (CFAs) descritos em
cepas enterotoxigénicas isoladas de humanos. Pelo menos
20 diferentes tipos de CFAs sdo conhecidos em infec¢des
por ETEC em humanos e os melhores caracterizados sdo:
CFA/I, CFA/Il e CFA/IV (MADHAVAN; SAKELLARIS, 2015).

Cepas de ETEC podem ser identificadas pela deteccdo
de genes responsaveis pela producdo de tais toxinas e
fatores de colonizacdo, utilizando técnicas de hibridizagao
de DNA ou Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (MAI-
NIL, 2013). Observada a importancia da diarreia associada
a dgua contaminada em nosso meio, considerou-se impor-
tante a realizacdo de um estudo para avaliar a presenga de
marcadores de viruléncia associados a ETEC em cepas de
E. coliisoladas de 4gua para consumo humano na regido
norte do Parana.

METODOLOGIA

Amostragem

O estudo foi realizado com 295 amostras de 4gua
destinadas ao consumo humano coletadas pela vigilancia
sanitdria no ano de 2005, a amostragem foi estabelecida
por esta agéncia. Dezoito (6,10%) amostras foram obtidas
de 4gua tratada e 277 (93,90%) de dgua in natura. As 18
amostras de dgua tratada foram coletadas da rede muni-
cipal de abastecimento (cavaletes ou hidrémetros), e as
amostras in natura foram obtidas de solu¢des alternativas
de abastecimento, sendo 140 de pogos artesianos, 68 de
pocos rasos e 69 de fontes / minas. As amostras foram
coletadas aleatoriamente em 27 municipios pertencentes
a 172 e 182regionais de saude localizadas na regido Norte
do Estado do Parana, Brasil.

Pesquisa, Isolamento e Identificagdo de E. coli

A técnica utilizada para detecgdo de E. coli foi a do
substrato cromogénico Colilert (SOVEREIGN-BR). Aliquo-
tas foram retiradas das amostras de agua positivas para E.
coli, no kit cromogénico Colilert, e semeadas em placa de
agar MacConkey (MC) (Difco) e incubadas a 37°C por 24
horas, sendo as col6nias com caracteristicas presuntivas
de E. coli identificadas bioquimicamente através do kit
EPM, Mlli e Citrato de Simmons (PROBAC-BR). Um total
de 295 isolados (um de cada amostra) foi identificado
como E. coli e estes foram estocados em caldo infusdo
de coracgdo e cérebro (BHI) (Difco) com 20% de glicerina
a—70°C até o uso.

Extra¢do de DNA

O DNA bacteriano foi obtido pelo método de extracdo
por fervura segundo Blanco et al. (1997). As cepas foram
cultivadas em 4gar LB (Luria-Bertani) a 372C por 24 horas.
As col6nias foram suspensas em 300 mL de dgua Milli-Q
(Millipore) estéril, em tubos de microcentrifuga, levadas
ao aquecimento em agua fervente, por 10 minutos para
liberagdo e desnaturagdo do DNA bacteriano, imediata-
mente colocadas em gelo por 5 minutos e centrifugadas
por 5 minutos a 10000 rpm. Os sobrenadantes foram
utilizados nos ensaios da PCR.

Ensaio de PCR
Todos isolados foram testados quanto a presenca

das seguintes toxinas e fatores de colonizagdo: LT-I, ST-a,
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ST-b, CFA/1, CFA/II, K88, K99 (Tabela 1). As rea¢Ges de am-
plificagdo foram realizadas em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems). Cada reagdo foi
realizada em volume de 25 L, contendo 2,0 pL do lisado
bacteriano, 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen), 2,0 mM de MgCl,
(Invitrogen), 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador (In-
vitrogen), 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), tampao
de reacdo 1X (Invitrogen) e agua Milli-Q (Millipore) estéril
para volume final de 25uL. Para observa¢do do produto
amplificado, foi utilizada eletroforese em gel de agarose
1,2% (Agargen), preparado em tampdo Tris Borato EDTA

(TBE). Na corrida eletroforética, foi utilizado um marcador
de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). Os géis foram
corados com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen) e vi-
sualizados com o auxilio de transiluminador Ultra-violeta
(UV) ECX-20.M (Vilbert Loumart). As seguintes cepas de
ETEC foram utilizadas como controles positivos: H10407
(It1, cfa/l, cfa/ll) (SCHULTSZ et al., 1994), B41 (st-a, fanC)
(ROOSENDAAL; GAASTRA; GRAAF, 1984), 214/082 (st-b)
(OSEK, 2001), 0149:K91 (faeG) (JONE; RUTTER, 1972). Agua
foi utilizada como controle negativo das reagdes.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers pesquisados, tamanho do fragmento de DNA amplificado e referéncias.

Genes Produto Sequéncia (5’ - 3’) Fragmento (pb) Referéncia

st-a STa E?;Iﬁ;i:;?grg (-:r;;((::iiil(;cG c 186 Schultsz et al. (1994)
wo s (CCTCASGATGCTAMCCAG 16 schulszeral (1990
o m (eSCoTGATIICsTGC 96 schultszeral (1990)
cfa/l CFA/I E;))ZEA;;(CSE;—E'?'??Z(ASETC: (;TT(?F?E(EECC 352 Hamers et al. (1989)
cfa/ll CFA/II E;ﬁg%ﬁgg;éégiﬁﬁgﬁ?:ézigi 248 Jalajakumari et al. (1989)
faeG K88 :3’:&%%?_2%2;@%@;:5;?2 A 601 Gaastra et al. (1981)

*(F): Primer forward. **(R): Primer reverse

RESULTADOS

Das cepas estudadas, 36 (12,20%) apresentaram o
gene /t-1, uma (0,34%) apresentou o gene st-a e trés o
st-b (1,02%). Quatro cepas (1,36%) apresentaram genes
que codificam fatores de colonizagdo relacionados a ani-
mais, sendo que as quatro apresentaram o gene faeG e
nenhuma o gene fanC. Seis cepas (2,04%) apresentaram
genes que codificam fatores de colonizagdo relacionados
a humanos, sendo quatro (1,36%) o gene cfa/l e duas
(0,68%) o gene cfa/ll.

Cinquenta e uma (17,29%) cepas apresentaram, pelo
menos, um gene que codifica entorotoxina e/ou fator
de colonizacdo relacionado a ETEC, mas destas apenas
42 (14,24%) foram caracterizadas dentro do patotipo de
ETEC (presenga da toxina termoestéavel (ST) e/ou toxina
termolabil (LT). Uma cepa (0,34%) foi positiva simultane-
amente para os genes /t-/ e st-b e outra cepa (0,34%) para
os genes It-1 e faeG (Tabela 2).
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Tabela 2 - Perfil genotipico obtido nas cepas de Escherichia coli
isoladas de dgua in natura e tratada.

Perfil N2 cepas dgua N2 cepas dgua Total de cepas
genotipico in natura tratada (%)
st-a 1 0 1(0,34%)
st-b 3 0 3(1,02%)
It-1 34 2 36 (12,20%)
cfa/l 2 2 4(1,36%)
cfa/ll 2 0 2 (0,68%)
faeG 3 0 3(1,02%)
It-1 e st-b 1 0 1(0,34%)
It-1 e faeG 1 0 1(0,34%)
DISCUSSAO

Fontes de dgua sdo consideradas reservatorios em
potencial de E. coli (LASCOWSKI et al., 2013). Nas ultimas
décadas, o consumo de agua in natura vem diminuindo;
contudo, surtos de diarreias e doengas relacionadas ao
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consumo de agua vém crescendo. Segundo dados da
organizagdo mundial da saude (OMS) ha cerca de 1,7
bilhGes de casos de diarréia somente em criangas no
mundo (RICHARDSON et al., 2009; WHO; UNICEF, 2013).
Uma explicagdo para esse crescente numero de surtos
de diarreia pode ser devido a contaminagao da dgua por
microrganismos tanto na fonte quanto no sistema de
distribuicdo ou no armazenamento doméstico da agua
tratada (BRASIL, 2011).

ETEC tem sido comumente encontrada nos paises
em desenvolvimento. Ali et al. (2012) encontraram 3,2%
de ETEC ao pesquisarem aguas destinadas ao consumo
humano na Libia, enquanto que Widmer et al. (2013)
encontraram 1,2% de ETEC em aguas superficiais de
Bangladesh. Em paises desenvolvidos a presenca de
ETEC é raramente reportada. Acredita-se que a falta de
saneamento bdsico seja o fator principal para a elevada
presenca deste patotipo em paises em desenvolvimento
(AKTER et al., 2013; SIDHU et al., 2013). No Brasil, ETEC
ainda é reportada em diferentes estudos: Rebello; Regua-
-Mangia (2014) ao analisarem dguas superficiais do Rio de
Janeiro encontraram 0,6% de ETEC, enquanto que Oliveira
etal. (2012), ao pesquisarem agua do reservatorio Lajea-
do, em Tocantins, encontram 1,3% de ETEC.

Além das toxinas LT e ST, CFAs também tem sido en-
contrados em diferentes regides geograficas do mundo
(OH et al., 2014; TORRES et al., 2014). Em um estudo
clinico conduzido na Coldmbia com 32 isolados de ETEC
obtidos de criangas com diarreia, 43,8% apresentaram
o CFA/I ou CFA/Il (GUERRA et al., 2014). Entretanto, em
outro trabalho no qual pesquisaram CFAs, em 261 amos-
tras de criancas diarréicas no Ird, apenas 3,4% possuiam
CFA/1e0,4% CFA/II (NAZARIAN et al., 2014). Os diferentes
resultados encontrados nos estudos pode ser devido as
diferentes regides geograficas pesquisadas ou as técnicas
empregadas na identificacdo de CFAs (OYOFO et al., 2001).

A elevada presenca de ETEC nas amostras de agua
reportada neste estudo (14,24%) representa um risco a
salde da populagdo que vive no norte do Parana. Uma
vez na agua, as ETEC podem ser ingeridas por humanos e
animais ocasionando desde casos simples a mais greves
de diarreia. Ressaltamos ainda que a pesquisa de ETEC
em amostras de dgua para consumo humano é a primeira
realizada em nossa regido.

CONCLUSAO

Concluimos que dos 295 isolados de dgua analisados,
cinquenta e um (17,29%) apresentaram, pelo menos, um
gene que codifica enterotoxina e/ou fator de colonizagdo
relacionado a ETEC. Destes, apenas 42 (14,24%) foram
caracterizados dentro do patotipo de ETEC devido a pre-
senca da toxina termoestdvel (ST) e/ou toxina termolabil
(LT). A presencga de ETEC na dgua para consumo humano
pode causar riscos a satide da populagao, demonstrando
falhas no sistema de tratamento ou de distribuicdo de
agua. Portanto, fica comprovado que é fundamental o
cuidado com a qualidade microbioldgica da dgua que a

populagdo consome e o tratamento adequado da mes-
ma, principalmente devido a possibilidade da agua ser
um veiculo para a transmissdo de cepas para homens ou
animais, ou ainda fonte de contaminagdo de alimentos.
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